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Caes Collies, e raca descendentes, como Border Collie, Sheepdog, Pastor de
Shetland, entre outras, possuem uma alta incidéncia de uma mutacao no gene
MDR1, denominada MDR1 nt230(del4). O MDR1, também conhecido como
ABCBL1 é o gene que traduz a P-glicoproteina (P-gp), uma proteina de membrana
celular transportadora de multiplos farmacos. A P-gp contribui para a funcao de
barreira de varios tecidos e 6rgaos, funcionando como uma bomba de efluxo
para muitos substratos medicamentosos. Diminuicdo na expressdo desta
proteina € associada a sensibilidade a farmacos. Animais homozigotos para a
mutacdo apresentam a supresséao total de uma P-gp funcional o que leva a
intoxicacdo ou intensificacdo dos efeitos adversos aos farmacos que esta
proteina tem como substratos, e um animal heterozigoto apresenta uma maior
sensibilidade a estes, devido a uma diminuicdo na expressao proteica. Muitos
medicamentos utilizados na medicina veterinaria foram identificados como
substratos da P-gp, a ivermectina € o mais conhecido, mas vincristina,
vinblastina, doxorrubicina, morfina, ranitidina, tetraciclina, dexametazona e
muitos outros também sao substratos. Desta forma, este artigo tem o objetivo de
elucidar a importancia da P-gp, assim como divulgar as racas propensas a
mutacgdo e os farmacos que ndo devem ser utilizados ou devem ser utilizados
com cautela, em doses mais baixas.
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INTRODUCAO

A resisténcia a multiplas drogas (MDR) foi inicialmente observada em
células tumorais na década de 60. Na década de 70, foi demonstrado que o
acumulo de farmacos em tecidos ndo depende somente de sua capacidade de
penetrar nas células, mas também da sua capacidade de sair delas. Dano (1973)
realizou um estudo em uma cultura de células tumorais e observou que ocorria
uma acentuada diminuicdo da concentragdo do farmaco no interior destas
células, fato observado em menor intensidade nas células normais (wild type),
sugerindo uma extrusao ativa da medicacdo nos dois tipos celulares de modo

diferenciado. Juliano e Ling (1976) conseguiram isolar uma glicoproteina de



membrana a partir de uma cultura de células ovarianas de hamster chinés
resistentes a colchicina (CHR). Essa proteina isolada foi entdo denominada P-
glicoproteina (P-gp). O gene responsavel pela expressao da P-gp € o MDR1,
também conhecido como ABCB1 (SCHINKEL, 1997).

A P-gp € uma importante proteina de transporte, sendo identificada em
diversos tecidos. Conforme a localizacao anatémica, a funcéo de protecéo da P-
gp pode ocorrer em trés estdgios: 1) a P-gp limita a absor¢cdo de farmacos
administrados por via oral, por sua expressao nos enterocitos; 2) apos absor¢ao
do farmaco, a P-gp promove sua eliminacao pela bile ou renal por sua expressao
nas membranas dos canaliculos hepaticos e na membrana luminal do tabulo
proximal nos néfrons; 3) uma vez atingido a célula alvo, a P-gp limita a
concentracdo do farmaco nas células (FROMM, 2004). A P-gp age protegendo
os tecidos as medicacfes possivelmente toxicas e prevenindo o acumulo de
farmacos em 6rgdos mais sensiveis (FROMM, 2004; KUDZI et al.,, 2010;
TANABE et al., 2001).

A proteina ja foi identificada na espécie humana, em camundongos, ratos,
caes, equinos, bovinos, macacos (LINARDI e NATALINI, 2006), cobaios (SAITO
et al., 1997), ovelhas (BOUGOIN et al., 2008), gatos (VAN DER HADEN et al.,
2009). A estrutura da P-gp apresenta alto grau de semelhanca entre as espécies,
nos camundongos ha 87% de homologia com a proteina da espécie humana
(ALLER et al., 2009).

