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Resumo

Obijetivo — Avaliar se polimorfismos nos genes CETP (proteina transferidora de ésteres de colesterol) e APOE (apolipoproteina E) influenciam
no peso e na resposta do perfil lipidico ao tratamento com G. cambogia. Métodos — Trinta e trés pacientes com sobrepeso ou obesidade
receberam diariamente uma dose de 2,4g de extrato padronizado de C. cambogia (52,4% de acido-hidroxicitrico). Antes do inicio do tra-
tamento e apds oito semanas, dados antropométricos e perfil lipidico foram obtidos. Resultados — Ap6s o periodo de tratamento, nio foi
possivel perceber diferengas na resposta sobre o perfil lipidico entre portadores e ndo portadores do alelo APOE*2, ou do alelo APOE*4.
Uma diferenca modesta, porém ndo significante, foi encontrada na comparacao entre portadores e ndo portadores do alelo B2 (gene CETP)
para os niveis de colesterol HDL (p=0,086) e triglicerideos (p= 0,098). Em relacio ao peso, ndo foram detectadas diferencas na resposta
ao tratamento entre os gendtipos. Conclusao — Os resultados sugerem que a variante no gene CETP pode estar envolvida na modulagado
dos niveis de HDL-c ap6s o tratamento com G. cambogia. Entretanto, uma investigagdo em uma amostra maior sera necessdria para con-
firmar esses resultados.

Descritores: Polimorfismo de um Gnico nucleotideo; Proteinas de transferéncia de ésteres de colesterol; Apoliproteinas E; Garcinia cambogia;
Farmacogenética

Abstract

Objective —To investigate the influence of polymorphisms of the CETP (cholesterol ester transfer protein) and APOE (apolipoprotein E) genes
on weight changes and lipid levels during the treatment with G. cambogia. Methods — Thirty three patients with overweight or obesity
received a daily dose of 2.4 grams of a standardized extract of C. cambogia (52.4% hydroxycitric acid). Before the start of treatment and
after eight weeks, lipid profile and anthropometric data were obtained. Results — After the treatment, there were no significant differences
in the response of serum lipids between carriers and noncarriers of the allele APOE*2 and APOE*4. A slight difference, but not significant,
was observed in the comparison between carriers and noncarriers of allele B2 (CETP gene) for HDL cholesterol levels (p=0,086) and trigly-
cerides levels (p= 0,098). There were no significant differences in the weight after treatment according to genotypes. Conclusion —The results
suggest that the variant in the CETP gene may be associated with levels of HDL-c after treatment with G. cambogia. However, an investigation
in a larger sample is needed to confirm these results.

Descriptors: Polymorphism, single nucleotide; Colesterol ester transfer proteins; Apoliproteins E; Garcinia cambogia; Pharmacogenetics

Introducao no gene CETP, o qual codifica a proteina transferidora
de ésteres de colesterol, e no gene APOE, codificante da
Apolipoproteina E, influenciam sobre alteragdes de massa
corporal ou na resposta do perfil lipidico ao tratamento
com G. cambogia.

A Garcinia cambogia é nativa da Asia (familia Guttiferae)
e tem como principio ativo o acido-hidroxicitrico (AHC),
que parece ter acao hipolipemiante, pois inibe a atividade
da ATP-citrato liase, uma enzima responsavel pela bios-
sintese de lipideos’. Alguns dados tém mostrado que a G.

cambogia tem efeito hipocolesterolémico e promove perda Metodos
de peso em humanos*?, embora isso seja controverso®. Individuos
Como obesidade e dislipidemias sao fatores de riscos car- A amostra consistiu em 33 individuos. O desenho ex-
diovasculares bem estabelecidos, torna-se necessario in- perimental do estudo de intervencio com G. cambogia
vestigar se ha genétipos que respondem melhor ao trata- foi descrito anteriormente?. Em resumo, pacientes com
mento com este fitoterdpico. excesso de peso ou obesidade (IMC 35,4 + 6,2 kg/m?)
Até o momento, nao hd estudos que avaliaram a in- foram selecionados. Nenhuma restricdo dietética foi
fluéncia de SNPs (single nucleotide polymorphisms) em aplicada e as dietas usuais foram monitoradas a partir
genes candidatos sobre a resposta clinica e terapéutica de um diario alimentar. Os participantes ndo usavam
ao tratamento com G. cambogia, embora existam estudos medicamentos anoréticos ou hipolipemiantes. Durante
farmacogenéticos para hipolipemiantes tradicionais™®. oito semanas, esses individuos utilizaram doses (800
Dessa forma o objetivo deste trabalho foi avaliar se SNPs mg trés vezes ao dia) de um extrato padronizado de G.
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cambogia (2,4 g/d) na concentragdo de 52,4% de AHC
(DEG Importacdo de Produtos Quimicos Ltda.). Antes
do inicio do tratamento e apds oito semanas, dados an-
tropométricos e perfil lipidico foram obtidos. Este estudo
foi aprovado pelo Comité de Ftica em Pesquisa da Uni-
versidade Feevale.

