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RESUMO

As vastatinas sao inibidores da enzima HMG-CoA redutase que revolucicnaram
o tratamento e a prevensao das doengas isquémicas e coronarianas. A resposta as
vastatinas é influenciada por iniumeros fatores, incluindo deterinantes ambientais e
genéticos, como proteinas variantes envolvidas no metabolismo lipidico e na
bicdisponibilidade de farmacos. CYP3A4 é a isoenzima mais abundante do citocromo
P450 no figado de humanos adultos e &€ de extrema importancia no metabolismo de
muitos farmacos, incluindo as vastatinas. A grande variabilidade na expressdo da
CYP3A4 entre os individuos pode ter alto impacto na eficacia de tratamentos
farmacolégicos. Para investigagdo da importdncia das variantes da CYP3A4 na
resposta a atorvastatina, o gene CYP3A4 foi rastreado para mutagdes em 63 individuos
brancos e 25 negros, brasileiros, sem vinculo familiar, com hipercolesterolemia
primaria, bem como 32 individuos brancos com hipercolesterolemia famitiar, tratados
com atorvastatina (10mg/dia/4sem e 20 mg/dia/4sem). O promotor, 13 éxons e as
seqléncias flanquedoras dos introns do gene CYP3A4 foram rastreados por PCR-
SSCP e por sequenciamento de DNA. Foram detectadas a mutagdo missense R162Q
(alelo CYP3A4*15A) no éxon 6 e uma mutagdo nova, no intron 7 (15752insG).
Encontrou-se também uma mutagdo silenciosa (c.1134A>G) e cinco mutagoes
missense novas (L373V, E374A, D380A, S398l, A403H) no éxon 11. As frequéncias
das mutagbes no éxon 6 foram 0,060 e 0,000 em negros e brancos, respectivamente,
enquanto as freqliiéncias das mutages do éxon 11 variaram de 0,040 a 0,060 e de
0,008 a 0,016 em negros e brancos, respectivamente. As freqiéncias do alelo
CYP3A4*1B da regido promotora e da variante no intron 7 foram de 0,056 e 0,380 em
individuos brancos e negros, respectivamente. Foi observada associagao entre essas
duas variantes. Apos tratamento com atorvastatina (10mg/dia/4sem), individuos
portadores dos alelos CYP3A4*1B ou CYP3A4*15 e da mutagdo no intron 7 tiveram
resposta similar aos portadores do alelo comum. Por outro lado, portadores de
mutagdes no éxon 11 tiveram maior redugdo (53%) nas concentragdes de LDL-C do
que os sem mutagoes neste éxon (38%). Esses resultados indicam que as mutagoes no
éxon 11 do gene CYP3A4 podem estar associadas com maior resposta a atorvastatina
em individuos hipercolesterolémicos brasileiros. Portanto, a identificagdo de variantes
da CYP3A4 podem contribuir para estabelecer o perfil farmacogenético de pacientes
tratados medicamentos hipolipemiantes.



ABSTRACT

Statins are HMG-CoA reductase inhibitors that have revolutionized the
treatment and prevention of coronary heart diseases. The response to statins is
influenced by a number of factors, including enviroment and genetic determinants,
such as variants of proteins involved in lipid metabolism and drug bioavailability.
CYP3Ad4 is the most abundant isoenzyme of cytochrome P450 in adult human liver
and plays a pivotal role in the metabolism of many drugs, including some statins.
The large variability of CYP3A4 expression among individuals may have a strong
impact on the efficacy of drug treatment. in order to investigate the role of CYP3A4
variants in response to atorvastatin, CYP3A4 gene was screened for mutations in 63
white and 25 black unrelated Brazilian individuals with primary hypercholesterolemia
and in 32 white familial hypercholesterolemic treated with atorvastatin (10mg/d/4w
and 20 mg/d/4w). The promoter, 13 exons and the flanking intron sequences of the
CYP3A4 gene were screened by PCR-SSCP analysis and by DNA sequencing. We
found one missense mutation (R162Q, CYP3A4*15A allele) in exon 6 and one new
intronic mutation in intron 7 (15752insG). We also found one novel silent
(c.1134A>G) mutation and five novel missense (L373V, E374A, D380A, S398I,
A403H) mutations in exon 11. Frequencies of mutations in exon 6 were 0.060 and
0.000, in black and white individuals, respectively, while frequencies of exon 11
mutations varied from 0.040 to 0.060 and from 0.008 to 0.016 in blacks and whites,
respectively. Frequencies of the CYP3A4*1B allele (promoter region) and intron 7
variant were 0.056 and 0.380 in white and black subjects, respectively. An
association between both variants was found. After treatment with atorvastatin
(10mg/d/4w), individuals carring CYP3A4*1B or CYP3A4*15 alleles and the novel 7
intronic mutation have similar therapeutic response to those with common allele. On
the other hand, carriers of the exon 11 mutations have higher reduction (53%) of
LDL-C levels than the non-carriers (38%) indicating that mutations in exon 11 of the
CYP3A4 gene maybe associated with higher response to atorvastatin in Brazilian
hypercholesteroiemic individuals. Therefore, the identification of the CYP3A4
variants may contribute to the pharmacogenetic profile of patients treated with

lowering-lipid drugs.



1. INTRODUGAO

1.1. Aterosclerose e Hipercolesterolemia

A aterosclerose € uma doenga de evolugdo lenta e progressiva que
apresenta indices de morbidade e mortalidade alarmantes em todo mundo.
Constitui um grave problema de Saude Publica tanto para paises
desenvolvidos como os Estados Unidos, Finlandia e Inglaterra, como para
paises em desenvolvimento, como o Brasil (Lotufo, 1997).

Varios sdo os fatores de risco que predispdem ao desenvolvimento da
aterosclerose, em especial, a doenga arterial coronariana (DAC). Esses
fatores podem ser ambientais, tais como, dieta, sedentarismo, tabagismo,
entre outros, bem como genéticos que incluem histérico familiar,
dislipidemia, hipertensdo, Diabetes Melitus, entre muitos outros. As
dislipidemias, em especial a hipercotesterolemia, constituem um fator de
risco indiscutivel para as complicagbes cardiovasculares de natureza
aterosclerdtica (Simons, 1986; Kannel et al., 1979; Stamler et al., 1986).

A associagdo entre o aumento do colesterol plasmatico e a
predisposigao a aterosclerose em humanos, foi sugerida pela primeira vez,
em 1938, por Thanhauser e Muller. Iniciado no final da década de 40, o
estudo de Framingham demonstrou que os valores de colesterol total (CT),
colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) e colesterol da
lipoproteina de alta densidade (HDL-C) se prestam como indicadores de
risco no surgimento da doenga aterosclerética (Castelli, 1984). Outro estudo
bastante expressivo, por envolver 360.000 individuos com seguimento de 6
anos, foi o Multiple Risk Factor intervention Trial (MRFIT), iniciado na
década de 80, nos Estados Unidos (Stamler et a/. 1986). De acordo com o
MRFIT, o risco de morte por DAC aumenta significativa e progressivamente



para concentragoes plasméaticas de colesterol total superiores a 182 mg/dL.
Assim, dos 35 aos 57 anos, a mortalidade por DAC variou de 202,4/100.000
habitantes para valores de colesterol total inferiores a 182 mg/dL para
830,9/100.000 habitantes para concentragdes de colesterol total superiores a
245 mg/dL, com um risco relativo de 2,4 (Stamler ef al., 1986).

Outros dois estudos também se destacaram na associagdo da
hipercolesterolemia com elevada incidéncia de DAC: o Estude do Sete
Paises e o Estudo da Organizagdo Mundial da Saude (OMS). O primeiro
demonstrou que a freqgléncia de coronariopatia se relaciona com
colesterolemia total elevada e com dietas alimentares ricas em gorduras e
colesterol, em 11.000 individuos de cidades do Japao, Holanda, Finlandia e
Estados Unidos com (Keys, 1970). O Estudo da OMS mostrou que os
indices de mortalidade por DAC se correlacionavam diretamente com as
concentragoes médias de colesterol e HDL-C das populagdes de 27 paises
estudados (Simon, 1986).

Estudos mais recentes avaliaram individuos hipercolesterolémicos
tratados com vastatinas para prevengdo primaria (WOSCOPS e
AFCAPS/TexCAPS) ou secundaria (4S, CARE e LIPID) de eventos
coronarianos (Shepherd et al., 1995; Downs ef al., 1998; The Scandinavian
Simvastatin Survival Study group, 1994; Sacks et al., 1996, The LIPID study
group, 1998). Esses estudos mostraram que a redugdo da colesterolemia
estava associada com a diminuicdo dos eventos coronarianos e/ou
mortalidade.

Assim, mais de 60 anos de estudo da hipercolesterolemia,
demonstraram inequivocamente que esta condigao € fator de risco
importante para o desenvolvimento da doenga aterosclerotica e que a
diminuigdo das concentragbes plasmaticas de colesterol constituem

prevengao importante de risco aterosclerdtico.



1.2. Terapeéutica nas hipercolesterolemias

No tratamento da hipercolesterolemia, a orientagao iniciai & sempre
dietética, sendo que a necessidade posterior de terapia medicamentosa nao
exclui a manutengao permanente de dieta alimentar. A orientagao dietética é
feita através da restrigdo de alimentos ricos em colesterol, do uso de
proporqc"’)es adequadas de gorduras saturadas, monoinsaturadas e
poliinsaturadas, bem como da maior ingestdo de fibras. E importante
ressaltar que a orientagdo dietética fornece resultados excelentes no
tratamento da hipertrigliceridemia, porém ela proporciona respostas muito
precarias para a redugé@o da hipercolesterolemia. Assim, a constatagao de
concentragdes de LDL-C superiores a 160 mg/dL apds restrigao dietética,
justifica a utilizagdo de medicamentos hipocolesterolemiantes associados a
dieta pobre em gordura saturada e colesterol (Giannini, 1998).