1 MECANISMO DE TRANSPORTE DA P-GP

A P-gp funciona como uma bomba de efluxo celular, de maneira que, a
partir da hidrélise de ATP, transporta para fora da célula uma série de substratos
dos seus dominios intracelulares para os extracelulares (DEAN et al., 2001;
FROMM, 2004; UEDA et al., 1987). A P-gp possui uma grande cavidade interna
que fica aberta para o citoplasma e para a camada lipidica interna da membrana.
A proteina possui dois portais, locais de ligacdo dos substratos para o seu
transporte. A partir de estudos utilizando marcadores moleculares, evidenciou-
se que a proteina permite o acesso de substratos hidrofébicos diretamente da

membrana, durante sua difusdo para o interior da célula (ALLER et al., 2009).



Da mesma maneira, substancias anfipaticas também sao interceptadas durante
a sua passagem pela membrana celular (Figura 1). Estas substancias séo
removidas da célula antes mesmo de atingirem o citoplasma. Esse mecanismo
propicia um acumulo das substancias transportadas na interface lipidio-dgua da
porcao externa da membrana (GUTMANN et al., 2009).
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Figura 1. (a) Ciclo de transporte do efluxo de substratos pela P-gp. O substrato
€ representado na cor vermelha e o ATP na cor roxa. (b) Proteina vista
de cima, com suas 12 por¢des transmembrana (TM) e a porgéo central
demonstrando o local de ligagdo com o substrato ou inibidor. A P-gp
ppossui tamanho de cerca de 70 A de diametro (no plano da
membrana) por 136 A altura (perpendicular & membrana)

Fonte: Chen et al., 2012 (modificado).

2 SUBSTRATOS E INIBIDORES DA P-GLICOPROTEINA

A P-gp pode interagir com um grande ndmero de compostos
estruturalmente diversos, sugerindo multiplos sitios de ligacdo. De acordo com
as interacdes, estes compostos podem ser classificados em trés categorias:
substratos, inibidores e moduladores. Substratos sdo aqueles ativamente
transportados pela P-gp, enquanto que aqueles que comprometem a funcéo de
transporte sédo classificados como inibidores. Os moduladores ndo interagem
com os mesmos sitios de ligagdo dos substratos, mas reduzem a afinidade dos
substratos a proteina, sendo o efeito bioldgico dos inibidores e moduladores
muito semelhante (CHEN et al., 2012).



Alguns ligantes interagem com o transportador como molécula simples,
mas alguns interagem em pares. A ligacao do substrato com um sitio de ligacéo

aumenta a interacdo no outro sitio (GUTMANN et al., 2009).

Inibidores como o verapamil s&o substratos para o transportador e inibem
a funcao de transporte de um modo competitivo sem interromper o ciclo catalitico
da P-gp. Outros agentes moduladores, como a ciclosporina-A, inibem o
transporte por interferirem com o reconhecimento do substrato e a hidrolise de
ATP. Devido a alguns dos farmacos inibidores serem substratos para a bomba,
altas concentracfes destes compostos podem ser necessarias para permitir o
acumulo de drogas citotoxicas em células que “superexpressam” a P-gp
(MORONI et al.,, 2008). Alguns protocolos quimioterapicos utilizados em
neoplasias fazem uso deste principio, utilizando concomitantemente farmacos
inibidores, como a ivermectina, aumentando entdo a concentracdo do farmaco
antineoplasico na célula tumoral (POULIOT et al., 1997). A poténcia dos
inibidores normalmente depende da droga citotoxica para a qual a resisténcia
estd sendo sensibilizada, por exemplo, o verapamil € um potente inibidor da
resisténcia de daunorrubicina, paclitaxel, e vinblastina, enquanto a ciclosporina-
A é um melhor inibidor de resisténcia a colchicina (MORONI et al., 2008).
Kukanich et.al (2005) realizaram estudo com 6 caes, utilizando o cetoconazol
como inibidor da P-gp na administragdo de metadona e este mostrou-se fraco
inibidor, aumentando a absor¢do da metadona (substrato da P-gp) em apenas

um dos caes do experimento.

