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Resumo

Fundamento: A atividade do 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) pode ser modulada pelo colesterol da lipoproteina de alta
densidade (HDL-C), estatinas ou polimorfismos, como o T-786C de eNOS.

Objetivo: Este estudo teve como objetivo avaliar se o polimorfismo T-786C esta associado a alteragdes nos efeitos da
atorvastatina no perfil lipidico, nas concentracées de metabdlitos de 6xido nitrico (NO) e da proteina C reativa de alta
sensibilidade (PCR-as).

Métodos: Trinta voluntarios do sexo masculino, assintomdticos, com idade entre 18-56 anos foram genotipados e classificados
de acordo com a auséncia (TT, n = 15) ou presenca (CC, n = 15) do polimorfismo. Eles foram selecionados aleatoriamente para
a utilizacao de placebo e atorvastatina (10 mg/dia por 14 dias). Ap6s cada tratamento foram medidos lipides, lipoproteinas,
fracbes HDL, e HDL,, atividade da proteina de transferéncia de colesteril éster (CETP), metabélitos de NO e PCR-as.

Resultados: As comparacées entre genétipos apés a administracao de placebo mostraram aumento da atividade da CETP
polimorfismo-dependente (TT, 12 + 7; CC, 22 + 12, p < 0,05). As andlises da interacao entre os tratamentos indicaram que
a atorvastatina tem efeito sobre colesterol, LDL, nitrito e razoes lipides/proteinas (HDL, e HDL,) (p < 0,001) em ambos os
gendtipos. E interessante notar as interacoes genétipo/droga sobre a CETP (p < 0,07) e a lipoproteina (a) [Lp(a)] (p < 0,056),
levando a uma diminuicao limitrofe da CETP, embora sem afetar a Lp(a). A PRC-as nao mostrou alteracoes.

Conclusao: Os resultados sugerem que o tratamento com estatinas pode ser relevante para a prevencao primaria da
aterosclerose em pacientes com o polimorfismo T-786C do eNOS, considerando os efeitos no metabolismo lipidico.
(Arq Bras Cardiol. 2013;100(1):14-20)

Palavras-chave: Metabolismo dos Lipideos; Polimorfismo Genético; Reguladores do Metabolismo de Lipideos; Oxido
Nitrico; Proteina C.

Abstract

Background: Endothelial nitric oxide synthase (eNOS) activity may be modulated by high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), statins or
polymorphisms, such as the T-786C of eNOS.

Objective: This study aimed at evaluating if the T-786C polymorphism is associated with changes of atorvastatin effects on the lipid profile, on the
concentrations of metabolites of nitric oxide (NO) and of high sensitivity C-reactive protein (hsCRP).

Methods: Thirty male volunteers, asymptomatic, aged between 18 and 56 years were genotyped and classified according to absence (TT, n =
15) or presence (CC, n = 15) of the polymorphism. They were randomly selected for the use of placebo or atorvastatin (10 mg/day/14 days).
After each treatment lipids, lipoproteins, HDL, and HDL, composition, cholesteryl ester transfer protein (CETP) activity, metabolites of NO and
hsCRP were evaluated. 7

Results: The comparisons between genotypes after placebo showed an increase in CETP activity in a polymorphism-dependent way (TT, 12+7; CC,
22+12; p < 0.05). The interaction analyses between treatments indicated that atorvastatin has an effect on cholesterol, LDL, nitrite and lipid-protein
ratios (HDL, and HDL,) (p < 0.001) in both genotypes. Interestingly, we observed genotype/drug interactions on CETP (p < 0.07) and lipoprotein (a)
(Lp(@) (p < 0.056), leading to a borderline decrease in CETP but with no effect on Lp(a). HsCRP showed no alteration.