Os farmacos utilizados no tratamento da hipercolesterolemia sao as
vastatinas, fibratos, resinas seqiiestrantes de acidos biliares, acido nicotinico
e seus derivados e probucol (Giannini, 1998; Diretrizes..., 2001).

As vastatinas sdo um grupo de principios ativos que inibem a agéo da
3-hidroxi-3-metilglutari! coenzima A redutase, enzima chave na biossintese
intracelular de colesterol, por constituir etapa limitante do processo
(Vaughan, 1996). Como conseqiiéncia da inibigdo dessa enzima ha
diminuigdo da sintese de coiesterol. Desse modo, as quantidades
intracelulares de colesterol diminuem, 0 que estimula a transcrigao e a
sintese de receptores de LDL (RLDL). O maior numero de receptores de
LDL na superficie celular proporciona maior captagao das particulas de LDL
circulantes, 0 que diminui a colesterolemia e restabelece a homeostase
intracelular de colesterol (Figura 1) (Lennernds & Fager, 1997; Vaughan et
al., 2000).

As vastatinas reduzem o LDL-C de 20-55%, dependendo da dose e
da vastatina utilizada (ORGANIZAGCAO MUNDIAL DA SAUDE, 1998). Hoje,
ja estéo sendo disponibilizadas vastatinas mais potentes, que proporcionam

maiores redugdes da hipercolesterolemia, com doses mais baixas.
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Figura 1. Regulagao da sintese intracelular de colesterol. A inibigao da HMG-CoA

redutase por agao das vastatinas reduz as concentragdes intracelulares de

colesterol, o que ativa as proteases SP1 e SP2, as quais promovem a clivagem das
sterol regulatory element-binding proteins (SREBPSs) no reticulo endoplasmatico. As

SREBPs sao transportadas para ¢ nicleo da célula, onde estimulam a expressao
de receptores de LDL (RLDL), pela ligagao aos stero! regulatory element (SRE),
localizados na regido promotora do gene do RLDL. A expressdo elevada de RLDL

aumenta a endocitose da LDL mediada por receptor, que diminui as concentragdes

de LDL plasmatica. A inibicdo da HMG-CoA redutase também reduz as

concentragdes intraceiulares de isoprendides, intermediarios da biossintese de

colesterol. Adaptado de Vaughan et al., 2000.
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Outros efeitos benéficos das vastatinas, denominados efeitos
pleiotrépicos, também contribuem na prevengido de eventos coronarianos
(LaRosa, 2001). Esses efeitos promovem principalmente estabilizagdo da
placa aterosclerdtica por diminuir a oxidagdo da LDL e a avidez do
macrofago pela LDL oxidada (Avariam et al., 1992); redugdo da expressao
vascular de moléculas de adesdo (Kimura et al., 1997; Lehr ef al., 1993);
inibigao da proliferagao e migragéo de células musculares lisas (Rogler et al.,
1995; Negre-Aminou et al., 1997); modificagdo bioquimica das fungdes
endoteliais, transformando o endotélio de predominantemente protrombdtico
e vasospastico em vasoresistente e vasodilatado (Liao et al., 1995); inibigdo
da biossintese de isoprendides e como consequéncia, diminuicdo da
geragdo de anions superdxido por atenuar a isoprenilagao da NADPH
oxidase (Bokoch & Prosanitz, 1992; Chen et al, 1997) (figura 1); e
finalmente, agao anti-trombdtica, por reduzir a reatividade plaquetéria
(Notarbartolo et al.,, 1995; Mayer et al., 1992; Lacoste et al., 1995).

O potente efeito redutor de LDL ptasmatica das vastatinas faz com
que sejam os farmacos de primeira escolha no tratamento da
hipercolesterolemia. As vastatinas em uso no Brasil sdo: lovastatina,
sinvastatina, pravastatina, fluvastatina e atorvastatina. Outras duas
vastatinas, rosuvastatina e pitavastatina se encontram em fase final de
testes clinicos com seres humanos e em breve estardo disponiveis para uso
de pacientes hipercolesterolémicos.

Os estudos de prevengao primaria WOSCOPS e AFCAPS/TexCAPS
e de prevengdo secundaria 4S, CARE e LIPID, que utilizaram vastatinas
para a reduzir as concentragoes plasmaticas de colesterol, demostraram que
esta classe de medicamentos apresenta poucos efeitos adversos, que
somam cerca de 2%.

Os efeitos adversos mais importantes sdo de nétureza muscular,
manifestado por mialgia e/ou elevagdo da enzima creatina quinase (CK), e
as de natureza hepatica, podendo haver elevagdo das enzimas alanina
amino transferase (ALT) e aspartato amino transferase (AST), com

rarissimos casos de hepatite toxica. A elevagdo nas concentragdes de
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Os fibratos constituem um grupo de substéncias que tém seus efeitos
‘mais pronunciados na redugdo das lipoproteinas ricas em triglicérides,
porém que também exercem algum efeito na diminuigdo das LDL
circulantes. Adicionalmente, os fibratos diminuem a quantidade de LDL
pequenas e densas e aumentam o HDL-C. Sua utilizagao para o tratamento
da hipercolesterolemia se limita, porém, aos pacientes que ndo respondem a
vastatinas e/ou aos sequestrantes de acidos biliares (Betteridge, 1993). Os
principios ativos da classe dos fibratos sdo: bezafibrato, gemfibrozil,
etofibratos, fenofibrato e cipofibrato.

A agao dos fibratos se explica pela ligagdo dos mesmos aos
peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs). Os PPARs sao
membros de uma familia de receptores nucleares de fatores de transcri¢ao
especificos, e podem ser do tipo alfa, beta/delta ou gama. A ligagao dos
fibratos aoc PPARqa induz a ativagao ou a inibigdo de multiplos genes
envolvidos no metabolismo lipidico pela ligagao do PPARa ativado aos
peroxisomo proliferator response elements (PPRE), localizados na regiao
promotora dos genes (Fruchart et al., 1999).

Os fibratos reduzem as concentragdes plasmaticas de triglicerideos
(TG) alterando a expressdo de inumeros genes que codificam proteinas
envolvidas no metabolismo dos &cidos graxos, tais como proteina
transportadora de acidos graxos (FATP), acil-CoA sintetase, e outros, alem
de promover aumento na sintese de lipase lipoprotéica e diminuigdo da
sintese de apolipoproteina CIII (apo CIII).

O uso de fibrato proporciona redugao média de TG entre 35 e 50%,
podendo chegar a 70% em alguns casos. Os fibratos elevam as
concentracdbes de HDL em até 25%, pelo aumento na sintese das
apolipoproteinas Al (apo Al) e All (apo All) (Fruchart et al., 1999; Staels &
Auwerx, 1998). Além desses efeitos, os fibratos também promovem a
redugdo da produgdo de apolipoproteina B (apo B) e colesterol da
lipoproteina de muito baixa densidade {VLDL-C) (Lamb et al, 1993). A
resposta da colesterolemia a agao dos fibratos é pequena, com médias de
reducéo de colesterol total que variam entre 8 e 15% (Giannini, 1998).
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Os fibratos geralmente sao bem tolerados, mas podem determinar
distlurbios gastrintestinais (diarréia, dores abdominais, nauseas), tonturas,
cefaléia, prurido, urticaria, diminuigdo da libido e, excepcionalmente, dores
musculares e até miosite. Esses efeitos adversos aparecem em 5% dos
casos. Elevagdes de enzimas hepaticas e musculares e da creatinina sao
raras, mas seu uso ndo & aconselhavel em individuos portadores de
hepatopatias (Giannini, 1998).

Os seqUlestrantes de acidos biliares sao resinas como a colestiramina
e o colestipol, porém este ultimo nao & comercializado no Brasil (Giannini,
1998). Um novo representante desta classe, que esta para ser langado, é
colesevelam, mais potente, com menor incidéncia de efeitos colaterais e
menor interagdo medicamentosa que a colestiramina (Thompson, 2003).

As resinas quando ingeridas, se ligam aos acidos biliares no intestino,
impedindo sua reabsorgdo. Assim, os acidos biliares s&o eliminados em
maior quantidade pelas fezes. Com a diminuigdo da taxa de reabsorgao dos
acidos biliares através do ciclo éntero-hepatico, hd maior conversdo de
colesterol endégeno em acidos biliares, por aumento da atividade da enzima
colesterol 7a-hidroxilase, diminuindo o colesterol hepatico (Einarsson et al.,
1991). Concentragdes diminuidas de colesterol intracelular estimulam a
transcrigdo e sintese de receptores de LDL, tornando-os mais abundantes
na superficie celular e proporcionando maior taxa de interiorizagao das LDL
circulantes e sua consequente diminui¢gao no plasma (Einarsson et al., 1991,
Shepherd, 1989).

A colestiramina ndao é absorvida pelo intestino, tendo acgéao
exclusivamente na luz intestinal, razdo pela qual ndo determina efeitos
sistémicos. Nao € indicada em individuos portadores de doengas renais.
Seus efeitos adversos sao principalmente de origem gastrintestinal, como
nauseas, flatuléncia e dores abdominais (Giannini, 1998).