A P-gp possui um amplo espectro de substratos, tdo pequeno quanto 330
daltons até 4000 daltons, incluindo antiparasitarios, antineoplasicos,
glicocorticoides, analgésicos e glicosideos cardiacos (BAARS et al., 2008). A
maioria dos substratos da P-gp sédo hidrofobicos, sendo que varios possuem
anéis aromaticos (ALLER et al.,2009). Estudos demonstram a relevancia da P-
gp na farmacocinética e disposicdo de muitos farmacos, pois sua expressao
limita o acesso de medicagcbes ao tecido alvo e interfere com a absorcao
intestinal quando administrados pela via oral (MEALEY, 2004; KUKANICH, et al.,
2005). Varios substratos da P-gp sao identificados a cada ano. Na Tabela 1 s&o

citados alguns substratos e inibidores da P-gp.



Tabela 1- Farmacos substratos e inibidores da P-gp

Substratos da P-gp

Antagonista B adrenérgico.  Antinflamatério: Blogueadores de canal Inibidores das

Bunitrolol Colchicina de Ca?*: proteases do
Carvedilol Diltiazen HIV:
Celiprolol Antifangico Mibefradil Amprenavir
Talinolol Itraconazol Nicardipina Indinavir
Reserpina Verapamil Nelfinavir
Antineoplésicos: Ritonavir
Antiacidos: Actinomicina Bloquedores Saquinavir
Cimetidina Daunorrubicina Neuromusculares:
Ranitidina Docetaxel Vecurénio Opioides:
Doxorrubicina Azimalodina
Antialérgicos: Etoposide Cardiotonicos Fentanil
Fexofenadina Imatinib Digitoxina Loperamida
Terfenadine Irinotecan Digoxina Metadona
Mitomicina C Morfina
Antiarritmicos: Paclitaxel Esteroides: Pentazicina
Amiodarona Tamoxifen Aldosterona
Quinidina Tapotectan Corticosterona Psicotropicos:
Propafenona Teniposida Cortisol Amitriptilina
Vinblastina Dexametazona Carbamezepina
Antibacterianos: Vincristina Hidrocortisona Felbamato
Cefazolina Vindesina Metilprednisolona Fenitoina
Cefoperazon Progesterona Fenobarbital
Eritromicina Antieméticos: Flufenazina
Esparfloxacina Domperidona Imunossupressores: Gabapentina
Fenoxazina Ondansetrona Ciclosporina A Lamotrigina
Gramicidina Sirolimus Perfenazina
Levofloxacina Antiparasitario Tacrolimus Topiramato
Rifampicina Ivermectina
Tetraciclina
Valinomicina
Inibidores da P-gp
Alcaloides Estruturas com Neurolépticos Outros
Colchicina anéis triciclicos Fenotiazinas Cetoconazol
Reserpina Acetato de resurfina Flufopentixol Ciclosporina
Staurosporina Acridina Tioxanteno Cloroquina
Fenantrolina Ivermectina
Fenotiazina Peptideos Quinidina
Fenoxazina Prenilcisteinas Primaquina
Quinacrina Valspodar
Xantene Verapamil

Lista baseada em revisao bibliogréfica (BRINKMANN e EICHELBAUM, 2001; GONZALEZ,
2006; GOTTESMAN e PASTAN, 1988 MEALEY, 2004)



3 EXPRESSAO TECIDUAL DO MDR1

A P-gp esté presente principalmente em tecidos excretores, como figado e
rins, promovendo a eliminacdo de farmacos na bile e urina; em tecidos que
funcionam como barreiras, como intestino, endotélio vascular cerebral, testicular,
ovariano e placenta. Fojo et al. (1987) identificaram a expressao do gene MDR1
em uma grande escala nos rins e glandulas adrenais, em uma média escala nos
pulmdes, figado, jejuno, colon e reto e em escalas menores em outros tecidos
como coracdo, subcutaneo, pele, baco, medula 6ssea, e medula espinhal.
Couture et al. (2006) através de ampla revisdo da expressdo da P-gp no tecido
cardiaco demonstraram a importancia desta proteina como barreira de defesa
para o miocéardio, semelhante a hemato-encefalica. O uso concomitante de
medicacdes utilizadas para a insuficiéncia cardiaca com outros substratos da P-

gp pode causar intera¢cdes medicamentosas importantes.