Conclusion: These results suggest that statin treatment may be relevant for primary prevention of atherosclerosis in patients with the T-786C
polymorphism of eNOS, considering the effects on lipid metabolism. (Arq Bras Cardiol. 2013;100(1):14-20)
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Introducao

O endotélio vascular é um sistema complexo, integrado
por diversos mediadores quimicos. Entre eles, o éxido nitrico
se destaca por ser um potente vasodilatador, entre outros
efeitos benéficos'?. Sua sintese depende da atividade do
o6xido nitrico sintase endotelial (eNOS)*, que, na membrana
plasmatica e na cavéola, é modulada principalmente pela
tensao de cisalhamento laminar e pela presenca de agonistas
na superficie da célula®.

No entanto, 0s mecanismos transcricionais e pos-transcricionais
também estao envolvidos®°. Por exemplo, a lipoproteina de alta
densidade (HDL) pode mediar a ativagao da eNOS através da
interagdo com a apolipoproteina Al e o receptor sequestrante de
classe B de tipo | (SR-BIY’, caracterizando, em parte, a atividade
de vasodilatagao dessa lipoproteina®.

Além disso, a presenca de polimorfismos no gene eNOS
pode explicar os diferentes niveis de atividade enzimdtica,
que podem ser associados com o aumento do risco
cardiovascular®. O promotor do polimorfismo T-786C é o
caso mais extensivamente estudado, no qual a presenca do
alelo C diminui em cerca de 50% a atividade transcricional'®,
provavelmente o resultado da ligagao da proteina repressora
RPAT1 a regido promotora quando esse alelo estd presente'". Ao
reduzir a atividade enzimatica, o alelo C tem sido associado
a diminuigao da producao de NO”', aumento da disfungao
endotelial e doencas cardiovasculares'?'3.

As estatinas tém efeitos pleiotrépicos conhecidos, que
incluem a regulagdo da fungao endotelial reduzindo o estresse
oxidativo e a trombogenicidade'. Além disso, sao responsaveis
pela inibicao da proteina Rho e a expressao aumentada de
eNOS, além da ativagao pés-transcricional da via PI3K/AKT'.

Dada a importancia tanto da expressao e atividade de
eNOS como da presenga de particulas de HDL para a fungao
endotelial e a existéncia de efeitos pleiotrépicos das estatinas
sobre essas duas varidveis, este estudo tem por objetivo
determinar se a presenga do polimorfismo T-786C e o uso de
atorvastatina resulta em interagbes com alteragoes metabélicas
em lipides, metabdlitos de NO e PCR-as.

Métodos

Este estudo foi desenvolvido em parceria entre o
Departamento de Farmacologia (Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto — USP) e o Departamento de Patologia Clinica
(Faculdade de Ciéncias Médicas — Unicamp), e foi aprovado
pelo comité de ética dessas instituicoes. Todos os voluntarios
foram informados sobre a pesquisa e assinaram o termo de
consentimento livre e informado.

O ndmero de individuos incluidos no estudo foi estimado
para permitir um poder estatistico de 80% (B < 0,20; a. < 0,05)
para detectar diferencas de 30% ou mais entre os dois grupos
de gendtipos (TT e CC). De acordo com a frequéncia estimada
de gendtipos TT (49%) e CC (9%)'*'*"8, 200 voluntarios do sexo
masculino foram selecionados na populagao local (Faculdade de
Medicina de Ribeirao Preto da Universidade de Sdo Paulo, Sdo
Paulo, Brasil), com idades entre 18-56 anos; eles também eram
assintomaticos, caucasianos, nao fumantes e nao usudrios de
qualquer medicagdo. Voluntarios do sexo feminino e fumantes
foram excluidos.

Esses voluntdrios foram genotipados para a presenca do
polimorfismo T-786C do gene eNOS €, para o presente estudo,
foram selecionados 15 com o gendtipo TT e 15 com o gendtipo
CC, pareados por idade e pelo indice de massa corporal. Eles
se submeteram a um exame clinico minucioso e a testes de
laboratério, tendo fornecido um histérico completo de satde.