Analise bioquimica

O colesterol total (CT), triglicerideos (TG) e colesterol
HDL (HDL-c) foram dosados em um analisador auto-
matico (cobas ¢ 111 analyser, Roche®), com excecao
do colesterol LDL (LDL-c), que foi calculado pela equa-
cao de Friedewald’. Os valores de colesterol nao-HDL
(n-HDL) foram obtidos a partir da subtragdo do HDL-
c do CT.

Genotipagem

Os gendtipos para o SNP Taq1B (rs708272) do gene
CETP e no exon quatro do gene APOE (rs429358 e rs7412)
foram obtidos por PCR-RFLP (polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism assay) utilizando
primers e enzimas de restricdo ja descritos na literatura®®.

Brevemente, para o gene CETP a PCR foi realizada
com 15 pmol de cada um dos primers (5'"CACTAGCC-
CAGAGAGAGGAGTGCC3” e 5'"CTGAGCCCAGCCG-
CACACACTAAC3’) além de 21,5 pL de agua, 3 plL de
tampao (contendo, 1.5mM de MgClI?>, 10mM de Tris e
50mM de KCl), 0,2 puL de dNTPs (250uM), 0,5pL (2.5
U) de Tag DNA polimerase e TuL de amostra de DNA.
A reagdo passou pelo seguinte programa de temperatu-
ras: 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°
por 30 segundos, 60°C por 30 segundos, e 72°C por 1
minuto. Por fim uma extensao final de 72° por 5 minu-
tos. O produto amplificado de 535 pb foi clivado com
10U da enzima de restricdo Taq |, por 3 horas a 65°C, e
o resultado visualizado através de eletroforese em gel
de agarose 1,5%, utilizando corante Blue green e mar-
cador de peso molecular de 100 pb.

Para o gene APOE, a PCR foi realizada com 21,5pL de
agua, 3pL de tampao (contendo, 1.5uM de MgCl,-, 10mM
de Tris e 50mM de KCI), TpL (15 pmol) de cada primer
(5’ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC3” e 5'TAAG
CTTGGCACGGCTGTCCAAGGA3’), 0,2uL de dNTPs
(250 uM), 0,5 pL (2.5 U) de 7ag DNA polimerase e TmL
de amostra de DNA. No termociclador, a reacdo passou
pelas seguintes temperaturas: 94°C por 5 minutos, seguido
de 35 ciclos de 95° por 30 segundos, 60°C por 30 segun-
dos, e 70°C por 1 minuto. Por fim uma extensdo final de
70° por 5 minutos. O produto de PCR de 244pb foi
clivado com 10U da enzima de restricao Hhal, por 1 hora
a 37°C, e os fragmentos foram detectados em gel de aga-
rose 3,5% com Brometo de Etideo, utilizando como co-
rante o azul de bromofenol e marcador de peso molecular
50 pb.

Analise estatistica

As frequéncias alélicas foram determinadas pelo mé-
todo da contagem de gendtipos e o teste x* foi utilizado
para avaliar o equilibrio de Hardy-Weinberg. Regressao
linear foi utilizada para ajustar a variagdo na concentra-
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¢ao sérica dos lipidios pelos efeitos do género, idade, in-
dice de massa corpérea (IMC), percentual de gordura e
concentragdo lipidica inicial. A variagao no peso foi ajus-
tada por género, idade e peso no inicio do tratamento.
Os gendtipos do gene APOE foram categorizados em
duas varidveis, denominadas de portadores do alelo E2 e
portadores do alelo E4. Os gendtipos do gene CETP foram
separados em portadores e ndo portadores do alelo B2.

As mudangas no perfil lipidico e peso, de acordo com
os grupos de genétipos, foram avaliadas por teste t. O
teste de Mann-Whitney foi utilizado quando os dados
ndo seguiram a distribuicdo normal. O nivel de signifi-
cancia adotado foi de 5% e os resultados estdo expressos
com média = erro padrdo.

O poder amostral foi calculado através do programa
StatMate 2.0.

Resultados
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Figura 1. Mudanca no perfil lipidico, de acordo com os grupos de ge-
nétipos, apos dois meses de tratamento com G. cambogia
A) Variacao no gene APOE. Portadores do alelo E2 versus nao
portadores (valores ajustados por género, idade, IMC, per-
centual de gordura e concentracao lipidica inicial)

B) Variacao no gene APOE. Portadores do alelo E4 versus nao
portadores (valores ajustados por género, idade, IMC, per-
centual de gordura e concentracao lipidica inicial). Os re-
sultados estao expressos com média + erro padrao

C) Variacao no gene CETP. Portadores do alelo B2 versus
B1B1 (valores ajustados por género, idade, IMC, percentual
de gordura e concentracao lipidica inicial)
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A média de idade da populagdo estudada foi 42,2 +
9,9 anos e 87,9% dos pacientes eram mulheres. As fre-
quéncias genotipicas ndo diferiram das esperadas pelo
equilibrio de Hardy-Weinberg (CETP: x* = 0,584, p=
0,747; APOE: x* = 0 p=1,0). Nessa amostra de pacientes
com excesso de peso e obesos a frequéncia do alelo B2
do gene CETP foi 42%. Para o gene APOE a frequéncia
dos alelos E*2, E*3 e E*4 foram 4,6%, 81,8% e 13,6%,
respectivamente.