Células sanguineas mononucleadas também expressam a P-gp,
permitindo a pesquisa de sua expressao a partir de sangue periférico (ROBEY
et al., 2006; TURRIZIANI et al., 2008). A presenca da P-gp em linfocitos T e B,
mondcitos, macrofagos e células NK (natural killer) tem como provavel funcéo
fisiolégica a liberagdo de citocinas. Células tronco da medula 6ssea também
expressam a P-gp, tendo nestas a provavel funcéo de protecdo celular contra
agentes toxicos (GUPTA e GOLLAPUDI, 1993).

Recentemente foi realizado um estudo em cées, nos quais identificaram
uma expressao elevada de P-gp na conjuntiva ocular, e em niveis menores na
cornea (HARITOVA et al., 2013).

A exposicéo a farmacos substratos da P-gp aumenta a expresséao celular
da mesma. Couture et al. (2006) constataram, apos revisdo de diversas
publicacdes, que este mecanismo de up-regulation pode ser correlacionado a
um aumento da expressao génica ou a um aumento do tempo de meia vida da

proteina.



4 MUTACAO MDR1 NT230(DEL4) EM CAES

Preston (1983) e Seward (1983) fizeram os primeiros relatos de
intoxicagbes de caes Collie a ivermectina. Uma intoxicacdo acidental com
ivermectina matou muitos camundongos de uma linhagem knockout para o gene
MDR1 (SCHINKEL et al., 1994).

As ivermectinas sdo utilizadas como parasiticida por levarem a uma
paralisia da musculatura dos invertebrados, por ativacdo de canais de cloreto
presentes no sistema nervoso periférico dos invertebrados (ROULET et al.,
2003). A ivermectina ndo causa paralisia nos vertebrados, pois nestes, a P-gp
presente na barreira hematoencefalica impede sua acdo nos canais de cloreto
controlados pelo glutamato presentes apenas no SNC (NEFF et al., 2004).

Mealey et al. (2001) fez um mapeamento génico do MDR1 em cées que
apresentavam sensibilidade a ivermectina, revelando uma delecdo de 4 pares
de base no exon 4, denominando a mutagdo como MDR1 nt230 (del4), também
conhecida como MDR1-1A ou ABCB1-1A (NEFF et al., 2004). Sendo assim, a
diminuicao ou auséncia da P-gp que ocorre em caes com a mutacao deixa estes
animais suscetiveis a intoxicacdes graves por ivermectina. Essa delecéo resulta
em codons stop prematuros, a sequéncia de aminoacidos traduzida equivale a
menos de 10% da P-gp. Sendo assim, homozigotos para a mutagcdo nao
expressam a P-gp, mostrando alta sensibilidade a varios substratos deste
transportador, tais como moxidectina, milbemicina, acepromazina, butorfanol,

digoxina, vincristina e loperamida (GRAMER et al., 2010).

Neff et al. (2004) realizaram um estudo filogenético baseado em relatos de
racas que apresentaram intoxicacbes a medicacdes e em linhagens Collie
descendentes. Neste estudo, apds a andlise genética de mais de 4000 caes, 7
racas da linhagem dos Collies e duas ragas da linhagem dos galgos
apresentaram pelo menos um alelo mutante. Apés analise da origem de cada
raca que apresentava a mutacao, os pesquisadores chegaram a concluséo que
esta teria iniciado a partir de um ancestral comum que vivia na Gra-Bretanha
anteriormente ao ano de 1873, ano em que iniciou o isolamento genético das

racas.



A Tabela 2 lista as racas de cdes que apresentaram a mutacdo MDR1 nt230
(del4) em trés estudos de diferentes paises. A Figura 2 ilustra as diferentes racas

citadas.