O desenho do estudo foi monocego e controlado por
placebo. Voluntarios com genédtipo CC ou TT receberam
placebo durante 14 dias, seguido de um tratamento posterior
de 14 dias com atorvastatina (Lipitor®, Pfizer, Brasil) na dose
de 10 mg/dia, via oral. As amostras de sangue foram colhidas
apds jejum de 12 horas em tubos contendo EDTA apds ambos
os tratamentos e foram armazenadas a —70 °C até a analise.

Genotipagem para o polimorfismo T-786C

O DNA gendmico foi extraido a partir de 1 mL de sangue
total pelo método salting-out e armazenado a —20 °C até
a andlise. As variantes genéticas do polimorfismo T-786C
localizado na regido 5' do gene eNOS foram determinadas por
amplificagao através de reacao em cadeia da polimerase, tal
como descrito anteriormente'®.

Os produtos amplificados foram digeridos com Mspl a
37 °C durante 4 horas, o que produziu fragmentos de 140 e
40 pb para o alelo selvagem (T) ou 90, 50 e 40 pb no caso
do alelo polimérfico (C). Os fragmentos foram separados por
eletroforese (gel de poliacrilamida a 12%) e visualizados por
coloracao com prata.

Medidas bioquimicas

Colesterol, triglicérides, acidos graxos livres, fosfolipides,
colesterol livre no plasma e subfragées de HDL foram
quantificados através de métodos enzimatico-colorimétricos no
sistema automdtico Boehringer Mannheim-Roche Hitachi 917,
usando reagentes comerciais da Roche (Mannheim, Alemanha) e
Waco (Chemicals Waco, EUA). As proteinas foram determinadas
pelo método do acido bicinconinico.

Os ésteres de colesterol foram calculados pela férmula
(colesterol total — colesterol livre) X 1,67, e o LDL-C pela férmula
de Friedewald (colesterol LDL = CT — (HDL-C) — TG/2,2),
enquanto o HDL-C foi calculado por métodos homogéneos
diretos™.

As apolipoproteinas Al e B-100, e a lipoproteina (a),
foram determinadas por nefelometria através de reagoes
imunoquimicas em BNIl/Marburg, utilizando reagentes de Dade-
Behring (Mannheim, Alemanha).

HDL, e HDL, foram isoladas utilizando o método de
microultracentrifugacao®.

LDL-C/apoB-100 e triglicérides/HDL-C foram utilizados para
determinar o tamanho estimado de LDL?', enquanto os indices
de Castelli I e I foram usados para estimar o risco cardiovascular®2.

Para determinar a porcentagem relativa de cada componente
(lipides e proteinas) das fracoes HDL, e HDL, relacionada com
o HDL total, foi usada a férmula:

Componente * 100/componente HDL, + HDL,.

A porcentagem relativa de cada componente, em cada
subfracdo, foi determinada pela férmula:

Componente HDL/massa total HDL * 100.
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A atividade da CETP (%) foi determinada utilizando-se o
método radiométrico exdgeno®.

Os metabélitos do NO (nitrito/nitrato) foram detectados por
ensaio de kit comercial (StressGen, Assay Designs, Inc.) de 6xido
nitrico (NO?7/NO?"). A varidvel NO_ foi calculada como a soma
das concentracoes (umole/L) de nitrito e nitrato, e a razao nitrito/
nitrato pela relagao entre os dois analitos. Os valores de referéncia
para NO_ variam entre 11,5-76,4 umol/L*.

A proteina C reativa foi determinada por imunoturbidimetria
em um método de elevada sensibilidade (PCR-as), usando o PCR
Tina-quant (Latex) HS-Roche.

Analises estatisticas

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar as
varidveis entre os dois grupos de genétipos e o uso de atorvastatina
e placebo nos mesmos individuos. Andlise de variancia (ANOVA)
para medidas repetidas foi utilizada, seguida pelo teste post-hoc
de Tukey, teste de perfil por contrastes ou teste BOX-COX para
miltiplas comparagOes e para detectar interagoes. O nivel de
significancia para os testes estatisticos foi de 5% ou p < 0,05, e
para os valores limitrofes, 5-9% (p > 0,05 e < 0,09).