A redugdo do LDL-C na terapia com resinas pode chegar a 30%,
porém o uso de colestiramina pode determinar elevagbes de TG

plasmaticos, que podem chegar a 20%. Normalmente as resinas sao
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utiizadas em pacientes para os quais o0 uso das vastatinas ndo é
recomendavel, como gestantes, criangas, mulheres em periodo de
amamentagao e mulheres férteis que ndo estdo em uso de contraceptivos,
além de individuos que nao apresentaram resultados satisfatorios de
redugao de LDL-C com as vastatinas (Giannini, 1998).

O &cido nicotinico, um derivado da niacina, € um hipolipemiante que
age impedindo a hidrélise de triglicerideos nos adipdcitos, diminuindo a
liberagao de acidos graxos na circulagdo. O menor aporte de acidos graxos
para os hepatdcitos, proporciona sintese diminuida de VLDL com
consequente diminuigdo na formagao de LDL. Promove ainda elevagao de
HDL-C por mecanismos desconhecidos. E utilizado no tratamento da
hipercolesterolemia quando os farmacos das classes referidas anteriormente
ndoc podem ser utilizados, como nos individuos com doengas hepaticas e
renais, em mulheres gestantes e criangas (Giannini, 1998).

A sua utilizagao restrita na terapia hipolipemiante decorre de seus
acentuadocs efeitos colaterais, como prurido difuso, sensagao de acentuado
calor facial, eritema cutédneo, arritmias cardiacas, entre outros. Esses efeitos
surgem freqlientemente da utilizagdo de doses terapéuticas elevadas, as
quais sdo necessarias para redugoes de LDL de até 30% (Giannini, 1998;
Organizagdo Mundial da Saude, 1998).

O probucol € um farmaco com efeito antioxidante, que reduz a
oxidagdo das particulas de LDL, diminuindo a captagédo das mesmas por
macrofagos na parede arterial. Estd indicado nos casos de dislipidemias
familiares, onde os pacientes sao portadores de xantomas, pois contribui
para a redugao dessas lesdes (Giannini, 1998).

O ezetimibe € o primeiro farmaco hipolipemiante que inibe
seletivamente a absorg@o de colesterol no intestinc. Em esquema de
monoterapia, 0 ezetimibe mostrou redugdes de LDL-C de até 20% e
podendo ser usado de forma segura em combinagdo com outros
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medicamentos hipolipemiantes (Iglesias & Diez, 2003; Davidson, 2003). O
ezetimibe pode ser util em pacientes com predisposigdo a efeitos adversos
causados por outros hipolipemiantes, bem comc pode ser utilizado em
combinagado com estes mesmos agentes, permitindo a utilizagdo de doses
menores dos mesmos (vastatinas, fibratos, niacina e outros), porém
atingindo efeito equivalente na redugdo das concentragées de LDL-C (Jeu &
Cheng, 2003).

1.3. Vastatinas

As vastatinas foram introduzidas na pratica clinica no final da década
de 80, apds a descoberta de seus efeitos hipolipemiantes em 1976, quando
Endo e cols. (Endo et al, 1976) isolaram um composto do Penicillium
citrinum, a mevastatina, com propriedade de inibir a atividade da HMG-CoA
redutase em ratos. Desde entdo, foi observado que outros compostos
(cetoconazol e outros) também sao inibidores da HMG-CoA redutase
(Moghadasian, 1999).

As vastatinas sdo classificadas como naturais ou sintéticas (figura 2),
de acordo com a fonte de obtengdao de cada uma. Entre as vastatinas
naturais podemos citar a lovastatina, sinvastatina e pravastatina que sao
derivadas do fungo Aspergillus terreus (Alberts et al.,, 1980). Enquanto a
lovastatina & um produto natural, a sinvastatina e a pravastatina sao
produzidas em processo semi-sintético. A sinvastatina € o 2,2 dimetil-butirato
analogo da lovastatina, e assim como esta ultima é um pré-farmaco. A
pravastatina € um metabdlito ativo da mevastatina e que foi descoberta na
urina de animais tratados com mevastatina. Ao contrario da lovastatina e
sinvastatina, a pravastatina é administrada na forma de sal sédico do seu
acido ativado (McTavish & Sorkin, 1992) (figura 2).

As vastatinas sinteticas, como a fluvastatina, atorvastatina,
cerivastatina, rosuvastatina e pitavastatina apresentam estrutura distinta dos
inibidores HMG-CoA redutase derivados de fungos (figura 2). A estrutura
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das concentragdes de LDL-C que podem chegam a 60% (Hsu et al., 1995;
llingworth et al., 1994; Blum, 1994; Nawrochi et al, 1995; Farnier &
Davignon, 1998). Redugdes de 20 a 30%, porém sdo mais tipicas com as
doses comumente utilizadas na pratica clinica para o tratamento da maioria
dos pacientes hipercolesterolémicos (Blum, 1994). Individuos apresentando
redugoes nas concentra¢des de LDL-C inferiores a 15% sao classificados
como ndo-respondedores e a maior freqliéncia (20-30%) desses individuos
encontra-se entre os portadores de hipercolesterolemia familiar (HF)
(Salazar, 2002; Stein et al., 1997).

A poténcia das vastatinas difere de mode significativo. Mitchel (1992)
e lllingworth e cols. (1994) compararam o efeito da lovastatina, sinvastatina e
pravastatina sobre a concentragdo de LDL-C em diferentes estudos clinicos.
Considerando a relagdo de dose-equivaléncia, que estabelece a
comparagao entre quantidade de farmaco que deve ser administrado para se
observar o mesmo efeito, concluiu-se que a sinvastatina & duas vezes mais
potente que a lovastatina e a pravastatina, as quais sado igualmente
potentes. Em outro estudo, a fluvastatina nas doses de 40 e 80 mg/dia
promoveram reducdo de LDL-C superiores a da pravastatina nas doses de
20 e 40 mg/dia, sugerindo relagdo dose-equivaléncia entre 2:1 e 1:1 (Jacotot
et al., 1995). Em outra comparagéo direta, fluvastatina e lovastatina (ambas
de 20 mg/dia) reduziram as concentragbes de LDL-C de maneira similar
(20,5 e 19,3%, respectivamente). Recentemente, a fluvastatina de 40 e 80
mg/dia e a sinvastatina de 20 e 40 mg/dia mostraram redugdes comparaveis
de LDL-C, sugerindo uma relagado dose-equivaléncia de 2:1 (Schulte & Beil,
1996).

A atorvastatina tem efeito mais potente que as demais vastatinas na
redugdoc da LDL-C, disponiveis até o momento (Cilla et al., 1996; Black et al.,
1998). Em estudo com doses diarias de atorvastatina de 2,5 a 80 mg durante
6 semanas, observou-se redugdes de LDL-C de 25% a 61%,
respectivamente. A redu¢do da LDL-C é& acompanhada de redugdes
significativas também de CT, TG e apo B (Nawrocki et al., 1995; Bakker-
Arkema et al., 2000).
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A enzima CYP2C9 é responsave! pela biotransformagdo da
fluvastatina, enquanto que a lovastatina, pravastatina, sinvastatina,
atorvastatina e cerivastatina sdo metabolizadas preferencialmente pela
enzima CYP3A4 (Lennernds & Fager, 1997). Estudos in vifro mostraram
moderada afinidade da enzima CYP2C8 pela fluvastatina e cerivastatina
(Lennernas & Fager, 1997; Bottorf, 1999; Corsini et al., 1999).

A CYP2C9 hidroxila o anel indol da fluvastatina, nas posigoes 5 e 6
(Figura 2A). Essa reagdo promove a perda do grupo isopropil e a B-
oxidagao, gerando preferencialmente 0 metabdlito acido
desisopropilpropidnico-fluvastatina. Outra via de metabolizagdo menos
importante da fluvastatina gera outros trés metabdlitos: desisopropil-
fluvastatina, 6-hidroxi-fluvastatina e 5-hidroxi-fluvastatina (Christians et al.,
1998). Esses metabdlitos tém efeito farmacoldgico limitado e nao
contribuem para o efeito da fluvastatina. A maior parte desses metabdlitos &
encontrada nas fezes, decorrente de excregdo biliar. Apenas 5% dos
mesmos sao encontrados na urina (Lennernas & Fager, 1997; Bottorf,
1999; Corsini et al.. 1999).

A pravastatina &€ administrada na forma de anel hidroxi-acido aberto
(Figura 2A), e ndo depende de reagdo enzimatica para se tornar
farmacologicamente ativa. Uma das principais diferengas farmacocinéticas
entre a pravastatina e as outras vastatinas é que a pravastatina € eliminada
preferenciaimente, na forma inalterada (aproximadamente 70%) (Christians
et al, 1998). Em menor extensdo, porém, a pravastatina pode ser
metabolizada por varias diferentes vias de biotransformagao, envolvendo
reagoes de isomerizagdo, glicuronizagao, sulifatagdo, conjugagdo com
glutationa e oxidagdo (Everett et al., 1991; Kitazawa et al, 1993;
Muramatsu et al., 1992). Existe ainda a via de metabolizagao da CYP3A4.
Os metabdlitos da pravastatina gerados nessa via sdo 3'a, 5p’-dihidroxi-
pravastatina e 3'a-hidroxi-pravastatina, formados no figado pela agao da
CYP3A4 e s&o excretados na urina. Sabe-se, porém, que essa via de
biotransformagdc nédo € preferencial para a pravastatina (Kitazawa et al.,

1993).
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A lovastatina € administrada na forma de pré-farmaco que é ativado
por hidrélise, pela enzima CYP3A4, a hidrdxi-acido lovastatina, no figado.
Esse intermediario pode ser re-oxidado a lovastatina lactona, ou seguir a
via de B-oxidagdo. Em camundongos, a via de B-oxidagdo da cadeia
carbdnica € predominante. Em humanos e caninos, a conversdao para
lovastatina lactona e subsequente metabolizagéo pela CYP3A4 é a rota de
biotransformagé@o predominante. O mesmo processo metabdlico ocorre
para a sinvastatina, resultando em um metabdlito principal, a 6'B-carboxi
sinvastatina, entre 10 outros metabdlitos (Lennernas & Fager, 1997).