Dados preliminares ainda ndo publicados sobre a
utilizacdo da G. cambogia nesta amostra demonstram
efeitos tanto sobre o perfil lipidico quanto sobre o peso.
Apbs oito semanas de tratamento, niveis de CT, TG e
LDL-c foram significativamente diminuidos, enquanto
valores de HDL-c aumentaram. Além disto, foi detec-
tada também uma diminuigao significativa do peso dos
voluntarios.

Ap6s o periodo de intervencdo, ndo foi possivel per-
ceber nenhuma diferenga na resposta do perfil lipidico
entre portadores e ndo portadores do alelo APOE*2 (Fi-
gura 1A), ou do alelo APOE*4 (Figura 1B). Uma dife-
renca modesta, porém ndo significante, foi percebida
na comparagdo entre portadores e ndo portadores do
alelo B2 do gene CETP para os niveis de HDL-c
(p=0,086) e TG (p= 0,098). Nenhuma tendéncia foi de-
tectada para os demais lipidios (Figura 1C). Em relagao
ao peso, ndo foram detectadas diferencas na resposta
ao tratamento entre portadores e niao portadores dos
alelos E*2 (p=0,955), E*4 (p=0,731) e B2 (p=0,845) (da-
dos nao mostrados).

Discussao

Até o momento, ndo existem trabalhos publicados que
avaliaram a influéncia de variagdes em genes candidatos
sobre a resposta a G. cambogia, embora estudos farma-
cogenéticos para hipolipemiantes tradicionais, como os
inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redu-
tase (HMG-CoA redutase), ja tenham sido conduzidos
em populagdes brasileiras®®.

Fiegenbaum et al.®> (2005) ndo encontraram uma in-
fluéncia da variagdo no exon quatro do gene APOE so-
bre a resposta a sinvastatina, um resultado semelhante
ao deste trabalho, apés o periodo de intervengdo com
G. cambogia.

Em relagdo ao SNP no gene CETP, Fiegenbaum et al.?
(2005) mostraram que individuos B2B2 apresentaram um
aumento de HDL-c apés o tratamento com sinvastatina
significativamente maior que portadores do alelo B1
(14,1% vs 1,5%). Os dados referentes ao periodo de in-
tervencdo com G. cambogia demonstram esta mesma
tendéncia relacionada a melhor resposta de portadores
do alelo B2 para niveis de HDL-c, embora ndo tenha
sido possivel atingir significancia estatistica (p=0,086):
enquanto em portadores do alelo B2, valores de HDL-c
aumentaram 34%, em homozigotos B1B1, ocorreu uma
leve diminuicdo (menos 6%).

A proteina CETP promove a transferéncia de ésteres
de colesterol entre lipoproteinas, causando uma dimi-
nuigdo nos niveis de HDL-c. O SNP Taq1B é uma altera-
¢do a principio ndo funcional, que ocorre no intron 1
(nucleotideo 277) e a literatura tem mostrado que o alelo
B2 (menos comum) é associado com baixa atividade da
proteina e consequente aumento dos niveis de HDL-c".
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E possivel que a direcio de dados desta pesquisa indique
uma agdo sinergistica entre a agdo do fitoterapico e a
presenca de uma proteina CETP com menor funcionali-
dade. Desta maneira, a possivel agdo benéfica da G.
cambogia seria anulada pela presenga de uma CETP mais
funcional, ou seja, em portadores do alelo B1.

Talvez o tamanho da amostra seja uma limitagdo para
o encontro de alguma influéncia significativa, uma vez
que ela teve apenas ~70% de poder (o em 0,05) para
detectar uma diferenga média na concentragao de HDL-
c de 0,30 mmol/L entre os genétipos.

Conclusao

Os presentes resultados sugerem que o SNP no gene
CETP pode estar envolvido na modulagdo dos niveis de
HDL-c apés o tratamento com G. cambogia. Porém, de-
vido a utilizagdo disseminada de fitoterapia em geral
pela populagdo, e do amplo uso deste agente fitoterdpico
em especial, torna-se clara a necessidade deste tipo de
abordagem em estudos similares em outras populagdes,
e com amostras maiores. Somente assim, seria possivel
no futuro a utilizagao deste tipo de dado para uma per-
sonalizagdo do tratamento com G. cambogia.
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