Este estudo foi parcialmente financiado pela Fundagao de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (Fapesp), Sao Paulo,
Brasil, e pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico
e Tecnoldgico, Brasil. Nenhum financiamento externo adicional
foi recebido para este estudo.

Resultados

Os dados basais bioquimicos e antropométricos (média =
DP) obtidos durante o periodo de selecao nos genétipos TT
e CC foram, respectivamente: idade (anos) 27,6 = 1,8/31,1
+ 2,1, pressao arterial sistélica (mmHg) 123 * 3/130 * 2,

Tabela 1 — Parametros bioquimicos por genétipo e tratamento

pressao arterial diastélica (mmHg) 80 = 3/81 = 2, indice
de massa corporal (kg/m?) 23,9 £ 0,7/25,1 = 0,7, colesterol
total (mg/dL) 161 = 10/160 = 10, triglicérides (mg/dL) 103 %
13/103 + 2, HDL-C (mg/dL) 36 = 2/35 = 2, LDL-C (mg/dL)
104 = 10/103 = 9 e VLDL-C (mg/dL) 21 = 3/21 = 2.

Os parametros bioquimicos foram avaliados nos grupos
TT e CC, ap6s a administragao de placebo e atorvastatina,
e as diferengas sao mostradas na Tabela 1.

Os efeitos benéficos da atorvastatina sobre os parametros
do metabolismo lipidico foram independentes do genétipo;
o mesmo padrao foi observado em relagao aos metabdlitos
de NO. Os é&cidos graxos livres foram menores no grupo
CC ap6s a atorvastatina em comparagao com o grupo TT
(Tabela 1).

A atividade da CETP foi significativamente maior no
grupo CC ap6s o placebo, mas depois da atorvastatina essa
atividade teve um aumento limitrofe no grupo TT e uma
reducdo, embora ndo significante, no grupo CC.

Foram determinadas as composigées quimicas de HDL,
apos os tratamentos em ambos os gendtipos. Nao houve
diferengas significativas em relagao a composicao de HDL,
entre TT e CC. No entanto, foram observadas diferencas
significativas apés a atorvastatina em ambos os genétipos,
como o aumento do teor absoluto e relativo das proteinas,
a massa total de lipoproteina, o teor absoluto de TAG e a
menor proporcao relativa da razao CE e lipides/proteinas
(Tabela 2). Os mesmos parametros foram avaliados para
HDL,, como mostrado na Tabela 3.

A subfragdo HDL, ndo apresentou diferengas entre os
genoGtipos TT e CC. Ap6s a atorvastatina, tanto o TT como o
CC mostraram aumento significativo na CE relativa, massa
de proteinas (absoluta) e lipides, enquanto a razao lipides/
proteinas e proteinas (relativa) foram menores.

Parimetros Placebo Atorvastatina

TT (n=15) CC (n=15) TT (n=15) CC (n=15)
Colesterol (mg/dL) 140+ 29 140 + 26 102 £ 24+ 100 £ 12*
LDL-C (mg/dL) 80+35 85+ 21 48 + 24% 49 + 11
TAG/HDL-C 246 +2 2912 2,00 18 2,592
Colesterol/HDL-C 392+2 394 +1 2,72 18 3,04 + 18
Apo B-100 (mg/dL) 68 + 25 69 + 21 43 + 15 41 +10¢
Lp(a) (mg/dL) 1112 10+ 14 109 14+£21
AGL (mEq/L) 0,37+0,2 045+04 0,38 +0,1 10,27 £ 0,18
CETP (%) 12+7 122 £128 16+8 16+9
Nitrito (umol/L) 62+ 55 56 + 55 24 £22¢ 21+21%
NO, (umol/L) 50+ 19 46 + 21 214 20+ 3¢
Nitrito/nitrato 15+ 11 14+ 11 x4t 85t