Estudos /in vitro demonstraram que a metabolizagao da atorvastatina,
realizada pela CYP3A4, resulta em dois metabdlitos, orto-hidroxi e a para-
hidroxi atorvastatina, ambos também apresentando efeito inibidor da HMG-
CoA redutase (Christians et al., 1998).

A comparagao entre as propriedades farmacocinéticas das diversas
vastatinas tradicionalmente utilizadas no Brasil esta resumida no Quadro 3.
Nesse quadro observa-se que a atorvastatina atinge pico maximo de
concentragdo em até 3 horas, como a lovastatina e a sinvastatina, porém
possui meia-vida de eliminagdo maior que todas as outras vastatinas (~15
horas) e a presenga de seus metabdlitos pode ser detectada no piasma por
longos periodos de tempo (>24 horas) (Posvar ef al., 1986). Tal fato pode
explicar a maior intensidade do seu efeito redutor de colesterol total e LDL-
C, como descrito por Cilla et al. (1996). Observa-se também que a maior
taxa de ligacdo as proteinas plasmaticas, faz com que a quantidade de
farmaco livre seja muito pequena, diminuindo a disponibilidade
farmacolégica da droga ativa. Assim, o processo de metabolizagdo é
importante para atingir o efeito hipocolesterolémico (Lennernas & Fager,
1997).
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Quadro 3. Comparagao das propriedades farmacocinéticas dos
inibidores da HMG-CoA redutase.

Atorvas- Fluvas- Lovas- Pravas- Sinvas-
Propriedade .
tatina tatina tatina tatina tatina
Dose (mg/dia) 10-80 20-80 20-80 20-40 10-40
Pro-farmaco Nao Nao Sim Nao Sim
Absorgao
Fragao absorvida (%) 30 98 30 35 60-85
Tmax. (hoOras) 2-3 0,5-1,5 24 0,9-1,6 1,3-2,4
Biodisponibilidade (%) 12 10-35 <5 18 <5
415 ou
Efeito do alimento $13% 150% 130% 0
125%
Distribuigao
Ligacao a proteinas
ga¢ P 98 a8 >95 55-60 95
(%)
Lipofilicidade Lipofilica | Hidrofilica | Lipofilica | Hidrofilica | Lipofilica
Metabolismo
Metabdlito sistémico Ativo inativo ativo inativo ativo
Principal enzima
P CYP3A4 CYP2C9 CYP3A4 Nenhuma | CYP3A4
metabolizadora
Elimi -
iminagao 98 95 70 7 <87
Hepatica (%)
Excrecao
Excregdo urinaria (%) |Desprezivel 6 10 20 13
Predomi-
Excregao fecal (%) a0 83 71 58
nante
Meia-vida (horas) 15-30 0,5-2,3 2,9 1,3-2,8 2-3

Fontes: Malinowski et al., 1998; Christians ef al., 1998; Corsini et al., 1999.

A rosuvastatina depois de administrada por via oral & rapidamente

absorvida e apresenta biodisponibilidade oral de aproximadamente 20%.

Atinge pico de concentragdo plasmatica em 3 horas, tem meia-vida de

eliminagao de aproximadamente 20 horas e apresenta alta taxa de ligagéao a
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reduzido significativamente a concentragéo de LDL-C, somente 3 pacientes
atingiram as metas do NCEP. Nenhum dos pacientes tratados com
sinvastatina atingiu os valores recomendados pelo NCEP.

O tipo de mutagdo do gene do RLDL & um dos fatores que mais
influenciam o efeito redutor das vastatinas nesses individuos portadores de
HF. Assim, a caracterizagao da mutagao & importante para indicar a dose
necessaria e o sucesso da terapia (Heath et al., 1999).

Os polimorfismos do gene do RLDL também podem estar associados
a resposta ao tratamento com as vastatinas, como & o caso dos
polimorfismos Avall e Pvull, localizados no exon 13 e no intron 15 no gene
do RLDL, respectivamente. Vérios estudos demonstraram que individuos
portadores dos alelos P2 e A- apresentavam melhor resposta ac tratamento
com fluvastatina e atorvastatina, quando comparados aos individuos
portadores dos alelos P1 e A+ (Salazar et al., 1999; Salazar et al., 2000b;
Salazar, 2002).

Além de alteragdes na regido codificante do gene do RLDL,
alteragcbes na expressdo do mesmo podem proporcionar variagao na
resposta ao tratamento com vastatinas. Salazar (2002) analisou a expressao
do gene do RLDL e da HMG-CoA redutase antes e apds 4 semanas de
tratamento com 10 mg/dia de atorvastatina, e observou que individuos nao-
respondedores apresentavam expressdo basal tanto do gene do RLDL como
da HMG-CoA redutase inferiores aos dos individuos respondedores. Nesse
estudo, os individuos que responderam ao tratamento tiveram maior
expressao de RLDL e HMG-CoA redutase apds o tratamento, o que nao foi
observado nos individuos nao-respondedores. Essas observagdes sugerem
que as alteragdes na expressdo de ambos os genes podem resultar de
defeitos genéticos dos fatores que regulam a transcricdo desses genes,
como as SREBPs, SCAPs e as proteases SP1 e SP2 (Salazar, 2002).

Em hipercolesterolémicos portadores de mutagdes no gene da apo B,
avaliou-se a resposta terapéutica a vastatinas que se mostrou similar a de
individuos com outros tipos de hipercolesterolemia (Ejarque et al., 2001). Tal
observagdo se explica pela maior remogao de precursores de LDL que
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contém apo E pelo RLDL, ou seja, como a presenga da vastatina leva a
maior expressdo de RLDL na superficie celular, e essa maior quantidade de
receptores promovera a captagdo de precursores de LDL-C via apo E, o
efeito hipocolesterolémico da vastatina ndo é prejudicado pela deficiéncia na
apo B. Além disso, como as concentragoes de colesterol intraceiular estdo
diminuidas, pelo menor influxo de colesterol nos hepatécitos e pela inibigao
da HMG-CoA redutase exercida pela vastatina, a sintese de VLDL e IDL
estdo também diminuidas (Méarz et al., 1993; Raal et al., 1997; Brousseau et
al., 1995).

Guzman e cols. (2000) avaliaram a influéncia do polimorfismo /ns/Del
do gene da apo B em individuos hipercolesterolémicos brasileiros tratados
com fluvastatina. Observou-se que os individuos portadores do gendtipo Il
apresentaram maiores redugdes das concentragdes de LDL-C (34%) quando
comparados aos individuos portadores do alelo Del (27%). Por outro lado,
Ojala e cols. {1991) ndo demonstraram a influéncia do polimorfismo Xbal na
resposta a lovastatina (20 e 40 mg) em 211 individuos estudados.

Estudos associando o polimorfismo da apo E a resposta a
tratamentos hipolipemiantes sdo conflitantes. O'Malley e cols. (1990), em
estudo com 134 pacientes portadores de HF tratados com lovastatina (40 e
80 mg/dia), observaram que a resposta a terapia foi independente do
gendtipo da apo E. Qjala e cols. (1991) estudaram 78 portadores de HF e
154 portadores de hipercolesterolemia primaria tratados com lovastatina (20
ou 40 mg/dia), durante 6 semanas. Os autores observaram significativa
redugdo nas concentragdes de LDL foi observada nos portadores do
gendtipo E3/4 quando comparada com os portadores do E3/3, nos
individuos com hipercolesterolemia primaria (ndao-HF) tratados com 20 mg e
no CT dos portadores de HF tratados com 40 mg de iovastatina. Porém, nao
foi observada diferenga na resposta ao tratamento, quando ©s mesmos
individuos foram tratados por um maior periodo de tempo com 40 mg de
fovastatina.

Do contrario, Salazar et al. (2001a), ao avaliar o efeito do

polimorfismo do gene da apo E sobre a resposta terapéutica a atorvastatina
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vida fetal, e ja foi identificada na placenta e endométrio em mulheres adultas
(Schetz et al, 1994). A CYP3A5 & expressa nos rins, intestino e em
quantidades variaveis no figado de individuos adultos, em quantidades que
variam de 10 a 30% das encontradas quantidades de CYP3A4 {Schetz et al.,
1994, Guenguerich, 1999; Jounaidi et al., 1994). A CYP3A43 é expressa em
pequenas quantidades, sendo detectada principalmente no figado, rins,
prostata e péncreas {Domanski et al, 2001). Apesar das diferengas na
expressao, as enzimas da CYP3A sao caracterizadas por elevada
similaridade estrutural (Finta & Zaphiropoulios, 2000).

Os genes da CYP3A humana estao localizados em um agrupamento
génico no cromossomo 7q21-q22.1 (Brooks et al., 1988; Spurr et al., 1989).
A CYP3A4 apresenta 95% de similaridade na seqtliéncia nucleotidica e 97%
na sequéncia de aminoacidos com a CYP3A7. O gene da CYP3A5
apresenta menor similaridade com o da CYP3A4, resultando em uma
identidade de 83% na seqléncia polipeptidica. O gene da CYP3A43
apresenta regiao codificante de 1512 bp e similaridade de 84, 83 e 82%
quando comparada as sequéncias de cDNA da CYP3A4, 3A5 e 3A7,
respectivamente {Westlind et al., 1999). As sequéncias de jungao exon-
intron da CYP3A4 e 3A7 sao altamente conservadas entre os dois genes e,
adicionalmente, a regido de -1Kb proximal do promotor do gene da CYP3A7
tem similaridade de 91% quando comparado ao gene da CYP3A4
(Hashimoto et al., 1993).

