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A Rosuvastatina é um firmaco utilizado como tratamento de primeira escolha na
hipercolesterolemia devido a inibicdo competitiva da enzima HMG-CoA redutase a qual
converte a HMG-CoA em &4cido meval6nico que € a etapa limitante na sintese do colesterol,
Também atenua o processo inflamatério e oxidativo, principalmente pela reducdo na
producdo do anion superdxido. O anion superéxido é metabolizado pela enzima superdxido
dismutase dependente de manganés (MnSOD ou SOD2) que atua no interior da mitocondria.
Nos seres humanos hd um polimorfismo do gene, onde uma alteragdo de valina (Val) para
alanina (Ala) ocorre no cromossomo 16 (Alal6Val-SOD2). Este polimorfismo que possui 0s
dois alelos A e V, resulta em trés possiveis genétipos: AA, AV e VV. O gendtipo VV foi
associado com o risco de desenvolvimento de vérias doencas metabdlicas, como a
hipercolesterolemia. Assim, a fim de compreender melhor este fendmeno, este estudo
investigou a influéncia do polimorfismo Alal6Val-SOD2 no perfil lipidico e nos
biomarcadores inflamatdrios e fibrinoliticos de 122 pacientes hipercolesterolémicos tratados
com 20 mg de rosuvastatina por 120 dias. Os resultados indicaram que os pacientes
portadores do genétipo VV demonstraram uma menor resposta a rosuvastatina, comparados
com pacientes portadores dos gendtipos AA e AV. O efeito da rosuvastatina em
biomarcadores inflamatdrios e fibrinoliticos, também foram de menor intensidade nestes
pacientes. Estes resultados sugerem alguns efeitos farmacogenéticos do polimorfismo
Alal6Val-SOD2 no tratamento da hipercolesterolemia.

Palavras-chave: Hipercolesterolemia. Inflamagdo. Coagulag¢do. Polimorfismo MTS-SOD2.
Rosuvastatina. Farmacogenética.
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Rosuvastatin is used as a drug of first choice in treating hypercholesterolemia due to
competitive inhibition of HMG-CoA reductase enzyme which converts HMG-CoA to
mevalonic acid which is the rate-limiting step in cholesterol synthesis, also attenuates the
inflammatory process and oxidative, mainly by reducing the production of superoxide anion.
Superoxide anion is metabolized by manganese-dependent superoxide dismutase (MnSOD or
SOD2) that act into mitochondria. In humans, there is a gene polymorphism where a valine
(Val) to alanine (Ala) substitution occurs at the 16th amino acid (Alal6Val-SOD2). This
polymorphism having two alleles A and V, resulting in three possible genotypes: AA, AV and
VV. The VV genotype has been associated with the risk of developing several metabolic
diseases, such as hypercholesterolemia. Thus, in order to further explore this phenomenon ,
this study investigated the influence of Alal6Val - SOD2 polymorphism on lipid profile and
inflammatory and fibrinolytic biomarkers of 122 hypercholesterolemic patients treated with
20 mg of rosuvastatin for 120 days. The results indicated that patients with the VV genotype
showed a lower response to rosuvastatin, compared with patients with the AA and AV
genotypes. The effects of rosuvastatin in inflammatory and fibrinolytic biomarkers were also
milder in these patients. These results suggest some effects of pharmacogenetic - SOD2
Alal6Val polymorphism in the treatment of hypercholesterolemia.

Keywords: Hypercholesterolemia. Inflammation. Coagulation. MTS-SOD2 polymorphism.
Rosuvastatin. Pharmacogenetics.
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APRESENTACAO

No item 1, REVISAO BIBLIOGRAFICA, esta descrita uma revisao sobre os temas
trabalhados nesta Dissertacao.

No item 2, OBJETIVOS, estio descritos os objetivos, geral e especificos.

Os RESULTADOS estdo dispostos na forma de artigo, submetidos a publicagdo na
revista The Pharmacogenomics Journal, fator de impacto 5.513, organizado no item 3. O
artigo cientifico esta descrito na integra, contendo as se¢des introducdo, materiais e métodos,
resultados, discussdo e referéncias bibliograficas.

No item 4, DISCUSSAO, esti apresentado as interpretagdes e comentdrios gerais
sobre o artigo cientifico aqui apresentado.

No item 5, CONCLUSOES, sio apresentadas as conclusdes gerais do presente
trabalho.

O item 6, REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS, refere-se somente s citacdes que
aparecem nos itens 1, 2 e 5 (Introdug¢do, Revisdo Bibliogrifica e Discussdo).

No item 7, PERSPECTIVAS, estdo expostos alguns possiveis estudos para a
continuagdo desse trabalho.

O item ANEXO, refere-se aos demais trabalhos realizados durante o Curso de

Doutorado e os artigos aceitos para publicagdo durante este periodo.
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1 INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Hipercolesterolemia, aterosclerose e inflamacao.

A hipercolesterolemia € uma condi¢cdo que se caracteriza pela presenca de taxas
elevadas de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e diminui¢do de lipoproteina de alta
densidade (HDL), ou seja, quando os niveis de colesterol total forem iguais ou superiores a
160 mg/dL. (= 4.15 mmol/L) (GRUNDY et al., 2002). E um fator determinante para o
surgimento da aterosclerose, a qual € a principal causa do infarto agudo do miocérdio,
acidente vascular cerebral, trombose, angina e demais doencas isquémicas (SKILTON et al.,
2007; DUARTE et al., 2010).

O colesterol € transportado por lipoproteinas plasmaticas, classificadas de acordo com
a sua densidade em quilomicron, lipoproteina de baixissima densidade (VLDL), LDL e HDL
(GRUNDY et al., 2002; AMORIN et al., 2011). Além destas, existe outra classe de
lipoproteinas, as lipoproteinas de densidade intermedidria (IDL). As LDL sdo particulas ricas
em colesterol e sdo responsdveis pelo seu transporte para as células teciduais, permitindo sua
deposicdo nas artérias. Quando em concentracdes elevadas, podem contribuir para a formacao
de placa ateromatosa, a qual pode obstruir o fluxo sanguineo nos vasos, induzindo doencas
cardiovasculares (BADIMON; VILAHUR & PADRO, 2009).

A aterosclerose € uma doenca inflamatoria cronica de origem multifatorial que
ocorre em resposta a agressdo endotelial, acometendo principalmente a camada intima de
artérias de médio e grande calibre (SKALEN, 2002). Esta patologia envolve uma associacio
de fatores como disfungcdo endotelial, estresse oxidativo e agregacdo de leucdcitos e
plaquetas, conduzindo a um processo isquémico (WOLBERG & MACKMAN, 2009).

Os principais fatores de risco para aterosclerose incluem a elevacdo de lipoproteinas
aterogénicas (LDL, IDL, VLDL, remanescentes de quilomicrons), diminui¢do dos niveis de
HDL-colesterol (FORRESTER et al., 2005), indice de massa corpérea (IMC) elevado,
hipertensdo e Diabetes mellitus (DM). Além disso, alguns fatores ambientais como
tabagismo, desequilibrio dietético e sedentarismo também contribuem para o

desenvolvimento de aterosclerose (ROCHA & LIBBY, 2009; KRAHULEC, 2010).



17

O processo de aterogénese inicia-se a partir da oxida¢do do LDL-colesterol induzida
por radicais livres produzidos pelos macréfagos, células endoteliais (CE) e células musculares
lisas (CML) (HEINECKE, 1998; HARRISON et al., 2003; ARMSTRONG; MORROW &
SABATINE, 2006; GAUTIER; JAKUBZICK & RANDOLPH, 2009). O depésito de LDL
oxidado (oxLDL), na parede arterial, é o processo-chave para o desenvolvimento da
aterogé€nese, uma vez que a deposi¢cao destas moléculas promove dano endotelial (HOLVOET
et al., 1998; HARRISON et al., 2003). O oxLLDL é reconhecido pelos macréfagos através de
receptores scavenger tipo SR-AI, SR-AIl, CD36 e receptor LDL relacionado a proteina
(LRP), (HOLVOET et al., 1998; ROCHA & LIBBY, 2009) os quais sdo responsaveis por
englobarem lipoproteinas modificadas (predominantemente oxLDL), originando células
espumosas (CES), também denominadas de foam cells. Posteriormente, o colesterol LDL
oxidado (ox-LDL) induz as CE a expressarem moléculas de adesdo tais como, a molécula de
adesdo intercelular - 1 (ICAM-1) e a molécula de adesdo da célula vascular - 1 (VCAM-1),
permitindo que os mondcitos e linfécitos T possam se aderir as CE. Além disso, hé secre¢do
da proteina quimiotatica de mondcitos — 1 (MCP-1) que estimula a migragdo destas células
para o espaco endotelial, desempenhando um papel fundamental na progressdo da
aterosclerose, conforme figura 1 (SCALIA; APPEL & LEFER, 1998; LIBBY; RIDKER &
HANSSON, 2011).