Os valores sdo mostrados como média + dp; p: teste de Mann-Whitney; LDL-C: colesterol da lipoproteina de baixa densidade; TAG, triglicérides; HDL-C: colesterol
da lipoproteina de alta densidade; TAG/HDL-C: estimativa do tamanho da LDL; Apo B-100: apolipoproteina B-100; Lp(a): lipoproteina (a); AGL: acidos graxos livres;
CETP: proteina de transferéncia de colesteril éster; NOX: nitrito + nitrato; *diferengas entre grupos (placebo/atorvastatina); *diferengas entre genétipos (TT/CC);

#p<0,001; p < 0,05;"p = 0,065.
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Tabela 2 - Diferengas significativas dos valores absolutos (mg/dL) e relativos (% HDL total) dos componentes quimicos do HDL, apés placebo

e atorvastatina

Parimetros Placebo Atorvastatina

TT (n=15) CC (n=15) TT (n=15) CC (n=15)
CE 4,66 + 1,51 4,64 £1,96 569 +2,84 546 +1,22
% CE relativa (58,31 +3,69) (59,08 +5,32) ‘(55,71 + 3,00y ‘(55,42 + 1,46)*
TAG 1,16 +0,36 1,08 + 0,96 '2,25+0,88 1,88 + 0,98
% TAG relativos (35,40 £ 11,73) (28,20 + 12,41) (39,04 +£17,21) (33,36 + 16,33)
Proteina 15,54 9,84 12,96 12,75 101,58 + 16,33 132,17 + 129,06*
% Proteina relativa (27,37 + 16,68) (21,17 + 16,69) ‘(44,49 £2,29)8 ‘(43,87 £5,96)*
Massa total HDL, 32,44 9,90 29,26 £ 13,84 121,09 + 17,96 150,66 + 129,178
Massa lipidica 16,89 + 2,26 16,30 + 4,58 19,51 + 3,69* 18,50 + 3,15
Razao lipides/proteina 3,60+5,14 3,71+520 ‘0,19 + 0,058 ‘0,18 + 0,058

Os valores séo a média + dp; p: teste de Mann-Whitney; % relativa: componente HDL/massa total HDL*100; CE: colesteril éster; TAG: triglicérides; proteina, proteina
total de HDL,; massa total HDL ,, soma do colesterol, colesterol livre, CE, TAG, fosfolipidios e proteinas; massa de lipidios, soma do colesterol, colesterol livre, CE, TAG
e fosfolipidios; ‘diferengas entre grupos (placebo/atorvastatina); *p < 0,001; Sp < 0,05.

Tabela 3 - Diferengas significativas dos valores absolutos (mg/dL) e relativos (% HDL total) dos componentes quimicos de HDL3 apés

placebo e atorvastatina

Parimetros Placebo Atorvastatina

TT (n=15) CC (n=15) TT (n=15) CC (n=15)
CE 3,37+124 3,30 £ 1,52 4,55 +232 441+1,09
% relativa CE (41,69 + 3,69) (40,92 +5,32) ‘(44,29 £ 3,00)8 ‘(44,58 £ 1,46)8
Proteina 40,95 + 19,97 42,34 £ 19,98 111,98 + 6,55 120,00 + 18,10*
% relativa Proteina (72,63 + 16,68) (78,83 + 16,69) ‘(55,51 +2,29)8 ‘(56,13 + 5,96)*
Massa total HDL, 77,69 + 2412 79,18 + 23,75 97,52 + 50,41 101,29 + 62,04
Massa lipidica 36,74 £6,20 36,84 £9,84 56,78 + 15,23¢ ‘54,58 + 5,11%
Razao lipidios/proteina 0,76 + 0,41 0,86 + 0,50 ‘0,40 +0,21% ‘0,35 +0,15¢

Os valores sdo a média + dp; p: teste de Mann-Whitney; % relativa: componente HDL/massa total HDL*100; CE: colesteril éster; proteina, proteina total de HDL,;
massa total HDL,, soma do colesterol, colesterol livre, CE, triglicérides, fosfolipidios e proteina; massa de lipidios, soma do colesterol, colesterol livre, CE, triglicérides
e fosfolipidios; ‘diferengas entre grupos (placebo/atorvastatina); *p < 0,001; $p < 0,05.