O gene da enzima CYP3A4 esta localizado no cromossomo 7q22.1,
tem aproximadamente 25 Kb de tamanho, apresentandc 13 exons e 12
introns (Hashimoto et al., 1993) e codifica um RNAm de 1,5 Kb e uma
proteina com 503 aminoacidos (http://www.ncbi.nim.nih.gov/GenBank
acesso 280107).

Apesar da alta identidade estrutural entre as isoenzimas da subfamilia
CYP3A, alguns estudos vém demonstrando variagbes consideraveis na

quantidade de enzima expressa e na atividade catalitica de cada uma. Como
exemplo, a atividade da CYP3A4 em biopsias hepaticas variam em até 40
vezes (Shimada et al., 1994; Westiind et al., 1999).
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Recentemente, varios estudos identificaram um receptor nuclear, o
pregnane X receptor (hPXR) come sendo o principal ativador da transcrigao
dos genes da subfamilia CYP3A (Bertilsson et al., 1998; Kliewer et al., 1998;
Lehmann et al., 1998). O hPXR sofre ativagao de indutores das CYP3A,
como rifampicina, fenobarbital e dexametasona, e a ativagao transcricional
envolve a formagdo de um heterodimero com o retinoid X receptor (RXR), o
qual se liga a elementos responsivos de hPXR (Goodwin ef al., 1999). Esses
elementos responsivos foram encontrados na regido promotora proximal dos
genes da CYP3A4 e CYP3A7 (Bertilsson et al., 1998; Lehmann et al., 1998).

Desse modo, alteragdes genéticas presentes na regiao codificante ou
na regido regulatéria dos genes da subfamilia CYP3A, bem como nos
fatores de transcrigdo envolvidos na expressao, podem ser responsaveis
pela variabilidade na expressdo ou atividade das enzimas codificadas por
esses genes.

Nos ultimos anos, o gene da CYP3A4 vem sendc mais estudado, por
ser responsavel pela metabolizagdo de mais de 50% dos farmacos utilizados
na pratica clinica, e por ser, dentre os membros da familia da CYP3A, o
predominantemente encontrado no figado.

No gene da CYP3A4 foram identificados até o momento, 25 alelos
diferentes decorrentes de 24 alteragbes genéticas, sendo que 5 dessas
alteragbes estdo presentes na regido promotora 5 do gene e 19 estao
distribuidas ao longo do gene. Entre essas mutagdes, 2 sao do tipo insergao
(alelo CYP3A4"15B, no exon 6 e alelo CYP3A4"6, no exon 8) e 17 séo
trocas de um anico nucleotideo {(SNP}
(http://www.imm_.ki.se/CYPalleles/cyp3a4.htm). Essas mutagdes foram

encontradas e ao longo de todo gene CYP3A4, porém estao localizadas

preferencialmente entre os éxons 5 e 7, bem como no éxon 11 (Lamba et al,,
2002) (Figura 3).
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voluntarios sadios negros americanos e nao observaram diferengas
significantes na taxa média de dimetilagdo da eritromicina e na depuragdo da
nifedipina em individuos homozigotos normais ou homozigotos para o alelo
variante CYP3A4"1B. Garcia-Martin e cols. {(2000) avaliaram a relagdo
gendtipo-fendtipo em voluntarios caucasianos espanhdis pela andlise da
atividade de dimetilagdo do dextrometrofan e ndao encontraram diferengas
estatisticamente significantes entre os individuos portadores dos 3 genétipos
possiveis. Estudos com outros farmacos — ciclosporina, midazolam, entre
outros - também nao encontraram diferengas na resposta terapéutica entre
individuos com diferentes gendtipos do polimeorfismo da regido 5’ promotora
do gene CYP3A4 (Wande! et al., 2000; von Ahsen et al., 2001).

Publicagbes recentes tém mostrado diferengas interétnicas
acentuadas na frequéncia do alelo CYP3A4"1B, que varia de 0,0% em
chineses americanos até 54,6% em negros americanos (Bail et al.,1999).
Para os Caucasianos a frequéncia desse alelo tem variado entre 0,0% e
9,6% (Wandel et al., 2000; Rebbeck ef al., 1998). No Brasil, Cavalli e cols.
(2001), em estudo preliminar, encontraram a frequéncia de 13,6% do alelo
CYP3A4*1B em individuos brancos.

Recentemente, outras duas alteragdes genéticas foram observadas
no gene da CYP3A4, designadas por alelos CYP3A4*2 (Ser222Pro) e
CYP3A4*3 (Met445Thr) (Sata et al.,, 2000). O alelo CYP3A4*2 resulta da
troca de serina por prolina, no exon 7, posigdo 222 da proteina. Enquanto
que o alelo CYP3A4*3 resuita da troca de metionina por treonina no exon 12,
na posi¢do 445 da seqliéncia peptidica, localizada na regiao de ligagao ao
grupo heme da proteina (Sata et al., 2000).

O alelo CYP3A4*2 foi observado em 2,7% dos individuos brancos
finlandeses, porém nao foi encontrado em negros e Chineses (Sata et al.,
2000). Ja o alelo CYP3A4*3 foi encontrado em apenas um de 51 chineses
(Sata et al, 2000). Nesse estudo, a presenga do aleio CYP3A4*2 foi
assoéiada a redugao de 6 a 9 vezes na depuragdo da nifedipina quando
comparada ao alelo normal (CYP3A4*1), porém este fendmeno nado foi
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observado quando se comparou a atividade de hidroxilagado da testosterona
(Sata et al., 2000).

Outras trés mutagdes no gene da CYP3A4 descritas por Hsieh e cols.
(2001), estao localizadas nos éxons 5, 7 € 9 do gene da CYP3A4. No éxon
5, foi observada a substituigdo A™®°5G (lle118Val, alelo CYP3A4*4) em 3
de 102 individuos chineses. A substituigdo C'***G (Pro218Arg, alelo
CYP3A4*5) foi encontrada no éxon 7 em 2 desses individuos. No éxon 9, foi
identificada a insergdo de uma adenina na posigdo 17776 da seqiiéncia
nucleotidica (alelo CYP3A4"6) que resulta no deslocamento da fase de
leitura do gene (frameshiff) e consequente criagdo de um cédon de parada
prematura na posigdo 285 da sequéncia polipeptidica. Essa mutagado foi
observada em 9 dos 102 individuos estudados. A atividade enzimatica da
CYP3A4 nos individuos portadores desses trés alelos variantes foi medida
pela relagdo entre 6f-hidroxicortisol e cortisol urinarios. Todas as trés
mutagdes mostraram atividade diminuida da CYP3A4 quando comparadas
as de individuos portadores do alelo CYP3A4*1 (Hsieh et al., 2001).

Eiselt e cols. (2001) identificaram 10 mutagdes na regido codificante
do gene CYP3A4, sendo duas silenciosas e oito resultam em alteragdes de
aminoacidos. A mais frequente delas, G56D (CYP3A4*7) foi encontrada em
2.82% dos individuos caucasianos estudados. As outras mutagdes — R130Q
(CYP3A4*8), V1701 (CYP3A4'9), D174H (CYP3A4*10), T636M
(CYP3A4*11), L373F (CYP3A4*12) e P416L (CYP3A4*13) — localizadas nos
éxons 5, 6 e 11, foram encontradas em frequéncias que variaram entre 0,24
e 2% em caucasianos. As proteinas resultantes das variantes alélicas G56D,
V170l e a D174H, além da variante M445T (CYP3A4"3), também encontrada
nesse estudo, tiveram expressdo similar ao do alelo comum (CYP3A4*1A)
em células de E. coli TOPP3 (Sata et al., 2000; Eiselt et al., 2001). T363M e
L373F foram expressas em menores quantidades que quando comparadas a
proteina selvagem enquanto R130Q e P416L nao foram detectaveis em
experimentos que verificaram a expressao dessas proteinas em bactérias

portadoras dos vetores mutados .
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estudar a influéncia de mutagdes e polimorfismos do gene da enzima
CYP3A4 na resposta terapéutica a atorvastatina de individuos
brasileiros hipercolesterolémicos.

2.2. Objetivos Especificos

Detectar mutagdes e polimorfismos no gene da enzima CYP3A4 em
individuos com hipercolesterolemia.

s« Avaliar a freqliéncia das variagbes genéticas da CYP3A4 em

individuos brasileiros.

» Estudar a influéncia das alteragdes genéticas da enzima CYP3A4 na
resposta terapéutica a atorvastatina de individuos brasileiros

hipercolesterolémicos.
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As caracteristicas clinicas e biodemogréaficas dos individuos com
hipercolesterolemia familiar (HF) e primaria (HP) e do grupo controle estdo
resumidas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas biodemograficas dos individuos com
hipercolesterolemia familiar (HF) e hipercolesterolemia primaria (HP) e

controles.
HF HP GC
(32) (88) (90)
Sexo
Feminino 75% (24) 68% (60) 53% (48)
Masculino 25% (8) 32% (28) 47% (42)
Cor
Branca 100% (32) 72% (63) 100% (90)
Negra - 28% (25) -
Idade (anos)
Média + DP 54 + 17 62+9 44 + 11
Faixa 18 — 84 32-82 30-78
Fatores de risco
Hipertensao® 19% (6) 73% (64) 0%
Tabagismo 13% (4) 10% (9) 0%

Homens com idade = 45 anos 50% (4/8) 89% (25/28) 38% (16/42)
Mulheres com idade = 55 anos  71% (17/24) 82% (49/60) 10% (5/48)
Presen¢a de xantomas 56% (18) 0% (0) 0%
Historico Familiar de DAC® 84% (27) 65% (57) 0%

apA 2 140/90 mmHg; °parentes de primeiro grau com menos de 55 anos para homens e

menos de 65 anos para mulheres; numero de individuos entre parénteses.
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3.2. Protocolo terapéutico

Os individuos estudados foram submetidos a dieta apropriada
(equivalente a fase 1 da AHA — American Heart Association) (Moore et al.,
1990; Bae et al,, 1991) durante 4 semanas, seguida de tratamento com 10
mg/dia de atorvastatina, por via oral, durante as 4 semanas seguintes. Os
pacientes portadores de HP tratados no Instituto Dante Pazzanesse de
Cardiologia, foram tratados com atorvastatina (20 mg/dia) por mais 4
semanas.