Blood Flow =3

3. Macrophage/ Foam Cell
Accumulation

Platelet

Death Receptor
Death Receptor
Ligand

6. Plaque Rupture and
Platelet Aggregation

Pt
Q
o
1. EC Dysfunction

ICAM1; VCAM1; MCP1

Adventitia

Figura 1 - Formacao da placa de ateroma
Adaptado de Wang & Bennett (2012)
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A ativagdo da resposta inflamatéria envolve a participag@o de diversos tipos de células
tais como granuldcitos, linfécitos B e T, células dendriticas, células progenitoras e,
principalmente, mondcitos. Estes, quando ativados passam a secretar Interleucina 1 (IL-1) a
qual ativard os linfocitos T (CD4), os quais passam a secretar as citocinas pro-inflamatérias
como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 2 (IL-2) e o interferon gama (IFN-
vY), responsaveis por causarem maior ativagdo de macrdfagos, ativacio vascular e inflamagio
(CHARAKIDA et al., 2009). Adicionalmente, também ocorre producio de proteinas de fase
aguda como proteina C reativa (PCR), alfa-1-glicoproteina dcida (AGP) e fibrinogénio (F)
(HANSSON, 2005; ANFOSSI et al., 2010).

A principal fungio da IL-1 na aterogénese € a sua capacidade de aumentar a expressdo
de moléculas de adesdo e estimular a produgéo de proteinas inflamatérias de fase aguda pelo
figado. A IL-1, juntamente com o IFN-y e o TNF-a, promove o crescimento de fibroblastos e
a sintese de colagenases, além de estimular linfécitos T e a proliferacio de CML
(CHARAKIDA et al., 2009).

O IFN-y é uma das principais citocinas pro-aterogé€nicas, devido a seu papel na
ativacdo de macrdfagos, na participagdo da maturacdo de linfocitos B e no estimulo da sintese
de anti-oxLDL. Além disso, induz apoptose de macrofagos, estando envolvido na
caracteristica necrética e pro-aterogénica das lesdes avangadas do processo aterosclerdtico (LI
etal., 2011).

O TNF-a tem como acdo principal ativar mondcitos e neutréfilos, bem como aumentar
a expressdo de moléculas de adesdo pelas CE, promovendo a ligacdo de leucdcitos ao
endotélio no sitio da inflamacao (RIDKER et al., 2000; MACKESY & GOALSTONE, 2011).
Sendo assim, seu envolvimento na formag@o da placa ateromatosa deve-se a deposicdo e a
ativacdo de elementos celulares na parede dos vasos, levando a progressdo da aterosclerose.
Quando secretado em grandes quantidades, provoca prejuizo das propriedades anticoagulantes
normais do endotélio (OLSON et al., 2012). Além disso, o TNF-a associado a IL-1, favorece
a expressdo de um receptor para oxXLDL na superficie de CML, nas CE e nos macréfagos,
sendo que nestes € encontrado na forma inativa, favorecendo assim, a formacdo de CES e
ampliando o processo inflamatério (PARK & LAKATTA, 2012).

A IL-6 € sintetizada por diversas células como os mondcitos, fibroblastos e CE e ¢
responsdvel pela estimulacdo da diferenciacdo de linfécitos B e a ativacdo de linfécitos T.
Regula a expressdo de outras citocinas inflamatérias, como a IL-1 e o TNF-q, além de

promover a quimiotaxia de leucdcitos e a mitogénese de CML (FUTTERMAN &



19

LEMBERG, 2002). A IL-6 também estimula a producdo de F, PCR e AGP; induz os
macrdfagos a produzir o fator tecidual e MMP; estimula a agregacgdo plaquetdria e a expressao
de moléculas de adesdo. Juntamente com as demais citocinas pré-inflamatdrias, a IL-6
determina uma ampla resposta imunoldgica frente a estimulos na fase aguda de instabilizacao
da placa de aterosclerose (DA SILVA & MORESCO, 2011).

A PCR, uma proteina de fase aguda sintetizada no figado, eleva-se rapidamente apds o
estimulo inflamatério (ROCHA & LIBBY, 2009). Durante a resposta inflamatéria da
aterosclerose a PCR estd envolvida no processo de disfuncio endotelial, induzindo a produgdo
de moléculas de adesdo e quimiocinas pelas CE, favorecendo o processo de ligagdo de
mondcitos ao endotélio, com consequente aumento da formagdo de CES. Assim, a PCR
participa diretamente da amplificagdo da resposta imune levando a exacerbacdo do dano
tecidual (XU et al., 2011). No processo aterosclerdtico, a PCR pode apresentar producio
extra-hepdtica. Na placa aterosclerdtica, por exemplo, ocorre uma expressao significativa de
RNA mensageiro para PCR e a presenca dessa proteina pode ser detectada tanto nas CML
quanto nos macréfagos, mostrando que a sua producido local estd aumentada (CHEN et al.,
2012). A PCR pode também ser produzida por células mononucleares periféricas, células das
artérias corondrias e células epiteliais, podendo agir localmente sobre as CE, mondcitos e
macréfagos ou CML de maneira autdcrina e pardcrina (ROCHA & LIBBY, 2009). Além
disso, a PCR ativa o sistema complemento, o qual promove a formagdo do complexo de
ataque a membrana, com consequente lise e morte celular na placa aterosclerdtica, sendo esse
processo precursor dos eventos trombéticos (XU et al., 2011).

A AGP ¢ sintetizada pelo figado, granuldcitos e mondcitos. Apresenta diferentes
funcdes, como a inibi¢do da agregacdo plaquetdria, a proliferacdo de linfdcitos, redugdo da
resposta quimiotatica (CORREALE et al., 2008; ZIAKAS et al., 2011) e, principalmente, a
inibi¢do da ligagcdo de neutréfilos ao endotélio pelas selectinas. A AGP ainda possui papel na
inibi¢do da producdo das espécies reativas de oxigénio (EROs), como anion superéxido (O,*)
e peroxido de hidrogénio (H,0O,). Em contrapartida, exerce efeito modulador do processo
inflamatorio, pois promove a indugdo da liberacio de citocinas de mondcitos (IL-1, IL-6, IL-
12, TNF-a, IL-1Ra e receptor de TNF-a solivel) (KATORI et al., 2011; KOMORI et al.,
2012).

O F ¢ outra proteina inflamatéria de fase aguda, que contribui para a aterogénese
através de varios mecanismos, incluindo o aumento da formagfo de fibrina, a viscosidade

plasmadtica, a agregacdo plaquetdria e a proliferacio de CML, o que contribui para a
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desorganizacdo das CE, alterando assim a permeabilidade vascular (DAVALOS &
AKASSOGLOU, 2012; HOPPE et al., 2012).

Em suma, todos estes mediadores inflamatérios s@o liberados no espago intimal,
contribuindo para perpetuacdo e amplificacdo do processo de aterogé€nese, levando finalmente
a formacgdo da placa aterosclerdtica (ROSS, 1999).

Algumas citocinas com acao anti-inflamatdria podem interferir no desenvolvimento da
aterosclerose como, por exemplo, a interleucina 10 (IL-10) e o fator de transformacdo do
crescimento beta (TGF-B) (KLEEMANN; ZADELAAR & KOOISTRA, 2008). A IL-10 é
produzida por linfécitos T (CD4), macréfagos, células Natural killer (NK), células dendriticas
e células T reguladoras (TR). Esta citocina exerce importante agdo inibitéria sobre
macrdfagos e linfocitos T, interferindo na sintese de algumas citocinas pré-inflamatorias
como, IL-1, IL-6 e IFN-y, TNF-a, além de suprimir a expressao de moléculas de adesdo e co-
estimulacdo. Além disso, inibe a apoptose e a geracdo de EROs, sendo uma das mais
importantes citocinas inibidoras da ativagdo da resposta imune na aterosclerose (BINDER et
al., 2002).

A reducdo do volume da placa € influenciada pelos niveis de IL-10, a qual inibe a
produgdo de citocinas pré-inflamatdrias, via fator de transcri¢do nuclear kappa B (NF-xB). A
IL-10 também inibe a apoptose de macrdfagos, a expressdo do fator tecidual, o fibrinogénio e
a proliferacio de CML, mecanismos esses, diretamente relacionados com a progressido da
aterosclerose (NG; BURRIS & NAGARAIJAN, 2011).

O TGF-B € uma citocina pluripotente, produzida por uma variedade de células, tais
como TR, macréfagos, células dendriticas, plaquetas, CE ¢ CML. E reconhecida como uma
citocina protetora na aterosclerose por promover a estabilizacdo da placa aterosclerdtica, por
suas propriedades anti-inflamatérias e pro-fibréticas (LEBASTCHI et al., 2011). Foi
demonstrado que o tratamento subcutaneo com 200 pg/kg de TGF-f em ratos reduziu
significativa a expressdo dos niveis de IFN-y e promoveu um aumento dos niveis de IL-10,
reduzindo em torno de 31% nas lesdes aterosclerdticas adrticas de ratos (UCHIYAMA et al.,
2012). Na aterosclerose, a sintese de TGF-f estd diminuida, possivelmente por acdo da
oxLDL. Apresenta capacidade de diminuir a expressdo de macréfagos e linfdcitos T (LIN et
al., 2010), moléculas de adesdo e pode inibir a adesdo de mondcitos a parede dos vasos
(NAKHJAVANI et al., 2009).

Em modelos animais, o aumento destas citocinas protetoras ou a reducdo do estimulo

pré-inflamatério por meio do uso de anticorpos especificos tém resultado na redugdo da
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aterosclerose ou, pelo menos, na mudanga da morfologia de placas de ateroma (UCHIYAMA

etal., 2012).

1.2. Aterosclerose e coagulacao

A ruptura da placa de ateroma resulta na exposicdo do fator tecidual subendotelial e
coldgeno. Assim, a cascata de coagulacdo ¢é ativada, culminando com a produgdo de trombina
e na formacdo do codgulo (ABBATE et al., 2012). O coldgeno, ao ser exposto, provoca a
ativacdo e o acimulo de plaquetas. Simultaneamente, o fator tissular inicia o processo de
geracdo de trombina que converte o F em fibrina e ativa as plaquetas (KUMAR; KAR &
FAY, 2011).