Tabela 2- Racas de cédes que apresentaram a mutacdo MDR1 nt230 (del4)
comprovada por analise génica, frequéncia encontrada de alelos
mutantes em trés estudos em diferentes paises.

Frequéncia do alelo mutante (%)

RACA Neffetal., 2004 Grameretal., 2010 Kawabata et al., 2005
EUA Alemanha Japéo
n = 4000 n= 6544 n=193
Australian Shepherd 16,6 22 33,3
Australian Shepherd mini 25,9 24 -
Border Collie - 1 -
Collie 54,6 59 58,3
English Shepherd 7,1 - -
Longhaired Whippet 41,6 45 -
McNab 17,1 - -
Old English Sheepdog 3,6 4 -
Pastor de Shetland 8,4 30 1,2
Pastor Branco Suico - 14 -
Silken Windhound 17,9 - -
Waller - 17 -
Mestico Collie - 8 -
SRD - 2 -

Na Universidade Estadual de Washington, nos Estados Unidos, o grupo de
pesquisa que identificou a mutacdo MDR1nt230(del4) em caes oferece o servi¢o
de genotipagem de caes para a referida mutacdo a partir de swab bucal. No
Brasil, Baja (2013) avaliou a mutacdo MDR1 em 20 cées da raga Collie, dos

quais 70% apresentaram a mutacao canina MDR1 nt230 (del4).



Pastor Branco Suico
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Figura 2. Racas de cédes com identificacdo da mutacdo MDR1nt230 (del4).

CONSIDERACOES FINAIS

A genotipagem para a mutacdo do MDR1 em racas descendentes de Collie,
assim como SRDs fenotipicamente semelhantes a estas ragas, € importante
para avaliar o maior risco de intoxicagfes por farmacos comumentes utilizados

na pratica terapéutica da medicina veterinaria.



Foram descritas diversas intoxicacdes graves em caes homozigotos para a
mutacdo MDR1 nt230 (del4). A sensibilidade a ivermectina de Collies tem sido
amplamente relatada ao longo dos anos e correlacionada aos Collies, levando a
morte na maioria das vezes (HOPPER et al., 2002; PAUL et al., 1987; PULLIAM
et al.,, 1985; TRANQUILLI et al.,, 1989). Também foram descritos efeitos
neurotdxicos graves apos o uso de doses terapéuticas Unicas de moxidectina
(GEYER et al.,, 2005) e doramectina (YAS-NATAN et al., 2003), farmacos
antiparasitarios da classe das avermectinas; assim como loperamida, um opioide
utiizado como antidiarreico; e dexametasona, anti-inflamatorio corticoide

amplamente utilizado na veterinaria (MEALEY et al., 2007).

Individuos heterozigotos para a mutacao possuem uma sensibilidade maior
que individuos sem a mutacdo. Substratos da P-gp como a vincristina,
vimblastina e doxorrubicina provocaram efeitos adversos neurotoxicos em céaes

com um alelo mutante e um normal para o gene MDR1 (MEALEY et al., 2003).

Farmacos como a vincristina e vimblastina s&o amplamente utilizados como
terapia antineoplasica em cées. Krugman et al. (2011) foi relatado o caso de um
Collie realizando tratamento quimioterapico com vincristina que apresentou
graves sinais neurolégicos, tais como automutilacdo, ataxia, déficit
proprioceptivo e dor ortopédica grave, além de vémito, diarreia e inapeténcia.
Apés teste génico, se identificou a mutacdo MDR1 nt 230 (del4).

A sensibilidade de caes a farmacos substratos da P-gp nao fica restrita
apenas a raca Collie, tampouco ao substrato ivermectina, desta maneira a
determinacao de um status génico frente a mutacéo canina do gene MDR1 torna-
se uma ferramenta indispensavel para a individualizacdo terapéutica dos
pacientes, evitando possiveis intoxicacbes e reacfes adversas
medicamentosas, além de auxiliar na monitoracdo da mutacdo frente aos

criadores das racas predispostas.
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