Os protocolos de tratamento foram previamente submetidos e
aprovados pelos Comités de Etica em Pesquisa (CEP) de cada Instituigdo
envolvida no estudo e todos os individuos participantes assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 4).

A seguranga clinica do tratamento com atorvastatina foi monitorada
pelas determinagdes laboratoriais das enzimas alanina amino transferase

(ALT) e creatina quinase (CK).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostras biologicas

Foram coletadas amostras de sangue de todos os individuos, apos
jejum de 12 horas, por meio de um sistema de coleta a vacuo, em tubos com
EDTA (1 mg/mL sangue) e sem anticoagulante. As amostras de sangue sem
anticoagulante foram centrifugadas a 2500 rpm (1050 g) por 10 minutos em
centrifuga Celm modelo LS 35 (Celm, SP, Brasil) para obtengao do soro a
ser usado nas determinagGes bioquimicas. As amostras de sangue total,
coletadas com EDTA, foram utilizadas para a extragdo de DNA das células
sanglineas, a serem utilizados nas analises moleculares.

4.2. Métodos

4.2.1. Determinagdes bioquimicas

As concentragdes séricas de colesterol total (CT) e HDL-colesterol
(HDL-C) foram determinadas peio método enzimatico-colorimétrico CHOD-
POD (Allain et al., 1974). O HDL-C foi determinado apds a precipitagao dos
quilomicrons, VLDL e LDL com a adigdo de acido fosfotingstico e ions de
magnésio (Burstein et al., 1970).

Os triglicerideos (TG) foram determinados pelo método enzimatico-
colorimétrico GPO-POD (Ekindjian & Duchassaing,1979). A concentragao de
VLDL-C foi obtida dividindo-se o resultado de TG por cinco (Friedewald et
al., 1972). A concentragdo de LDL-C foi obtida pela férmula de Friedewald
(Friedewald et al., 1972), para concentragdes de TG inferiores a 400 mg/dL.

As determinagdes de CT, TG, HDL-C, CK e ALT foram realizadas no
analisador automatico Roche/Hitachi 912 (Téquio, Japao), com reagentes da

Roche Diagnostics GmbH (Mannhein, Alemanha).
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4.2.3.Avaliagao eletroforética do DNA genémico

A integridade das amostras de DNA extraido foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose a 1% em tampéac TBE (Tris-HCl a 90 mM,
acido borico a 90 mM e EDTA a 2 mM) (Sambrook & Russell, 2001). As
amostras contendo 5 uL de DNA e 3 uL de tampdo de amostra (azu! de
bromofenol a 0,25%, xilenocianol FF a 0,25% e glicerol a 30%) foram
aplicadas no gel submerso no tampao TBE. A separagdo eletroforética foi
realizada a 100 V por 45 min, empregando uma fonte modelo EPS 200
(Pharmacia Bioscience, Uppsala, Suécia), utilizando-se como referéncia um
marcador de tamanho molecular de DNA de 1 Kb, diluido no tampao de
amostra em 1:6. Apds a eletroforese, a visibilizagdo das bandas foi feita pela
coloragdo do gel com brometo de etidio (0,5 mg/L), sob fuz ultravioleta em
transiluminador modelo Macrovue (Pharmacia Biocscience, Uppsaia, Suécia).
A imagem do gel foi digitalizada com o auxilio do sistema de
fotodocumentagao composto pelo programa Chemilmager 4400 v 5.5 e 0
sistema de digitalizagdo de imagens Multiimage Light Cabinet da
Alphalnnotech (San Leandro, CA, E.U.A.).

A quantificagdo e andlise do grau de pureza (relagdo A260/280) dos
extratos de DNA foram realizadas em espectrofotometro Beckman modelo
DU 640 (Fullerton, CA, E.U.A.) apds a diluigdo das amostras (1:50) em
tampao TE (Sambrook & Russell, 2001).

4.2.4. Avaliagao do polimorfismo da regido promotora do gene CYP3A4

4.2.4.1. Amplificagdo da regidao promotora 5’ do gene CYP3A4

O polimorfismo localizado no nucleotideo —392 da regido promotora 5’
(5'PR) do gene da CYP3A4 foi analisado pelo método de PCR-RFLP
desenvolvido em nosso laboratério (Cavalli et al, 2001). Os iniciadores
“sense” e "anti-sense” foram desenhados com base na sequéncia disponivel

no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank acesso D11131). Esses
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iniciadores permitem introduzir uma mutagado no produto de PCR que gera
um sitio de clivagem para a enzima Mbo/l, nos individuos que apresentam o
alelo mais frequente (M+) (CYP3A4*1A) (Figura 4). Assim sendo, os
produtos de PCR dos individuos portadores do alelo raro CYP3A4*1B nao
tem sitio de clivagem para a Mboll.

O produto de PCR tem 385 bp e também apresenta um sitio de
clivagem constitutivo para a Mboll, que & utit como controle interno da
reagcdc de restrigdo enzimatica. O fragmento gerado pela clivagem desse
sitio constitutivo € de 175 bp e deve estar presente em toda reagao de
restricdo com Mboll, indicando a eficiéncia da atividade da enzima de
restrigdo. Os fragmentos de 175, 169 e 41 bp, que indicam a presenga de
ambos os sitios de restricido para Mboll, o constitutivo e o polimérfico,
caracterizam o gendtipo homozigoto para o alelle selvagem. Os individuos
homozigotos para o aleio CYP3A4"1B, para os quais observam-se os
fragmentos de 210 e 175 bp, ndo apresentam sitio de clivagem na regiao
polimérfica. JA4 nos heterozigotos, pdde-se observar a presenga dos quatro
fragmentos: 210, 175, 169 e 41 bp, sendo estes caracterizados pelo

genotipo heterozigotos.
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flanquear cada um dos exons (Tabela 2), tomando cuidado de excluir as
regides que apresentam similaridade com os genes das enzimas CYP3AS5,
CYP3A7 e CYP3A43, que sdo isoenzimas da CYP3A4. E importante
ressaltar que para cada exon foi criado um par de iniciadores especificos,
com excegdo do exon 13, que, pelo seu grande tamanho (> 500 bp), foi
dividido em dois fragmentos (denominados de 13A e 13B) para que a andlise
do polimorfismo de conformagao de fita simples (SSCP) fosse mais eficiente.

Tabela 2. Sequiéncicas de oligonucleotideos, posigdes inicial e final dos
iniciadores utilizados nas reagbes de amplificagdo por PCR dos
diferentes exons do gene da CYP3A4 e tamanhos dos produtos

gerados.

a s Fragme Posigao no
Exon Sequécia nto bp) cDNA

Reqia Forward 5'ggA Atg Agg ACA gCC ATA gAg ACA Agg ggA 3’
egiao 385 61615/61999

Promotora o o erse 5 GCT TTC AgC TCT gTg TTg CTC TTT gCT ¢ 3

Forward 5 TGA TTC TTTgCCAACTTC CA 3
1 341 61799/62139

Reverse 5 AAC AgA gAA gAg gAg CCT gg 3'

Forward 5' TAA AgT CAC AAT CgC TgT 3
2 174 65990/66163

Reverse 5 CAT AAg AAg CAA AAg AgT g 3'

Forward 5’ Agg CAg 99T TAAGTA CAT TA 3
3 146 67981/68126

Reverse 5 CAA gTC TAT CCA ATggAA gT 3’

Forward 5' ggT Tgg gCT CCA gCT gTAgA 3
4 195 73357/73551

Reverse 5’ CAg TAT TTT AAT TTC AAC ACA TgA 3

Forward 5' CAC TAA ATA gTT gTT gAA TAAg 3
5 253 75770/76022

Reverse 5 TAAgTT TCT TAT TAAAACTCA T3

Forward §' CCA TgT CCT TCT ggg ACT Ag 3'
6 171 76189/76359

Reverse 5 ggC TgC gCT TCT ACT TAC TC 3

Forward 5 gCT gAT TTT AAT TTT CCACATCTT TCT CC 3 286° 77572/77857
Reverse 5 CTg TATATT TTA AgT ggA TgAATTACA Tgg Tg 3
Forward 5 TTg TTT TgT TTT TCC TAC AgC 3'

8 175 78831/79005
Reverse 5 CCT CCT ATA ACT ACC ACC ACA 3
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Forward 5 ggA gCC ACT TTC TgT CAg ¥
9 132 79624/79755
Reverse 5 gCC CTC AgA AACACT CTg 3

Forward 5' TgA TTT ACC TAA AAT gTC TTT C 3
10 222 82060/82281
Reverse §' CTC CTT CTC CAT gTACCA 3

Forward § TCC AAA TCT gTT TCg TTC TTTC 3
11 271 83817/84087
Reverse 5 CTT CCC AggggC CTT g 3

Forward 5 TTT AAA AAT CTA CCA ACg 3
12 215 85101/85315
Reverse 5 TTA TTT TTA TAg AAAATT gAC TA 2

Forward 5 TTT AAT gCT TCT CAATAT gCT T 3
13 396 87844/88239
Reverse 5’ Tgg Tgg AAATAQTCC Cg ¥

Forward 5° CCA AAT CAg TgT gAg gAg 3
13° 321 88180/88500
Reverse 5 TAT TTACTT gTT ggT TCT CAT 3

a: Hsieh et a/. (2001)
b: de acordo com http://www.ncbi.nim.nih.gov/GenBank (acesso AF280107)

As regides que contém os exons da CYP3A4 foram amplificadas por
PCR em microtubos de 0,2 mL de volume. O DNA gendmico foi aquecido a
56°C durante 20 min e, aproximadamente 50 ng do mesmo foram
amplificados nas seguintes condigdes de reagao: tampao de PCR-1X (KCl a
50 mM, MgCl; a 2,0 mM e Tris-HCI a 10 mM, pH 9,0), 10 picomols de cada
iniciador (Life Technologies do Brasil, S.P., Brasil), 200 pM de cada
nucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 1U da enzima Tag DNA
polimerase (Amersham Bioscience, Uppsala, Suécia) e agua esterilizada
para volume final de 50 pl.