O mecanismo de coagulacdo ocorre em tré€s fases: inicio da coagulagdo (fator tissular
encontra-se exposto), propagacdo da coagulacdo (producdo de trombina) e finalizacdo da
resposta pré-coagulante (ocorre na superficie plaquetdria, resultando na produgdo de altas

quantidades de trombina e de fibrina) (MANN et al., 2009), conforme figura 2.
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Figura 2 — Mecanismo de coagulaciao
Adaptado de Kumar; Kar & Fay (2011)
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A eficiéncia da hemostasia depende do equilibrio dos mecanismos pré-coagulantes e
das reagdes de fibrindlise. O processo fibrinolitico tem como objetivo remover o coagulo
depois da cicatrizagdo da lesdo vascular e também os codgulos intravasculares, que sio
potenciais causadores de trombose (HEISSIG et al.,, 2012). Ao mesmo tempo em que 0
coagulo de fibrina é formado, o sistema fibrinolitico é ativado para rompé-lo por meio da
plasmina, que converte a fibrina em produtos soliveis de degradacdo, como o D-dimero
(ABBATE et al., 2012).

O D-dimero ¢ utilizado como marcador de hipercoagulabilidade oferecendo indicacio
prognéstica para diversas condi¢des clinicas além da trombose venosa (KESIEME et al.,
2011), como coagulacdo intravascular disseminada, doenga cardiovascular, doencas
infecciosas e cancer (ADAM et al., 2009; CHAROENSRI & PORNRATANARANGSI,
2011, CHOPRA et al., 2012).

O D-dimero € o menor destes produtos, sendo formado pela acdo sequencial de trés
enzimas: trombina, fator XIIla e plasmina. A trombina cliva o fibrinogénio, produzindo
mondmeros de fibrina que polimerizam e servem como um modelo para a formagdo de fator
XIlla e plasmina (DELLUC et al., 2011). O fator XIlIla catalisa a formagdo de ligacdes
covalentes entre os dominios D na fibrina polimerizada. A plasmina degrada o reticulo de
fibrina e libera produtos da degradacdo da fibrina, expondo o D-dimero (KESIEME et al.,
2011; ABBATE et al.,2012), de acordo com a figura 3.

Elevados niveis de D-dimero sdo encontrados em pacientes com trombose venosa
profunda e tromboembolismo pulmonar e, atualmente, a avaliagdo de seus niveis vem sendo
utilizada para a exclusio diagndstica em pacientes com suspeita destas patologias devido ao
seu alto valor preditivo negativo (ADAM et al., 2009). Também ¢ utilizado como marcador de
hipercoagulabilidade em pacientes portadores de cancer pancreatico (DELLUC et al., 2011).
Niveis elevados de D-dimero também sao encontrados no soro de pacientes com hemorragia
intracerebral aguda (OGATA et al., 2011). Os niveis de D-dimero oferecem indicagio
prognostica para diversas condi¢gdes clinicas além da trombose venosa (KESIEME et al.,
2011), como coagulacdo intravascular disseminada, doenga cardiovascular, doencas
infecciosas e cincer (ADAM et al., 2009; CHAROENSRI & PORNRATANARANGSI, 2011
; CHOPRA et al., 2012).
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Figura 3 — Mecanismo de formacdo do D-dimero
Adaptado de Kesieme et al (2011)

Fatores como a hipercolesterolemia, oxLDL, citocinas inflamatérias tais como IL-1,
IL-6, TNF-a, IFN-y (KLEEMANN; ZADELAAR & KOOISTRA, 2008), proteinas de fase
aguda como PCR, AGP e F sdo fatores predisponentes a adesdo, ativacdo e agregacdo
plaquetdria, favorecendo a coagulacdo no processo de aterosclerose, bem como a indugéo de
mutagdes génicas em diversas enzimas antioxidantes (TOUSOULIS et al., 2003,

DEDOUSSIS et al., 2008; ANFOSSI et al., 2010; TOUSOULIS et al., 2011).
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1.3 Polimorfismo do gene da superéxido dismutase (MnSOD)

Na hipercolesterolemia, os macréfagos, os linfécitos e as CML liberam citocinas a
circulagdo sistémica, induzindo a ativacdo da cascata inflamatéria que promove dano
oxidativo intracelular e mutagdo génica, especialmente da enzima antioxidante superdxido
dismutase dependente de manganés (MnSOD) (MATTES, 2000; FORTUNATO e DI
TARANTO, 2007; DEDOUSSIS et al., 2008).

A MnSOD ¢ uma molécula homotetramétrica composta por tetrameros de
aproximadamente 23 quilodaltons (kDa) por subunidade considerada uma enzima
antioxidante da primeira linha de defesa, codificada por um gene nuclear e é encontrada na
sua forma ativa na matriz mitocondrial, dismutando o anion (O,") em perdxido de hidrogénio
(H,0,) (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; BRESCIANI et al., 2013).

O gene da MnSOD estd localizado no brago longo do cromossomo 6 na sub-regido
g25.3, possui 5 éxons e 4 introns (existe apenas uma céOpia deste gene) e a sua proteina é
sintetizada no citosol e modificada pds-transcripcionalmente dentro da mitocondria (WISPE
et al., 1989; SHIMODA-MATSUBAYASHI et al., 1996). Por ser produzida no citosol tal
enzima precisa ser carreada para o interior da mitocondria. Este processo é coordenado por
uma sequéncia peptidica sintetizada e presente no inicio da proteina MnSOD, ainda inativa,
conhecida como seqiiéncia mitocondrial alvo (Mitochondrial Target Sequence, MTS).
Quando a MnSOD entra na mitocdndria, a regido MTS € clivada por lisossomas tornando-se
ativa e funcional (ZELKO; MARIANI & FOLZ, 2002).

Um dos polimorfismos mais estudados do gene da MnSOD ocorre na sequéncia MTS.
Este é genericamente denominado Alal6Val, que se origina por uma mutagio estrutural no
gene. Na regido génica que codifica a sequéncia MTS, foi detectado um polimorfismo de
nucleotideo simples (SNP, single nucleotide polymorphism) localizado no éxon 2, nucleotideo
47, ocorre a substituicdo de uma timina (T) por uma citosina (C). A substitui¢do da T pela C
faz com que haja a inser¢do de um aminoécido alanina (A) (GCT) ao invés do aminoacido
valina (V) (GTT) na posi¢do 9 do cédon 16. Por este motivo, este polimorfismo € denominado

Alal6Val-SOD2. (WISPE et al., 1989; ZELKO et al., 2002) conforme figura 4.
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Figura 4 - Polimorfismo Alal6Val da MnSOD.
Adaptado de Rosenblum et al. (1996).

Trés gendtipos sdo descritos no polimorfismo da MnSOD: genétipo Alanina Alanina
(AA), gendtipo Alanina Valina (AV) e gendtipo Valina Valina (VV) (ROSENBLUM et al.,
1996). A substituicdo da Alanina por Valina (polimorfismo Alal6Val) mostra que o alelo Val
(V) afeta a conformacao da seqii€ncia da proteina imatura da MnSOD, a qual € sintetizada e
estd presente no citosol, dificultando o transporte e a entrada da mesma para o interior da
mitocOndria, onde a enzima serd cortada e se tornard ativa. Essas dificuldades fazem com que
individuos portadores do alelo Valina-Superéxido Dismutase 2 (V-SOD2) tenham uma menor
eficiéncia enzimdtica da MnSOD do que os que possuem o alelo Alanina-Superéxido
Dismutase 2 (A-SOD2) (SHIMODA-MATSUBAYASHI et al., 1996).

Fenotipicamente, a variante A-SOD?2 por apresentar uma estrutura o-hélice, tem grande
facilidade em entrar para o interior da mitocondria, possibilitando os portadores do gendtipo
AA possuirem uma maior eficiéncia enzimdtica. Como a variante V-SOD2 apresenta uma
estrutura B-lamina, fica reprimida no poro da membrana interna mitocondrial dificultando assim a
sua entrada, comprometendo a atividade desta enzima nos individuos portadores do genétipo

VV (SUTTON et al., 2005). Os individuos heterozigotos (AV) possuem uma efici€ncia
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intermedidria em relagdo aos gendtipos homozigéticos (SUTTON et al., 2003, BAG & BAG,
2008). Estudos conduzidos por Montiel e colaboradores (2013) in vitro estimaram que o alelo A-
SOD2 € capaz de gerar uma enzima 30-40% mais eficiente que o alelo V-SOD2 Esta grande
diferenca na eficiéncia enzimatica pode levar a riscos de disfun¢des e doengas associadas ao

estresse oxidativo (BRESCIANI et al., 2013).

1.3.1 Polimorfismo do gene da superéxido dismutase (MnSOD) e influéncia na saide humana

Virios estudos t€m demonstrado uma forte relacdo entre o gendtipo VV e o estresse
oxidativo, processo inflamatério e menor eficicia nos tratamentos de diversas patologias.
Estudos conduzidos por Gottlieb e colaboradores (2005) observaram que individuos com
DM2 apresentavam uma maior frequéncia do alelo V-SOD2 da MnSOD, bem como maiores
niveis de ox-LDL.

Dedoussis e colaboradores (2008) observaram niveis elevados de LDL-oxidado em
homens de meia idade e niveis mais baixos em mulheres idosas, ambos do genétipo VV,
quando comparados com os outros genodtipos (AA e AV). Também em 2008 Isbir e
colaboradores demonstraram que pacientes submetidos a cirurgia cardiaca com o gendtipo
VV apresentaram menores niveis pré e pds-operatérios da atividade da MnSOD e maior
liberag@o de citocinas pro-inflamatdrias como a IL-6.