A fim de medir as alteragoes induzidas pela atorvastatina
em ambos os gendtipos e as subfragdbes HDL, e HDL,,
avaliou-se a porcentagem pelo peso de cada componente
ap6s a administragao de placebo e atorvastatina (Tabela 4).

Em relagdo a composicao de HDL,, verificou-se que
houve uma redugao na porcentagem pelo peso de todos
os compostos lipidicos dessa subfragdo e um aumento
significativo de protefnas, independentemente do
genétipo. A HDL, mostrou diminuigdo dos triglicérides e
aumento de proteinas, independentemente do genétipo
(Tabela 4).

Os resultados significativos e limitrofes obtidos entre os
gendtipos TT e CC e entre os tratamentos sao apresentados
na Tabela 5, que também apresenta a andlise da interagao
entre o polimorfismo e a atorvastatina.

O polimorfismo T-786C nao foi responsavel por
qualquer alteragao nos pardmetros estudados (Tabela 5).

Em relagdo ao uso de placebo e atorvastatina, é
mostrado um efeito claro das estatinas na reducao de
lipides, apolipoproteinas e nitrito. Ainda assim, houve
modificagdes na HDL, e HDL,, o que resultou na redugao
significativa das razoes de lipidio/proteina de cada
subfracgdo, com diferentes implicagbes metabdlicas.
Finalmente, demonstramos as interacoes limitrofes entre
o polimorfismo e a atorvastatina para CETP e Lp(a).

Discussao

O polimorfismo T-786C do gene eNOS é funcionalmente
caracterizado por uma redugao da atividade promotora do
gene, com consequente influéncia sobre a produgao de
NO" %, Estudos recentes demonstraram que os individuos
homozigéticos para esse polimorfismo tém sensibilidade
reduzida a tensao de cisalhamento laminar?®, bem como
ha aumento de marcadores inflamatérios séricos em
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Tabela 4 — Composigao quimica expressa como % por peso de HDL, e HDL, de individuos TT e CC apés placebo e atorvastatina

HDL,
Pardmetros Placebo Atorvastatina
TT (n=15) CC (n=15) TT (n=15) CC (n=15)
Colesterol 428 +2,13 5,23 + 2,60 1,01+0,73 '0,98 + 0,55
CL 4,20 5,11 3,99+1,93 ‘0,86 + 0,32 ‘0,82 + 0,35
CE 15,69 £7,79 17,93 £ 8,88 4,62 £ 1,96+ 4,33+ 1,21
TAG 3,83+1,31 3,61+256 1,94 £0,83* 1,61+ 1,06
FL 32,99 10,38 37,66 + 15,65 8,80 + 1,52 8,28 + 2,62
Proteina 43,29 + 18,04 36,81 + 23,86 83,79 + 2,55 84,96 + 4,46
HDL,
Parametros Placebo Atorvastatina
TT (n=15) CC (n=15) TT (n=15) CC (n=15)
TAG 3,22 +1,68 323+1,74 ‘0,72 +0,26* 0,79 + 0,26
Proteina 50,39 10,21 51,35+ 14,26 78,68 + 2,06+ 77,08 £ 2,41*

Os valores séo expressos em média + dp; p: teste de Mann-Whitney; CL: colesterol livre; CE: colesteril éster; TAG, triglicérides; FL: fosfolipidios; “diferengas entre
grupos (placebo/atorvastatina); * p < 0,001; $p < 0,05.