Os tubos com os reagentes de PCR foram homogeneizados e
colocados no termociclador modelo PTC 200 da M&J Research (Watertown,
MA, E.U.A)) com capacidade para 96 amostras, tendo a seguinte
programagao geral: (1) desnaturagao inicial (hot start): 98°C por 5 min; (2)
amplificagao: 30-35 ciclos de 95°C por 1 min (desnaturagao), 44 — 65°C por
1 min — 1 min e 45 s (hibridagéao) e 72°C por 1 min e 30 s (extensdo); (3)
extensédo final: 72°C por 10 min. Ao final dos ciclos a reagao foi interrompida
por esfriamento a 4°C,
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Na tabela 3, observam-se condigdes otimizadas para a amplificagao
dos diferentes exons do gene da CYP3A4. As condigdes ideais de
amplificag@o foram determinadas apés os testes de concentragéo de MgCl,,
temperaturas e tempos de hibridagao de acordo com as sequéncias de

iniciadores criadas e numero de ciclos da reagao.

Tabela 3: Condigoes otimizadas de temperatura e tempo de hibridagaio,
concentragao de MgCl; e numero de ciclos das reagoes de PCR para a
amplificagao dos 13 exons do gene da CYP3A4.

Temperatura/Tempo de Concentragao final Numero de

Regido Hibridagao de MgCl; (mM) ciclos
Exon 1 60°C/1min 4.0 30
Exon 2 60°C/1min e 30s 4.0 35
Exon 3 55°C/1min 4.0 30
Exon 4 51°C/1min 4.0 30
Exon 5 55°C/1min 4.0 30
Exon 6 55°C/1min 4.0 35
Exon 7 60°C/1min 4.0 30
Exon 8 55°C/1min 4.0 30
Exon 9 60°C/1min 4.0 30
Exon 10 51°C/1min 2.0 35
Exon 11 55°C/1min 4.0 30
Exon 12 51°C/Mmine 45 s 4.0 35
Exon 13A 51°C/1min 4.0 30

Exon 13B 44°C/1min 4.0 35
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uL dessa mistura foram submetidos & separagao eletroforética em gel de
poliacrilamida a 12,5%, utilizando o kit comerciai GeneGel Excel 12.5/24
(Amersham Bioscience, Uppsala, Suécia) que inclui os tampdes de
eletroforese e os géis de poliacrilamida. A seguir, os géis foram corados com
nitrato de prata (Salazar ef al., 2002).

As condigbes eletroforéticas para avaliagao do SSCP dos 13 exons e
da regido promotora do gene da CYP3A4 foram otimizadas pelo uso das
amostras previamente sequenciadas, como descrito anteriormente, e pelo
uso de 3 amostras-controle positivas para mutagdes nos exons 5, 7 e 9 do
gene estudado.

Todas as regides estudadas foram do gene da CYP3A4, foram
avaliadas em diferentes condigbes eietroforéticas, que incluiram 4
temperaturas diferentes (5, 8, 12 e 15°C), tempos (1 a 3 horas) e voltagens
(400 a 600 voits) diferentes.

De modo geral, os perfis de SSCP as temperaturas de 5 e 8°C se
assemelham, enquanto que a 12 e 15°C os perfis mantém similaridade entre
si. As temperaturas baixas (5 e 8°C), os perfis dos exons 1, 5, 6, 8, 10, 11 e
13A dos produtos amplificados de gene da CYP3A4 apresentaram melhor
resolugao, enquanto que para os exons 2, 3, 4,7, 9, 12 e 13B, temperaturas
acima de 12°C resuitaram em perfis mais bem definidos. Assim, todos os
fragmentos foram analisados em pelo menos duas temperaturas diferentes,
para assegurar maior sensibilidade da técnica de SSCP (Salazar et
al.,2002).

As condigdes otimizadas apds a padronizagao da eletroforese para o
SSCP das diferentes regides estudadas do gene da CYP3A4, estao
contempladas na Tabela 4.
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Tabela 4. Condigoes de separagao eletroforética para a detecgdo do
SSCP dos diferentes exons do gene da CYP3A4.

Concentragao
Regiao Temperatura Voltagem Tempo
do Gel

Promotora 5' 12,5% 12°C 400 V 2:30h
Exon 1 12,5% 8°C 600 V 2:00 h
Exon 2 12,5% 15°C 600 V 1:20 h
Exon 3 12,5% 15°C 600 V 1:20 h
Exon 4 12,5% 12°C 600 V 1:20 h
Exon 5 12,5% 5°C 600 V 1:20 h
Exon 6 12,5% 5°C 600V 1:20 h
Exon 7 12,5% 12°C 600 V 1:40 h
Exon 8 12,5% 5°C 600 V 1:20 h
Exon 9 12,5% 12°C 600 V 1:20 h
Exon 10 12,5% 5°C 600 V 1:20 h
Exon 11 12,5% 5°C 600 V 1:20 h
Exon 12 12,5% 12°C 600V 1:20 h
Exon 13A 12,5% 8°C 600 V 2:00 h
Exon 13B 12,5% 15°C 600 V 2:00 h

Com a finalidade de validar as condigdes eletroforéticas que
apresentaram melhor resolugao de perfil de SSCP, foram testadas amostras
de DNA contendo mutagdes conhecidas (amostras-controle mutadas), nos
exons 5 (A—G, nucleotideo 13989, alelo CYP3A4*4), 7 (C—G, nucleotideo
15820, alelo CYP3A4*5) e 9 (insA, nucleotideo 17776, alelo CYP3A4"6) do
gene CYP3A4. Essas amostras-controle mutadas foram gentilmente cedidas
pelo Dr. Jin-ding Huang da National Cheng Kung University, China.

De acordo com Salazar e cols.,, (2002) a utlizagdo de duas
temperaturas diferentes na separagao eletroforetica para estabelecer os
perfis de SSCP eleva a eficiéncia de detecgdao de mutagdes para até 97%.
Assim, com o0 auxilio das amostras-controle mutadas, observou-se perfil
alterado de SSCP para os exons 7 e 9 em todas as temperaturas testadas
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aos perfis das amostras-controle e também com os perfis das amostras
mutadas dos exons 5, 7 e 9.

Os produtos de PCR foram purificados utilizando-se o kit MicroSpin™
Columns da Amersham Bioscience (Uppsala, Suécia), seguindo-se as
instrugdes do fabricante. Em seguida, esses produtos foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etideo. Os
sinais dos produtos de PCR foram comparados com o padrdo Low DNA
Mass Ladder (Gibco BRL® Life Technologies Inc. Gaithersburg, MD, EUA),
para a determinagao da intensidade da banda de cada produto purificado e
previsao do volume a ser utilizado na reagao de sequenciamento.

Os produtos de PCR purificados foram submetidos a analise de
seqUéncia de DNA no analisador semi-automatico MegaBACE™ DNA
Analysis Systems 1000 (Amersham Bioscience, Uppsala, Suécia) utilizando-
se o kit comercial DYEnamic™ ET Dye Terminator Sequencing Kit de acordo
com as instrugdes do fornecedor. Brevemente, em tubo de microcentrifuga
de 0.2 mL, foram pipetados 4 pyL do produto de PCR purificado, 1 pL de
oligonucleotidec (5 uM), 8 pL do reagente DYEnamic™ ET Dye Terminator
Sequencing Kit (dideoxinucleotideos marcados, deoxinucleotideos, cloreto
de magnésio e Thermo Sequenase !l DNA polimerase), e agua deionizada
esterilizada suficiente para completar o volume final para 20 yL. Em seguida,
a reagao de sequenciamento foi realizada no termociclador PTC-200™ (MJ
Research, Watertown, MA, EUA). Os tubos foram submetidos a 30 ciclos de
95°C por 20 s, 50°C por 15 s e 60°C por 1 min.

Os produtos seqlienciados foram purificados por precipitagao com
acetato de aménia e etanol. Acrescentou-se 2 uL de acetato de aménia 7,5M
e, aproximadamente, 55 plL de etanol absoluto a cada tudo. Os tubos foram
mantidos em repousc por 15 min, protegidos da luz e, em seguida,
centrifugados em centrigufa Centrifuge 5415 (Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha) por 15 min a 12.000 rpm, a temperatura ambiente (TA). O
sobrenadante foi compietamente aspirado e o sedimento lavado duas vezes
com 150 pL de etanol a 70%, misturando-se em agitador de tubos a cada
troca do etanol, e centrifugou-se por 15 min a 12.000 rpm a temperatura
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Os perfis eletroforéticos de SSCP dos exons 5, 7 e 9 do gene da
CYP3A4 das amostras de DNA testadas foram comparados aos perfis de
amostras-controle que apresentam mutagdes conhecidas nesses exons.
Essas amostras-controle foram gentiimente cedidas pelo Dr. Jin-Ding Huang
da National Cheng Kung University, China.