Montano et al. (2009) encontraram uma maior frequéncia do gendtipo VV em
individuos obesos. De acordo com os dados estimados a razdo de chance (RC) é de 1.5 vezes
maior de individuos VV serem obesos do que individuos AA e AV. Sugerindo que um
aumento dos niveis do dnion O2e- poderia ser ocasionado pela baixa eficiéncia do gen6tipo V-
SOD2 e assim afetar as vias metabdlicas contribuindo para obesidade.

Duarte et al. (2010) sugere uma forte associagdo entre o gendtipo VV e aumento do
estresse oxidativo. Bica e colaboradores (2010) também encontraram em suas pesquisas uma
associacdo do genétipo VV com a hipercolesterolemia e cancer de mama com maior potencial
metastdtico.

O gendtipo VV por apresentar uma enzima menos eficiente, também esta fortemente
associado as complicagdes cardiacas e microvasculares como no diabetes e indicadores
bioquimicos associados ao risco cardiometabdlico (JONES et al., 2010; TIAN et al., 2011).

Montagner e colaboradores (2010) investigaram a resposta in vitro de uma cultura de
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linfécitos provenientes de individuos saudaveis com os diferentes gendtipos do polimorfismo
Alal6Val-SOD2, expostas a radiacdo ultravioleta (UV). Os resultados apresentaram aumento
da viabilidade celular e indice mitético dos linfécitos portadores do genétipo AA, bem como,
maior indice de danos no 4dcido desoxirribonucleico (DNA) quando expostos a radiacao UV.

Montano e colegas (2012) observaram a ocorréncia de niveis elevados na produgio de
citocinas inflamatérias (IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-y) em linfécitos portadores do gendtipo VV,
quando comparados com os linfécitos dos demais gendtipos (AA e AV). Costa e
colaboradores (2012) observaram que o efeito in vitro antioxidante do citrato de clomifeno,
um farmaco utilizado para a induc¢do da ovulagdo, era influenciado pelo polimorfismo
Alal6Val-SOD2. No mesmo ano, foi realizado um estudo por Algarve e colaboradores
(2012), para avaliar a influéncia do Alal6Val-SOD2 sobre os efeitos citotdxicos relacionados
a exposi¢do ex vivo ao metimercuirio (MeHg) em leucdcitos, sugerindo efeito toxicogenético
na resposta das células expostas ao MeHg.

Barbisan e colaboradores (2014) também observaram em um estudo in vitro que o
polimorfismo Alal6Val-SOD2 é capaz de modular a resposta citotoxica de linfdcitos ao
farmaco metotrexato (MTX). Este farmaco, um antimetabdlito anidlogo do acido félico, é
utilizado em doses elevadas no tratamento de neoplasias como a leucemia linfocitica e em
baixas doses para o tratamento de doencas autoimunes, como a psoriase € a artrite
reumatoide.

Estudos conduzidos por Bairova et. al (2014) relataram que fatores de risco
relacionados a hipertensdo essencial variam de acordo com as diferencas étnicas entre
caucasianos e mongodis. Os adolescentes caucasianos apresentavam elevados niveis de
malondialdeido (MDA) para A-SOD2, enquanto adolescentes mongodis apresentavam niveis

reduzidos de antioxidantes totais para V-SOD?2.

1.3.2 Farmacogenética, estatinas e polimorfismo do gene da superéxido dismutase

(MnSOD).

As variacOes na resposta ao tratamento de patologias podem ser decorrentes de varios
fatores como o tipo de doenca, diferengas na farmacocinética e farmacodinamica dos
medicamentos, fatores ambientais e fatores genéticos (SHASTRY, 2006). Considerando que

os fatores genéticos podem contribuir para a seguranca e eficicia de um medicamento,
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estudos em relag@o a farmacogenética tém sido estimulados recentemente. A farmacogenética
estuda influéncias genéticas sobre respostas medicamentosas, estando focada nos efeitos
causados isoladamente pelos genes (CHOWBAY; ZHOU & LEE, 2005).

As diferengas nas respostas terap€uticas entre os individuos estdo associadas
geralmente com polimorfismos genéticos presentes em genes que afetam a farmacocinética
ou farmacodindmica (CHOWBAY; ZHOU & LEE, 2005). Estes polimorfismos podem alterar
a expressdo ou a atividade de sitios de ligagdo de medicamentos, afetando a estabilidade do
RNA mensageiro correspondente ou modificando a estrutura conformacional de proteinas
(WEINSHILBOUM, 2003). Essas alteracdes levam a reducdo ou aumento da atividade de
proteinas codificadas (THORISSON & STEIN, 2003). Evidéncias sugerem que SNPs em
genes que codificam transportadores e enzimas metabolizadoras de medicamentos ou
envolvidas na biossintese e no reparo do DNA, poderiam determinar a eficicia dos
medicamentos e sua toxicidade INGELMAN-SUNDBERG, 2001).

A farmacogenética investiga polimorfismos genéticos hereditarios que podem efetuar
em respostas a terapia medicamentosa. Tais polimorfismos genéticos podem realizar
diferentes fungdes como alteragdo de resposta ao tratamento com inibidores da bomba de
prétons e influéncia em receptores farmacoldgicos e no transporte de medicamentos, bem
como no seu metabolismo (METZGER; SOUZA-COSTA & TANUS-SANTOS, 2006). A
principal aplicagcdo da farmacogenética consiste na dosagem personalizada dos medicamentos
de acordo com a variabilidade dos gendtipos e a selecdo de tratamento com maior eficicia e
menor risco de efeitos adversos para cada um deles (BOUSOLA et al., 2015). Vérios estudos
tem avaliado o efeito farmacogenético na eficdcia clinica e nos efeitos adversos causados
pelas estatinas. Os diversos genes podem estar ligados a farmacocinética ou farmacodinamica
das estatinas e ambos s@o considerados potencialmente importantes, embora hajam resultados
discrepantes encontrados nestes estudos (GRYN & HEGELE, 2014).

Niao existem estudos relacionando a atividade de farmacos hipolipemiantes como a
rosuvastatina com o polimorfismo Alal6Val-SOD2. Os estudos atuais estdo relacionados
com os genotipos homozigdticos (AA e VV), diretamente relacionados a um estado de
desequilibrio entre metabolismo oxidativo e a atividade antioxidante, que pode induzir a
manifestacdo de diversas patologias a nivel basal que podem aumentar o risco de doengas.
Deste modo, justifica-se este estudo para entender como tais gendtipos se comportam frente a
administracio de um farmaco hipolipemiante em individuos hipercolesterolémicos.

As estatinas s@o farmacos reconhecidos como agentes hipolipemiantes podendo ser

divididos em duas subclasses de acordo com a sua natureza quimica: estatinas hidrofilicas e
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estatinas hidrofébicas (HATZITOLIOS et al., 2009). A sinvastatina € classificada como uma
estatina hidrofébica e assim como as outras de sua classe, tem sua entrada em nosso sistema
hepdtico pela veia porta do figado, diferentemente das estatinas hidrofilicas como a
rosuvastatina que requerem transporte ativo no interior da célula. Estas classes de estatinas
sdo utilizadas na prevencdo de doengas cardiovasculares, beneficiando também o sistema
nervoso e muscular. Podem também impedir o crescimento tumoral (KATZUNG, 2010).

A rosuvastatina é um farmaco hipolipemiante de cardter hidrofilico e sua
administracio é dependente de transporte ativo intracelular. Foi testada em ensaios clinicos e
utilizada na pratica clinica brasileira desde maio de 2004, data de registro na Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria. (ELLSWORTH et al., 2007).

A biodisponibilidade oral de rosuvastatina é de 20%, compardvel a da atorvastatina,
pravastatina, fluvastatina e qualitativamente superior a sinvastatina e a lovastatina. A
concentragdo plasmatica maxima é alcangada depois de 5 horas, apés uma dose oral, sendo
considerada a mais longa entre os inibidores da enzima hidréxi-metil-glutaril CoA redutase
(HMG-CoA redutase), que atingem concentracdes plasmaticas maximas em menos de 3
horas. O pico de concentracdo no plasma mostra uma grande relacdo linear com o aumento da
dose da rosuvastatina de 5 a 80 mg (MARTIN et al., 2003).

A administracdo de rosuvastatina pode ser realizada tanto em jejum ou no estado
alimentado, podendo ser tomada pela manha ou pela noite. A ingestdo de alimentos diminui a
taxa de absor¢c@o para 20%, mas ndo prejudica e nem prolonga o processo de redugdo do
colesterol. Aproximadamente 90% da rosuvastatina € ligada a proteinas, principalmente a
albumina. Seu volume médio de distribui¢do é de 134 litros em estado estaciondrio.
(CRESTOR, 2013).

Estudos de hepatdcitos humanos indicam que a rosuvastatina é um substrato pobre
para o metabolismo pelo citocromo P450 e, portanto, 90% do farmaco ¢é excretado inalterado.
A CYP2C9 ¢ a principal isoenzima envolvida no metabolismo com um efeito minimo pelo
CYP2C19. A rosuvastatina é a droga com a menor probabilidade de causar interagdes devido
ao seu metabolismo limitado pela a¢do de isoenzimas do Citocromo P. (MARTIN et al., 2003;
KATZUNG, 2010). A meia vida plasmaitica da rosuvastatina é de dezenove horas. E
eliminada em torno de 90% pelas fezes e 10% pelos rins (MARTIN et al., 2003).