Tabela 5 - Comparagdes entre variaveis e interagdes entre genétipos e tratamentos

Variaveis Polimorfismos ‘Tratamentos fInteragdes
Colesterol (mg/dL) - p<0,001% -
LDL-C (mg/dL) - p <0,001* -
VLDL-C (mg/dL) - p<0,032" -
TAG (mg/dL) - p<0,043" -
Apo B-100 (mg/dL) - p <0,001* -
Lp(a) (mg/dL) - p < 0,067 p <0,056
AGL (mEq/L) - - -
CETP (%) - - p<0,070
Nitrito (umole/L) - p<0,001# -
HDL, CE (mg/dL) - p<0,033" -
HDL, CE (mg/dL) - p<0,002" -
HDL, TAG (mg/dL) - p<0,001* -
HDL, TAG (mg/dL) - p <0,048¢ -
HDL,PROT (mg/dL) - p <0,001# -
HDL, PROT (mg/dL) - p <0,001# -
Massa total HDL, (mg/dL) - p<0,001* -
Massa lipidica HDL, (mg/dL) - p<0,012ft -
Massa lipidica HDL, (mg/dL) - p <0,001* -
Razéo HDL, total para proteinas - p <0,001* -
Razéo HDL, total para proteinas - p<0,001* -

Varigveis transformadas em ranks devido a auséncia de distribuicao normal; p, ANOVA para medidas repetidas, seguida do teste post-hoc de Tukey e teste de perfil
por contrastes; LDL-C, colesterol da lipoproteina de baixa densidade; VLDL-C: colesterol da lipoproteina de muito baixa densidade; TAG: triglicérides; Apo B-100:
apolipoproteina B-100; Lp(a): lipoproteina (a); AGL: acidos graxos livres; CETP: proteina de transferéncia de colesteril éster; HDL: lipoproteina de alta densidade;
CE: colesteril éster; PROT: proteinas; massa total HDL: soma do colesterol, FC, CE, PL, TAG e proteinas; massa lipidica HDL: soma do colesterol, FC, CE, TAG
e PL, *polimorfismos: TT x CC; ‘tratamentos: placebo x atorvastatina; finteragdes: polimorfismos x tratamento; *diferencas significativas entre tratamentos: placebo
# atorvastatina para ambos os gendtipos; “diferengas significativas entre tratamentos: placebo # atorvastatina somente para CC; ''diferencas significativas entre
tratamentos: placebo # atorvastatina somente para TT, #BOX-COX entre tratamentos.

1 8 Arq Bras Cardiol. 2013;100(1):14-20



Zago e cols.
Atorvastatina e polimorfismo eNOS T-786C

Artigo Original

pacientes com DAC? estabelecida, aumento do risco
de mortalidade e o desenvolvimento de disfuncao renal
quando submetidos a cirurgia cardiaca de emergéncia?®.

Embora o efeito das estatinas sobre o genétipo CC
tenha sido previamente avaliado, especialmente o efeito
anti-inflamatério da atorvastatina®, ainda existem alguns
pontos inexplorados, como o impacto da interagao entre
o polimorfismo e o medicamento no metabolismo lipidico
e subfragdes de HDL.

O nosso estudo demonstrou que a atorvastatina teve
um efeito principalmente gendtipo-independente, dadas
as redugdes nos lipides, razées lipides/proteina (HDL, e
HDL,), indice de Castelli I, 4cidos graxos livres e maior
tamanho estimado de LDL; esse efeito de reducao de
lipides estd de acordo com estudos anteriores?*:*.

Os gendtipos TT e CC nao foram diferentes em
relagdo a composicdo quimica de HDL, e HDL;; todas
as alteragbes na composicao foram determinadas pela
atorvastatina. Na HDL, observamos diminuicao em todos
os lipides, com aumento significativo nas proteinas. Essa
descoberta sugere que a HDL, tornou-se mais deslipidada,
sem qualquer alteragdo no nimero de particulas. Além
disso, houve enriquecimento de lipidios e proteinas na
HDL, - com a consequente diminuicao da razao lipidio/
proteina, o que aponta para um aumento do ndmero de
particulas da HDL,.