Os inibidores da HMG CoA redutase tém demonstrado beneficios na prevencdo de
eventos cardiovasculares priméarios e secundarios independentemente do nivel de colesterol

(KOREN & HUNNINGHAKE, 2004).
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O mecanismo de acdo da rosuvastatina consiste na inibicdo competitiva da enzima
HMG-CoA redutase de forma seletiva e reversivel. Esta enzima converte a HMG-CoA em
dcido meval6nico na via biossintética do colesterol que é a etapa limitante na sintese do
colesterol (BUCKETT et al., 2000; ISTVAN & DEISENHOFER, 2001). Por conseguinte, a
rosuvastatina diminui a sintese hepatica de esterol, reduzindo a concentracio de colesterol nos
hepatdcitos. Os hepatdcitos respondem a esta diminui¢do intracelular de colesterol
aumentando o nimero de receptores de LDL na superficie celular para elevar a captacdo de
LDL hepético da circulag@o. O resultado deste processo ¢ um aumento do catabolismo da
LDL que reduz as concentragdes séricas de LDL e do colesterol total (DURRINGTON, 2007).

A rosuvastatina € relativamente hidrofilica e é altamente seletiva para as células
hepdticas. O transporte da rosuvastatina para dentro o figado é mediada por anion orgéinico
transportador de polipeptidio (OATP)-1B1 (ISTVAN & DEISENHOFER, 2001).

A rosuvastatina tem demonstrado redugdes de triglicerideos (TG) comparaveis a de
outras estatinas, porém € mais eficiente que as demais estatinas em pacientes com niveis
basais de TG muito elevados. Estudos mostraram também um aumento de 8% a 12% de HDL
(DAVIDSON et al., 2001; STEIN et al., 2003). Esta estatina apresenta efeitos pleiotropicos
independentes da inibicdo da HMG-CoA redutase, os quais beneficiam fungdes
antitromboticas, anti-inflamatérias e antioxidantes (GROSSER et al., 2004). Além disso, este
farmaco garante melhorias na funcdo endotelial por promover o aumento da producdo de
oxido nitrico (ON) e a reducdo da formacdo de EROs, sendo também responsdvel pela
reducdo de PCR, um importante marcador inflamatério e preditor de riscos cardiovasculares
(MAYER et al.,, 2007). Outra importancia da rosuvastatina € a inibicdo da agregacdo
plaquetdria impedindo a formacdo de codgulos em endotélio danificado (LAUMEN et al,
2008).

Estudos atuais conduzidos por Siddiqui et al. (2014) demonstraram que houve
modulagdo nas metaloproteinases, no fator de crescimento endotelial e no receptor de
estrogénio o em ratos apolipoprotéina E (Apo-E) knockout submetidos a dieta
hipercolesterolémica, favorecendo a reconstrug@o arteriolar. Moon et al. (2014), observou
uma reducdo nos niveis de MDA e oxLDL em pacientes que sofreram acidente vascular
cerebral (AVC) apds administragdo de dose didria de 20mg de rosuvastatina apds um més de
tratamento.

Kostapanos e colaboradores (2014) sugerem que os riscos associados ao uso cronico

de rosuvastatina que acarretam efeitos adversos musculares, hepdticos e renais sdo menores

do que os beneficios vasculares em individuos com doengas cardiovasculares.



31

Tem sido descrito que a associacdo de rosuvastatina com bexaroteno, medicamento
antiangiogénico, reduziu a formacdo de aneurismas devido a reducdo de inflamacgdo e
neovasculariza¢io, quando comparado com o tratamento individual, servindo assim como um
tratamento mais seguro para evitar o aneurisma adrtico abdominal (ESCUDEIRO et al.,
2015).

Apesar do acimulo de evidéncias epidemioldgicas que sugerem a associagdo entre a
hipercolesterolemia, marcadores bioquimicos, inflamatérios e fibrinoliticos, a influéncia de
fatores genéticos envolvendo as doengas cardiovasculares ainda nio estd completamente
elucidada. Considerando que a Rosuvastatina ¢ um farmaco utilizado como tratamento de
primeira escolha na hipercolesterolemia, avaliar a possivel interacdo farmacogenética do
mesmo com o polimorfismo da MnSOD e com os marcadores inflamatdrios e fibrinoliticos,

torna-se relevante.

1.4 Hipotese do estudo

A hipétese deste estudo € que a rosuvastatina, um fdrmaco hipolipemiante usado na
prética clinica de rotina, detentor de efeitos pleiotropicos antioxidantes, anti-inflamatétios e
antitromboticos, independentes de seu mecanismo de acdo exerca um efeito farmacogenético

dependente do polimorfismo Alal6Val-SOD2.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Investigar a interacdo farmacogenética da Rosuvastatina e polimorfismo MnSOD na

modulagdo de marcadores inflamatdrios e fibrinoliticos em pacientes hipercolesterolémicos.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar os niveis séricos de CT, HDL, LDL, TG e da glicose nos individuos
envolvidos no estudo antes e apds administracdo de Rosuvastatina;

¢ Investigar os niveis das citocinas pré-inflamatérias como a IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y e
da citocina anti-inflamatoria, IL-10, nos individuos envolvidos no estudo antes e apds
administracio de Rosuvastatina;

e Determinar os niveis das proteinas de fase aguda PCR, AGP e F nos individuos
envolvidos no estudo antes e apds o uso de Rosuvastatina;

e Avaliar a ativag@o da fibrindlise através da mensuragcdo dos niveis de D-Dimero nos
individuos envolvidos no estudo antes e apds o uso de Rosuvastatina;

e Analisar os diferentes gendtipos da MnSOD na modulacdo de marcadores

inflamatorios e fibrinoliticos
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3 RESULTADOS

Os resultados, assim como a metodologia utilizada neste estudo, estdo organizados sob
forma de um manuscrito cientifico submetido para publicagio na revista The

Pharmacogenomics Journal (fator de impacto 5.513).

Titulo: Rosuvastatin effects on lipid-lowering, inflammatory, antioxidant and
fibrinolitics blood biomarkers are influenced by Alal6Val superoxide dismutase manganese

dependent gene polymorphism

Autores: Thiago Duarte, Ivana Beatrice Manica da Cruz, Fernanda Barbisan, Dianni

Capelleto, Rafael Noal Moresco, Marta Maria Medeiros Frescura Duarte
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Abstract

Rosuvastatin, a cholesterol lowering drug that also attenuates inflammatory process
and oxidative stress mainly by reduction of superoxide anion production. Superoxide
anion is metabolized by manganese-dependent superoxide dismutase (MnSOD or
SOD2) that act into mitochondria. In humans, there is a gene polymorphism where a
change of valine (Val) to alanine (Ala) occurs at the 16th amino acid (Alai6Val-
SOD2). The VV genotype has been associated with the risk of developing several
metabolic diseases, such as hypercholesterolemia. Thus, in order to explore this
phenomenon further, this study investigated the influence of Ala16Val-SOD2
polymorphism on the lipid profile, inflammatory and fibrinolytic biomarkers of 122
hypercholesterolemic patients undergoing the first pharmacological cholesterol-
lowering therapy that were treated with 20 mg rosuvastatin for 120 days.The findings
indicate that the VV patients that present a low-efficient SOD2 enzyme exhibit
attenuated response to rosuvastatin compared to the Aallele patients. The
rosuvastatin effect on inflammatory and fibrinolytic biomarkers was also less intense
in the VV patients. These results suggest some pharmacogenetic effects of Alai6Val-
SOD2 in hypercholesteromia treatment using rosuvastatin.

Introduction

Statins were originally developed for their LDL cholesterol-lowering effects, but
are now thought to improve cardiovascular morbidity and mortality through pleiotropic
effects, antioxidant, anti-inflammatory and antiplatelet proprieties.” Among these is
rosuvastatin, a synthetic hydrophilic statin, which is the most potent inhibitor of 3-
hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase enzyme. This statin undergoes
relatively little metabolism by the hepatic CYP system; it has a moderate degree of
systemic bioavailability and a relatively long elimination half-life.? Rosuvastatin has
been studied in clinical trials involving 46,000 patients and the results obtained have
shown its efficacy and safety in patients with a broad range of demographic and
clinical characteristics, including younger and elderly patients, men and women, and
accompanied those exposed to other risk factors or suffering from concomitant
diseases.’

Prior investigations have shown that reactive oxygen species (ROS) that

generate oxidative stress and inflammation processes are potent target sites for
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rosuvastatin. This drug attenuates oxidative stress, mediating several antioxidant
effects by reduction of NADPH oxidase levels, decreasing superoxide anion
production.* Rosuvastatin also up-regulates antioxidant enzymes, decreasing
genotoxic effects caused by high hydrogen peroxide (Hz0:) levels.>® Therefore,
rosuvastatin effects are considered very important to the maintenance of the redox-
state of the cells of the vascular wall, and thus helps in decreasing the atherogenesis
process.

However, the potential pharmacogenetic effect of rosuvastatin with respect to
its ability to alter the basal oxidative metabolism of the individuals remains to be
explored. Presently it is believed to be due to the presence of functional genetic
polymorphism in molecules participating in the enzymatic antioxidant system. Human
beings present a polymorphism in the manganese-dependent superoxide dismutase
(MnSOD or SOD2) gene located in nuclear DNA.

SOD2 enzyme is considered a vital enzyme since it dismutates superoxide
anion production hydrogen peroxide (H202) mitochondria. Further, its intermediary
molecule is catalyzed in H,O, and O, by the glutathione peroxidase (GPX) enzyme.
The relevance of SOD2 enzyme primarily pertains to the control of superoxide anion
levels in mitochondria. Extant evidence indicates that increased superoxide anion
production is a feature of vascular disease states, including atherosclerosis,
hypertension and diabetes.” In addition, nitric oxide scavenging by superoxide
reduces the bioactivity of nitric oxide and produces peroxynitrite, a strong oxidant
molecule that nitrosylates cellular proteins and lipids.®

The functional single nucleotide polymorphism (SNP) occurs via change of
alanine (Ala) to valine (Val) at the 16th amino acid (the 16th amino acid from the
beginning of the signal sequence, or the 9th amino acid from the first amino acid of
the mature protein) of the SOD2 (Ala16Val-SNP) signal sequence. This is believed to
change the secondary structure of the premature protein and therefore the
mitochondrial targeting of the enzyme.® In vitro investigations performed using the
import of chimeric proteins in mice showed that, compared to the Val-SOD2
precursor, the Ala-SOD2 precursor generated 30-40% more of the active processed
matrical SOD2 homotetramer. In this case, Ala-SOD2/MTS allows efficient SOD2
import into the mitochondrial matrix, while the Val-variant causes partial arrest of the
precursor within the inner membrane and decreased formation of the active SOD2

homotetramer in the mitochondrial matrix.'°
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Previous investigations have associated V allele and/or VV genotype with
several metabolic  chronic  dysfunctions and  diseases'’, including
hypercholesterolemia'?, obesity'®, and elevated dlevels of oxidized LDL''
inflammatory cytokines, such as interleukin 1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6),
tumor necrosis factor alpha (TNFa) and interferon gamma (IFNy), as well as to the
reduction in the anti-inflammatory Interleukin 10 (IL-10) levels."® An association
between the V allele and presence of carotid atherosclerosis'’, as well as with type 2

19.20.21,22.23, \vas also described.

diabetes development'® and diabetes complications.
In addition, an in vitro study also yielded findings suggesting that VV genotypes
present an impaired anti-inflammatory response to methotrexate (MTX), a drug used
in the treatment of autoimmune diseases, such as psoriasis and rheumatoid
arthritis.*

In order to gain a better understanding of these relationships, the present
study aimed to investigate whether Ala16Val-SNP was associated with response to
rosuvastatin therapy. This was achieved by evaluating the effect on lipid profile,
inflammatory and fibrinolytic biomarkers in diagnosed hypercholesterolemic subjects
undergoing the first pharmacological cholesterol-lowering therapy. Using multivariate
analysis, we also sought to establish if these results are influenced by sex, age and
body mass index (BMI= Kg/m?) of patients.

Material & Methods

Setting and study sample

This study is a part of a broader research project in which gene environmental
interaction associated with aging processes and chronic diseases (Genesis project)
was analyzed. The research was developed in a free-living populations from
Southern Brazilian Region®, and included an investigation conducted by Duarte et
al.”®,  which described the association between Alai6Val-SNP  and
hypercholesterolemia. All study participants provided their written informed consent
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and this protocol was approved by the Human Ethics Committee of the
FederalUniversity of Santa Maria (number 23081.009087/2008).

Figure 1 presents the general experimental design of the study discussed in
this work. The sample consisted of 122 hypercholesterolemic individuals (41 AA, 41
VV and 40 AV genotypes) that have not previous undergone pharmacological
cholesterol lowering therapy. All patients were diagnosed in the period between 1
January 2013 and December 2014 and were prospectively enrolled at LABIMED,
located in Santa Maria-RS, Brazil. All study participants had high cholesterol levels,
ranging from >240 to 529 mg/dL (6.47-13.70mmol/L) and LDL cholesterol 2160
mg/dL (4.15mmol/L). We used a maximum value of 529 mg/dL to decrease the
possibility of including individuals with familial hypercholesterolemia, who typically
present with very high levels of total cholesterol.?® The exclusion criteria were
previous coronary disease, stroke, neoplasias, morbidobesity (>35 kg/m?), type 2
diabetes, and metabolic syndrome. Individuals undergoing hypolipemic treatment or
taking anti-inflammatoryor other medications that could alter cholesterol levels were
also excluded, as were smokers and carriers of other diseases or dysfunctions that
could influence thedata obtained. Patients’ weight (in kilograms) and height (in
meters) was obtained using a mechanical scale with a tape measure. This allowed
their BMI to be calculated by dividing the weight in kilogramsby the square of the
height in meters (kg/m?). The systolic and diastolic blood pressure (SBP and DBP,
respectively) were measured using a mercury sphygmomanometer with an adequate
cuff for the right arm circumference. Each participant remained at rest (sitting) for at

least 5 minutes prior to the measurements.?* Figure 1 here

Outcome

In this study, the outcome of interest was the effect of a 120 day therapy
consisting of daily 20 mg dose of rosuvastatin on patients’ lipid profile (mainly total
and LDL cholesterol) response, as well as on the modulation of other lipid molecules
(HDL cholesterol and triglycerides), glucose and several inflammatory and fibrinolytic
biomarkers, influenced by Ala16Val-SOD2 SNP. To analyze the farmacogenetic
influence, the reductions in these biochemical variables among subjects grouped by

genotypes were determined. These were calculated as the difference between the
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last measurement before starting the statin therapy and the first measurement after
its completion. The differences between these two values were presented as a

percentage of the basal values of each variable.

Covariables

Age, sex and BMI were considered as potential confounders or effect
modifiers in the association between the Ala16Val-SOD2 polymorphism and the
change in lipid and other biochemical biomarkers investigated here.

Ala16Val-SOD2 genotyping

At baseline examination of the volunteers, the Ala16Val-SOD2 genotyping was
determined by polymerase chain reaction using a direct total blood cell sample and

Tetra-Primer ARMS-PCR assay, as described by Ruiz-Sanz et al.?’

with slight
modifications. Briefly, two primer pairs were used to amplify and determine the
genotype of a DNA fragment containing the Alai6Val polymorphism in the human
SOD2 sequence. The 3'-end of the allele-specific primers was underlined (lowercase
bases indicate the introduced mismatches). The PCR reaction was carried out in a
total volume of 40 pL containing 20—40 ng of genomic DNA as the template, 0.5 pM
of each primer, 100 uM of each dNTP, 1.25 mM of MgCI2, PCR buffer (20 mM Tris-
HCI (pH 8.4), 50 mM KCI), 5% dimethyl sulfoxide (DMSO), and 1.25 units of DNA
polymerase. The PCR amplification was carried out with an initial denaturation at
94°C for 7 minutes, followed by 35 cycles of 60 seconds of denaturation at 94°C, 20
seconds of annealing at 60°C, and 30 seconds of extension at 72°C, which were
followed by additional 7 minutes of extension at 72°C at the end of the final cycle. A
20-pL aliquot of the PCR products was mixed with 6 uL of loading buffer and
resolved by electrophoresis in a 1.5% agarose gel. This procedure resulted in three
bands in heterozygotes (514, 366, and 189 bp) and two bands in homozygotes
(Val/Val resulting in bands of 514 and 189 bp, and Ala/Ala resulting in bands of 514

and 366 bp).
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Laboratory analyses

Blood samples from volunteers obtained before and after rosuvastatin
treatment were collected by venous puncture into gray and red top Vacutainers® (BD
Diagnostics, Plymouth, UK) tubes, after 12 h overnight fasting. Plasma was used to
measure the levels of fasting glucose and serum total cholesterol, and triglyceride
concentrations were measured by applying standard enzymatic methods by use of
Ortho-Clinical Diagnostics® reagents on the fully automated analyzer (Vitros950®dry
chemistry system; Johnson & Johnson, Rochester, NY, USA). High-density
lipoprotein cholesterol was measured in the supernatant plasma after the
precipitation of apolipoprotein-B containing lipoproteins with dextran sulfate and
magnesium chloride, as previously described.?® Low-density lipoprotein cholesterol
was estimated using the Friedewald equation.?® Plasma-citrate was collected for the
subsequent analysis of coagulation parameters. The D-dimer and fibrinogen levels
were measured by immunoturbidimetric method on Cobas INTEGRA 400® (Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland).

The following inflammatory metabolism biomarkers were measured: high-
sensitivity Creactive protein (hs-CRP) determined by nephelometry (DadeBehring,
Newark, DE, EUA); Inflammatory cytokines interleukin 1 (IL-10, interleukin 6 (IL-6),
tumor necrosis factor alpha (TNFa), interferon gama (IFNy) and anti-inflammatory
cytokine interleukin 10 (IL-10) quantified using the Quantikine Human, according to
the manufacturer’s instructions. Briefly, all reagents and working standards were
prepared and the excess microplate strips were removed. The assay diluent RD1W
was added (50 uL) to each well. Further, 100 pL of standard control for our sample
was added per well, after which the well was covered with the adhesive strip and
incubated for 1.5 hours at room temperature. Each well was aspirated and washed
twice for a total of three washes. The antiserum of each molecule analyzed here was
added to each well and covered with a new adhesive strip before being incubated for
30 min at room temperature. The aspiration/wash step was repeated, after which the
caspase-1 conjugate (100 pyL) was added to each well and incubated for 30 min at
room temperature. The aspiration/wash step was repeated before adding 200 pL of
substrate solution to each well and incubating for 20 min at room temperature.
Finally, 50 pyL of stop solution was added to each well and the optical density was

determined within 30 min using a microplate reader set to 450 nm.
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Statistical analysis

The statistical analysis was performed using SPSS software program (Version
19.0). Initially, the lipid, inflammatory and fibrinolytic variables were compared among
hypercholesterolemic carriers of different Ala16Val-SOD2 genotypes (AA, VV and
AV) using analysis of variance, followed by Bonferroni post hoc test. A second
analysis was performed to evaluate whether rosuvastatin response was influenced by
the polymorphism investigated here using analysis of variance two-one, followed by
Bonferroni post hoc test or paired Student’s t-test. A multivariate analysis using
logistic regression (Backward Wald Model) was also performed to observe the
potential influence of sex, age and BMI, as the intervenient variables. The p< 0.05

values were considered significant.