Esse conjunto de alteragbes sugere um aumento da
atividade da lipase hepética, em contraste com estudos
que mostram que a atorvastatina seria responsavel pela
diminuicdo de sua atividade®'. Por outro lado, o aumento
das particulas de HDL, sugere que a atorvastatina promoveu
a troca entre os lipidios neutros e as lipoproteinas e tornou
as HDL, enriquecidas em triglicérides, um substrato ideal
para a formagao de particulas de HDL ****.

No nosso estudo, nao foram observadas interacoes
entre PCR-as e a atorvastatina, apesar da reducdo de 40%
apés o tratamento. Gensini e cols.>* demonstraram que
o tratamento com atorvastatina, particularmente na dose
de 80 mg/dia, reduz eficazmente os niveis plasmaticos
de PCR-as, apesar da presenga de sindrome metabdlica
ou diabetes melito.

Observamos que os metabdlitos de NO diminufram
significativamente apés o tratamento com atorvastatina;
os mesmos resultados foram observados em pacientes
com doenga arterial periférica®*. No entanto, a maioria
dos estudos aponta para um aumento ou manutengao
dos seus niveis?®.

Foram observadas interacdes limitrofes entre
atorvastatina e genotipo CC para CETP e Lp(a). A Lp(a),
embora nao tenha sido diferente entre os grupos,
apresentou a tendéncia de aumentar no grupo CC apds
a atorvastatina. Além disso, estudos anteriores mostraram
que a presenga do polimorfismo T-786C em pacientes
diabéticos é um fator de risco independente na reducgao
da vasodilatagao endotélio-dependente?”.

E interessante notar que os voluntarios CC mostravam
uma atividade da CETP significativamente maior, que

diminuiu, embora nao significativamente, ap6s o uso de
estatina. Por outro lado, depois das estatinas, o grupo TT
mostrou um aumento limitrofe. O aumento da atividade
da CETP reduz a HDL e aumenta seu catabolismo pela
lipase hepatica®. Assim, o uso de atorvastatina “corrigiu”
a condicao inicial da CETP no grupo CC, uma vez que
a atorvastatina foi capaz de reduzir a sua atividade'?>'.
Um estudo realizado na populagao chinesa mostrou que
a presencga de T-786C e Taq1B (um polimorfismo do gene
CETP) é responsavel pela maior predisposigao a fibrilagao
atrial nao valvular®’, contribuindo para a possibilidade de
existéncia de relagbes mais complexas entre essas duas
variaveis, além do aumento da atividade de CETP.

No gendtipo CC, foi demonstrada uma redugao
significativa de acidos graxos livres ap6s a utilizagao de
atorvastatina, mas ndo houve nenhuma alteracao no
gendtipo TT. Isso sugere que o polimorfismo pode ter
efeito benéfico através de uma mobilizacdo menor de
acidos graxos livres do tecido adiposo para o plasma e
o figado, facilitando o efeito supressor de estatinas nos
acidos graxos livres do plasma. Os mecanismos envolvidos
nao estao totalmente elucidados*.

Gostariamos de comentar alguns pontos do estudo que
poderiam ser considerados para estudos futuros, como o
fato de que nao foram avaliados os efeitos de outras doses
de atorvastatina e/ou outras estatinas. Além disso, o estudo
foi realizado somente em homens caucasianos saudaveis e
em nlmero relativamente pequeno de individuos, fato que
pode ter limitado a capacidade para detectar diferengas
entre os grupos estudados.

Conclusao

Estes resultados em conjunto indicam que o tratamento
com estatinas pode ser relevante para a prevengao primdria
da aterosclerose em pacientes com o polimorfismo
T-786C do gene eNOS, considerando os efeitos sobre o
metabolismo lipidico.
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