Results

The mean age of the study sample was 45.7 + 11.2 years old (minimum = 23;
maximum = 70). Moreover, 50.8% (n=62) of the patients were male and 49.2%
(n=60) were female. The sex and age were similar among patients with different
Ala16Val-SOD2 genotypes. Comparisons of biochemical variables among
hypercholestelomic subjects were firstly performed and the results are presented in
Table 1. Hypercholesterolemic carriers of VV genotype presented higher levels of
SBP, total cholesterol, LDL cholesterol, IL-1, IL-6, TNFa, a-acid glycoprotein and d-
dimer compared to the A allele (AA and AV) carriers. On the other hand, VV patients
also presented lower HDL cholesterol and IL-10 levels compared to the AA and AV
carriers.

Table 1 here

As expected, rosuvastatin lowered the lipid levels after 120 days of treatment.
However, the intensity of response was significantly influenced by Ala16Val-SOD2
polymorphism (Table 2). More specifically, in AA carriers, a high response to
rosuvastatin on total cholesterol, as well as HDL and LDL cholesterol, was noted. On

the other hand, the VV group showed a less pronounced response to statin
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treatment, whereas heterozygous subjects presented an intermediary response when
compared to the homozygous individuals. Glucose levels did not change in all
participants, independent of the Ala16Val-SOD2 genotype.

Rosuvastatin exhibited a lowering effect on the inflammatory biomarkers
analyzed here. However, the intensity of its effect was influenced by the Alai6Val-
SOD2 polymorphism. Hs-PCU levels decreased by approx.30-40% when compared
to the basal levels in all patientstreated with rosuvastatin during the first 90 days
(p=0.001). The lowering effect on the IL-1 cytokine was more intense in the AA- than
V-allele group (p=0.001). On the other hand, lower IL-6 cytokine, TNFa and
Interferon y concentrations were observed in VV relative to the A-allele
group(p=0.001). All patients presented an increase in the IL-10 levels after
completing the rosuvastatin treatment. However, this effect was more pronounced in
the AA than in the V-allele group (p=0.001). The concentration of fibrinolytic
biomarkers did not change in the VV individuals treated with rosuvastatin, where as,
in the A-allele group, in the concentration of a-acid glycoprotein, d-dimer and
fibrinogen decreased relative to the basal levels (p=0.001).

Table 2 here

A multivariate analysis was performed to establish if the low responsiveness to
rosuvastatin associated with the VV genotype was independent of gender, age and
BMI. As can be seen in Table 3, the association between the VV group’s low
response to rosuvastatin in terms of the total cholesterol, HDL cholesterol and
triglyceride levels was maintained independent of these variables. On the other hand,
the lowering effect of rosuvastatin on the LDL cholesterol level was effective and
exhibited similar intensity among subjects with different Ala16Val-SOD2 genotypes.

Table 3 here

Discussion

Rosuvastatin is a drug considered to provide potential benefits in reducing the
risk factors for many diseases by its potent lowering effect, mainly on LDLcholesterol

and triglyceride levels. lts effects involve maintenance of the balance between



43

oxidant production and oxidant scavenging molecules.! For this reason, this study
aimed to ascertain whether a basal oxidative imbalance related to a human SNP
mutation in the MTS target sequence of the SOD2 gene could affect the rosuvastatin
response. To test this hypothesis, we selected hypercholesterolemic patients that
were carriers of different Ala16Val-SOD2 genotypes as study participants. These
individuals were treated with rosuvastatin for 120 days. Our results showed that,
despite the general lowering effect of rosuvastatin observed in the patients, the
intensity of this effect was directly influenced by Ala16Val-SOD2. More specifically,
VV genotype carriers presented a less effective response in lipid levels when
compared to the A-allele carriers (AA and AV groups). These results are mostly in
agreement with those obtained in previous investigations that described the
association between the VV genotype and high levels of lipid and oxidant biomarkers
in hypercholesterolemic'? and obese individuals.®

In contrast, AA patients’ lipid profile presented an intense response to
rosuvastatin, which was in line with the levels reported in previous investigations.
Authors of several extant studies have estimated that statins could decrease the
LDLcholesterol level by 37-57% in patients with primary
hypercholesterolemia®®°*"#_|n the present case, when AA patients were treated
with 20 mg rosuvastatin, this lowered their LDL cholesterol levels by 52% in
comparison with the basal level observed on day zero. The differential response to
rosuvastatin treatment is in line with the view shared by Simon et al., who noted that
the magnitude of LDLcholesterol response is relatedto genotypic, phenotypic,
demographic and as yet unexplained characteristics.*

In genetic terms, evidences suggests that around 50% of the variability in the
LDL cholesterol plasma is associated with some type of genetic inheritance.®*
However, thus far, pharmacogenetic studies have primarily focused on lowering the
LDL cholesterol associated with statin therapy. Thus, most of the work in this field
has been conducted on genes related to cholesterol synthesis, lipoprotein lipid
transport and some other genes associated with lipid metabolism, such as
Apolipoprotein E.*® In these terms, the results presented here may imply that
genetically caused oxidative imbalance affects the pharmacological response to
rosuvastatin treatment.

Rosuvastatin has anti-atherogenic properties due to its hypolipemiant, anti-

inflammatory and antioxidant effects.®® However, it is interesting to note its different
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effects on two Ala16Val-SOD2 homozygous genotypes (VV and AA) that exhibit
imbalance in the levels of superoxide anion and hydrogen peroxide. The AA
genotype produces an excess of hydrogen peroxide due high efficiency of the SOD2
enzyme. On the other hand, as VV genotype presents low SOD2 enzyme efficiency,
this may cause a potential increase in the superoxide anion levels.""

The greater impact of superoxide anion accumulation in the VV genotype is
due the high affinity of this free radical with nitric oxide molecules generating
peroxynitrite, a reactive nitrogen species (RNSs). This molecule causes an extensive
lipoperoxidation of cellular membranes, thus decreasing, for example, endothelial
function. This is recognized as an important indicator of the risk of developing
cardiovascular diseases."

Our results also showed that inflammatory and fibrinolytic biomarkers were
also affected by rosuvastatin in an Ala16Val-SOD2 genotype-dependentway. Again,
VV individuals presented less anti-inflammatory and anti-fibrinolytic response when
treated with rosuvastatin when compared to the AA patients. These results
corroborate an investigation that described high levels of inflammatory cytokines
produced by VV cells when compared to the A-allele cells.'® A recent in vitro study
also described differential response of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
to the exposition of methotrexate (MTX), a drug used to treat autoimmune diseases
with high inflammatory grade, such as psoriasis and rheumatoid arthritis.®’

When our results are considered as a whole, noting some methodological
constraints that include the relatively small number of participant, we have provided
adequate evidence to suggest that the VV genotype from Alai6éVal-SOD2
polymorphism is associated with some level of resistance to the lipid lowering effects

of rosuvastatin.
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Table 1 Companson among several biclogical and biochemical wvariables of

hypercholesterolemic subject’'s camier's different Ala16WVal-50D2 genotypes.

Variables

S0D2 Genotypes D
Al W AN
Mean + SD Mean + SD Mean + SD
BMI {Kg/m?) 22 442 37 2254277 22544 7% 0.98
SPB (mmHg) 11854 77 122 247 2°F 120245 37 0.02
DEP (mmHg) 78.5+4 77 101 .4+ 6.4 802+ 5.3* 0.29
Cholesterol (mgfdL) 281.64208% 3203x53.1° 300.6+63.0° 0.02
HDL-cholesterol (mg/dL)  456.2+10.82 36.95+14.0° 42 23411 4% 0.03
LDL-cholesterol (mg/dL) 200 4424 4 242 2457 &° 2131471 .47 0.03
Trighycerides({mg/dL) 174 145 1% 205982 17 226 3487 3° 0.14
Glucose (mg/dL) 82 7+9.0° 81.7+9.0° 81.8+7 8% 0.85
PCU 1.6+1.5% 2.30x1.8° 1.77+1.4% 017
Interleukin 1 175.9466.87 269.3154.7° 175.73+45.0°  0.0001
Interleukin & 192.1467.0° 3156447 .4° 186.53+48 2%  0.0001
TNFo 206.6476.3% 3353461.8° 224 13+46.9°  0.0001
Interferon gama 229 5480 2% 398 6159 1° 30590+43.9¢  0.0001
Interleukin 10 65.1+20 32 37 6+10.0° 7131333 0.0001
Alpha 110.8£33.7° 161 7+25.9° 1193318 .0° 0.0001
Fibrinogen 318.9+94 7% 334 0287.8° 322 1341 .1°F 0.657
d-dimer AT4.0£141.7% 622 7+200.8°7 500347577 0.0001

SBP= sysiolic blood preesurs; DBP= diastolic blocd pressure; SD= standard deviation; p value=
determined by analysis of varance followed by Bonferroni post hoc test Different letters
indicate significant differences among genotypes to each variable investigated.
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Table 2 Impact of Alal6Val-S0D2 polymorphism on rosuvastatin response of lipid, glicemic, inflammatory and fibrinolitic
biomarkers

Vaniables AA W AV
Mean+SD % of basal Mean+SD % of basal Mean + SD % of basal
value value value
Cholesterol total (mg/dL) 175 + 3 62 292140 N 254139 84
LDL-cholesterol (mg/dL) 106 +43 g2 215+ 47 88 176 £ 40 82
HDL-cholesterol (mg/dL) 57 £9 124 4218 116 45+8 107
Triglycerides (mg/dL) 94 +40 5 169471 82 162 £ 68 71
Glucose (mgldL) 798 95 806 97 805 97
Protein C reactive 1209 59 151 63 1.2+08 70
Interleukin 1 120+ 30 68 260 +55 96 160 £ 34 91
Interleukin & 147 + 38 76 303143 43 170236 92
TNFa 163432 79 331+61 61 196 +34 ar
Interferon y 204 £36 89 382165 65 263138 86
Interleukin 10 112419 173 4119 109 90+10 127
Alpha 61130 64 157+25 97 85111 12
d-dimer J15+£103 67 329186 99 284+ 25 ]
Fibrinogen 218+71 68 621183 99 406 +55 81

SD= standard deviation; % of basal value was calculated based in the value obsaerved after 120 days rosuvastatin treatment in relation to value observed
before start the treatment.

Table 3 Multivariate analysis of association between VV-subjects and low response to

rosuvastatin reatment when compared to A-allele subjects

Yariables Wald p-Value
Cholesterol total 11.699 0.007
HDL-cholesterol 49380 0.026
LDL-cholesterol 0.161 0698
Triglycerides 6.454 0.011
Age 0.524 0.469
Gender 0.002 0.964
BMI 0.172 0679
SBP 0.166 0.684
DBP 0.001 0.971

Analysis included sex, age and hody mass index (EMI) as potential intervenient
variables in the differential responss of VV-genoiype o rosuvasiatin treatment. The
multivariate analysis was performed using the percent of lipid values after 90 days
treatment in relation to basal values (0 day).
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4 DISCUSSAO

A Rosuvastatina é um farmaco que pode diminuir os fatores de risco de muitas
doencas, especialmente pela reducdo nos niveis de LDL e TG. Esse efeito ocorre devido a
manutengdo do equilibrio entre a producdo de moléculas oxidante e antioxidantes
(MAHALWAR & KHANNA, 2013). Por esta razdo, este estudo teve como objetivo verificar
se um desequilibrio oxidativo basal relacionado a uma mutagdo de polimorfismo de
nucleotideo simples humana SNP na seqiiéncia alvo MTS do gene da MnSOD poderia afetar
a resposta da rosuvastatina. Para testar esta hipdtese, 122 pacientes hipercolesterolémicos
portadores de diferentes gendtipos de Alal6Val-SOD2 foram selecionados como participantes
do estudo, os quais foram tratados com rosuvastatina por 120 dias.

Nossos resultados mostraram que, apesar do efeito geral observado da rosuvastatina
nos pacientes, a intensidade do mesmo foi diretamente influenciada por este polimorfismo,
onde os portadores do gendtipo VV apresentaram uma menor resposta efetiva nos niveis
lipidicos quando comparados com portadores do alelo A-SOD2 (Grupos AA e AV). Estes
resultados estdo de acordo com aqueles obtidos em investigacdes prévias que descreveram a
associacdo entre o gendtipo VV e os altos niveis de lipidios e biomarcadores oxidantes em
individuos obesos (MONTANO et al., 2009) e hipercolesterolémicos (DUARTE et al., 2010).

Em contraste, o perfil lipidico dos pacientes AA apresentou uma resposta
satisfatoriamente efetiva a rosuvastatina. Autores de muitos estudos estendidos tem estimado
que as estatinas poderiam diminuir os niveis de LDL em 37% a 57% em pacientes com
hipercolesterolemia primaria (JONES et al., 1998; SACKS et al., 1998; STEIN et al., 1998;
BALLANTYNE et al., 2007). No presente caso, quando pacientes AA foram tratados com
rosuvastina, houve uma reducdo nos niveis de LDL em 52% em comparacdo com o nivel
basal observado no dia zero. A resposta diferencial para o tratamento com rosuvastatina esta
na linha de visdo compartilhada por Simon e colaboradores (2006) que notou que a magnitude
nas respostas de LDL estd relacionada com caracteristicas genotipicas, fenotipicas,
demogrificas e ainda ndo explicada.

Em termos genéticos, evidéncias sugerem que cerca de 50% da variabilidade
nos niveis plasmaticos de LDL estdo associados com algum tipo de heranga genética
(BURNETT & HOOPER, 2008). No entanto, até agora, estudos farmacogenéticos tem

focado na redugdo de LDL associado com terapia utilizando estatinas. Assim, varios estudos
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tém sido conduzidos analisando a influéncia de genes envolvidos em sintese do colesterol,
transporte de lipoproteinas e em alguns outros genes associados com o metabolismo lipidico
na resposta a estatinas (THOMPSON et al., 2009).

Nestes termos, os resultados apresentados aqui podem implicar que um desequilibrio
oxidativo causado geneticamente afeta a resposta farmacoldgica ao tratamento com
rosuvastatina.

A Rosuvastatina possui propriedades anti-aterogénicas devido a seus efeitos anti-
inflamatérios e antioxidantes (IHU & TOMLINSON, 2013). Contudo, ¢ interessante notar sua
diferenca nos dois gendtipos homozigotos de Alal6Val-SOD2 (AA e VV) que exibem
desequilibrio nos niveis de Oy* e HyO,. O genétipo AA produz H,O, em excesso devido a
alta eficiéncia da MnSOD. Por outro lado, como o genétipo VV apresenta baixa efici€éncia
enzimética da MnSOD, pode induzir a um potencial aumento nos niveis de O*  (BRESCIANI
etal., 2013).

O maior impacto do acimulo de O,* no gendtipo VV estad de acordo com a alta
afinidade deste radical livre com moléculas de ON gerando peroxinitrito, uma espécie reativa
de nitrogénio (ERN). Esta molécula causa uma lipoperoxidacdo extensiva de membranas
celulares, diminuindo assim, a fung@o endotelial. Isto é reconhecido como um importante
indicador de risco ao desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (BRESCIANI et al.,
2013).

Nossos resultados também mostraram que biomarcadores fibrinoliticos e inflamatdrios
também foram afetados por rosuvastatina de uma maneira dependente do gendtipo da
Alal6Val-SOD2. Novamente, individuos VV apresentaram menor resposta antiinflamatoria e
antifibrinolitica quando tratados com rosuvastatina comparados aos pacientes AA.

Estes resultados corroboram uma investigagdo que descreveu altos niveis de citocinas
inflamatérias em portadores VV quando comparados aos portadores do alelo A-SOD2
(MONTANO et al., 2012). Um recente estudo também descreveu respostas diferenciais de
células mononucleares de sangue periférico (CMSPs) diante exposi¢cdo de metotrexato (MTX)
— uma droga usada para tratar doengas autoimunes com alto grau de inflamacao, tais como
psoriase e artrite reumatdide (BARBISAN et al., 2014).

Quando nossos resultados sdo considerados como um todo, observando algumas
limitagcdes metodoldgicas que incluem um nimero relativamente pequeno de participantes,
nds conseguimos providenciar algumas evidéncias, as quais sugerem que o genétipo VV do
polimorfismo Alal6Val-SOD?2 estd associado com algum nivel de resisténcia diante a terapia

de reducdo lipidica utilizando rosuvastatina.
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5 CONCLUSAO

e Apds o tratamento com rosuvastatina os pacientes portadores do gendtipo VV
apresentaram menor redugdo do perfil lipidico (CT, LDL) e menores niveis de HDL
quando comparados com os portadores do alelo A-SOD2 (AA e VV). Os niveis

glicémicos mantiveram-se inalterados entre os 3 gendtipos.

e As concentracdes dos marcadores inflamatérios (IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y)
mantiveram-se superiores nos portadores VV E a citocina anti-inflamatéria (IL-10)

reduzida apds o uso de rosuvastatina.

e QOs portadores do gendtipo VV antes e apdés a administragio de rosuvastatina
apresentaram niveis superiores de proteinas de fase aguda (PCR, AGP e F)

comparativamente com o alelo A.

e Os individuos com gendtipo VV apresentaram menor resposta antifibrinolitica o que

explica os elevados niveis de D-dimeros nestes pacientes.

e Sugere-se que o gendtipo VV do polimorfismo Alal6Val-SOD2 esta associado com

algum nivel de resisténcia diante a terapia de reducdo lipidica utilizando rosuvastatina,
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7 PESPECTIVAS

1. Awvaliar o efeito in vitro da rosuvastatina na modulacdo génica e proteica da sirtuina 1
e marcadores do metabolismo oxidativo e inflamatdrio em células mononucleares do

sangue periférico (CMSP) oriundas de individuos saudaveis;

2. Avaliar em pacientes hipercolesteromicos o efeito in vivo da rosuvastatina na

modulagdo génica e proteica da sirtuina 1;

3. Em pacientes hipercolesterolémicos ainda nio tratados e apds o tratamento com
rosuvastatina analisar a potencial correlacdo entre os niveis proteicos da sirtuina 1 e os
niveis: do perfil lipidico, glicemia, marcadores de coagulagdo, inflamagdo e

oxidativos.
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