Como se desconhecia o perfil de SSCP das amostras de DNA
normais ou mutadas para as demais regides estudadas, foi necessario o
desenvolvimento de controles que pudessem indicar aiteragées no perfil de
SSCP. Para tal, 3 amostras foram selecionadas para a determinagac da
sequéncia nucleotidica de todos os exons e 5’PR do gene da CYP3A4,
utilizando a técnica de sequenciamento. As seqliéncias de DNA de cada
exon do gene CYP3A4, obtidas por sequenciamento foram comparadas com
as sequéncias ja publicadas (http://www.ncbi.nim.nih.gov/GenBank acesso
AF280107). Essas amostras de DNA foram utilizadas como controles dos

perfis eletroforéticos de SSCP.

4.2.10. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se o programa
SigmaStat para Windows, versao 2.0. Inicialmente todas as variaveis foram
analisadas descritivamente. Para as varidveis continuas, a analise foi feita
pela observagdo dos valores minimes e maximos, célculo de médias e
desvios-padrdo. Para as varidveis classificatdérias calcularam-se as
freqliéncias absolutas e relativas.

Para a analise da hipdtese de igualdade de proporgoes entre os
grupos utilizou-se o teste qui-quadrado (x%). A associa¢do entre as varidveis
mensuradas e os fatores de interesse foi verificada pelo teste t de Student e
pela Andlise de Varidancia (ANOVA) com multiplos fatores. Para as
comparagdes muitiplas foi utilizado o teste de Bonferroni. Para valores com
distribuicdo anormal as variaveis foram comparadas pelo teste de Kruskal-
Wallis One Way ANOVA on Ranks e teste complementar de Dunn.
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5. RESULTADOS

5.1. Parametros lipidicos dos grupos de estudo

Na tabela 5, estdo apresentadas as concentragbes séricas dos
parametros lipidicos avaliados nos individuos com hipercolesterolemia
familiar (HF), hipercolesterolemia primaria (HP) e controles (GC).

Como esperado, observa-se que os individuos do grupo formado por
pacientes portadores de hipercolesterolemia familiar (HF) apresentam
concentragoes séricas de CT e LDL-C maiores e de HDL-C menores que as
observadas nos grupos HP e GC. Os individuos HP apresentam
concentragdes meédias de CT, TG, LDL-C e VLDL-C, maiores que as
encontradas no CG.

Tabela 5. Concentragdes séricas de lipides (Média + DP) dos individuos
com hipercolesterolemia familiar (HF), hipercolesterolemia primaria
(HP) e controles (GC).

Lipides HF HP GC -

(mg/dL) (n=32) (n=88) (n=90)

Colesterol total 367 £ 58 284 + 42 177 £ 22 < 0,0001

Triglicérides 132 + 41 172 +£72 90 + 35 < 0,0001

HDL-C 43+15 53+ 15 50 + 12 0,0030

LDL-C 297 + 63 196 + 39 109 + 21 < 0,0001

VLDL-C 26 +8 34 +14 18+ 7 < 0,0001
HF vs. GC® HPvs. GC®  HF vs. HP®

Colesterol total P <0,05 P <0,05 P <0,05

Triglicérides P <0,05 P <0,05 P <0,05

HDL-C " P <0,05 P=0317 P <0,05

LDL-C P <0,05 P <0,05 P <0,05

VLDL-C P <005 P <0,05 P <005

- * Kruskal-Wallis One Way ANOVA on Ranks; ° comparagdes multiplas: Método de Dunn;
NS, ndo significativo. HDL-C, colesterol da HDL; LDL-C, colesterol da LDL; VLDL-C,

colesterol da VLDL; n, nimero de individuos.
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observou-se queda de 1,8% nas concentragbes de CT, 23,7% em
triglicérides e 23,4% na VLDL-C. Tanto HDL como LDL tiveram elevagdo de
5,9% e 5,5%, respectivamente. Nenhum dos lipides nesses individuos teve
variagao significativa (Figura 9).

Entre os individuos portadores de HP que seguiram o tratamento com
20 mg de atorvastatina por mais 4 semanas, observou-se variagao de —47%
nas concentragdes de LDL-C e de —-36%, -24% e —24% nas concentragdes
de colesterol total, triglicérides e VLDL-C, respectivamente. Ja entre os que
ndo responderam adequadamente ao tratamento (dois individuos)
observou-se redugdes de 12,8%, 13,3%, 4%, 16,1% e 13,3 % nas
copncetragoes de CT, TG, HDL-C, LDL-C e VLDL (Figura 10).

Na tabela 9 s&o apresentadas as concentragbes meédias e
porcentagens de variagdo dos parédmetros de perfil lipidico para os
individuos que nao responderam ao tratamento com 10 e 20 mg de
atorvastatina (Figuras 9 e 10). Apenas 3 individuos nédo responderam ao
tratamento com 10 mg de atorvastatina (variagao média de LDL-C = +6%).
Desses trés, 2 individuos foram tratados com 20mg de atorvastatina e
também ndo tiveram responta terapéutica adequada (variagdo média de
LDL-C = -16%).
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Tabela 9. Concentragdes séricas dos parametros lipidicos (Média £ DP)

dos pacientes com hipercolesterolemia primaria (HP) poligénica que

nao responderam ao tratamento com 10 mg e 20 mg de atorvastatina.

Apoés tratamento

Lipides Basal 10 mg 20 mg .
(mg/dL) (n=3) (n=3) (n=2)

Colesterol total 258 +12 253 + 22 224 + 28 0,253
Triglicérides 194 +123 119+ 33 113 £ 62 0,510
HDL-C 50 + 21 51 +17 57 £20 0,908
LDL-C 170 + 11 179+ 1 145 £ 35 0,227
VLDL-C 39 +24 24+7 23 +12 0,511

® Kruskal-Wallis One Way ANQVA on Ranks. HDL-C, colesterol da HDL; LDL-C, colesterol
da LDL; VLDL-C, coiesterol da VLDL; n, nimero de individuos.
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Durante o ftratamento com atorvastatina, 3 pacientes HP
apresentaram valores de ALT sérica de até 1,2 vezes o valor do limite
superior de referéncia (LSR) e 12 apresentaram valores de CK sérica de até
2,4 vezes o LSR.

5.3. Anaiise do polimorfismo 5’PR do gene CYP3A4

5.3.1. Frequéncia dos alelos do polimorfismo 5’PR do gene CYP3A4

Na tabela 10, sdo apresentados os resultados de distribuicdo de
gendtipos e frequencia relativa de alelos do polimorfismo 5’PR do gene
CYP3A4, nos individuos brancos dos grupos HP e GC. A distribuicdo de
genoétipos observada em ambos os grupos € similar & esperada para uma
populacdo em condigdes de equilibrio (Equilibrio de Hardy-Weinberg). Esses
resultados indicam que a amostra analisada é representativa da populagao
permitindo, de forma confiavel, a comparagéo das frequéncias génicas entre
0s grupos avaliados.

Observa-se que o alelo CYP3A4"1A foi o mais freqliente tanto no
grupo HP como no grupo controle, ndo tendo sido encontradas diferengas
estatisticamente significativas entre as freqiéncias alélicas e genotipicas dos
grupos analisados (p = 0,2386 e p = 0,1871, respectivamente).

Ja no grupo HF, observou-se frequéncia de 0,250 e 0,750 para os
alelos CYP3A4*1B e CYP3A4*1A, respectivamente, ndo havendo diferengas
significativas entre as freqUéncias alélicas e genotipicas quando comparadas
ao GC (p = 0,8743 e p = 0,9875, respectivamente), € comparadas aos
individuos brancos do HP (p = 0,0856 e p = 0,1272, respectivamente).
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Tabela 10. Distribuicao de genétipos e frequéncia relativa dos alelos do
polimorfismo 5’PR do gene CYP3A4 nos individuos brancos dos
grupos HP e controle.

Polimorfismo 5'PR

Grupos Distribuicdo de Genétipos Frequéncia de Alelos

Homozigoto Homozigoto CYP3A4* CYP3A4*

Heterozigoto

CYP3A4*1A CYP3A4*1B 1A 1B

77% 20% 3%

GC

(90) o 0,87 0,13
(69) (18) (3)

HP 89% 1% 0% 0.04

(63) s , 0,06
(56) (7 (0)

27=4,572gl P=0,1018) 27=2,09 (I gl, P=0,1479)

Numero de individuos em parénteses; +/- indica presenga/auséncia do sitio de
restrigao.
Equilibrio de Hardy-Weinberg: HP, x?=0,2180 (1 gl; p=NS).
CG, x* = 1,6309 (1 gl; p=NS).

Os individuos do grupo HP foram divididos por raga para a analise da
distribui¢do de gendtipos e freqliéncia de alelos do polimorfismo S'PR do
gene CYP3A4. Observa-se que a distribuigdo de genodtipos no grupo
estudado encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg, ou seja, este grupo
de individuos também é representativo da populagédo (Tabela 11).

Ao analisar a freqiiéncia dos alelos do polimorfismo 5'PR do gene
CYP3A4, no grupo HP, observa-se maior frequéncia do alelo raro
CYP3A4*1B em individuos de origem negra (0,380) quando comparada a
dos individuos de origem branca (0,060) (¥* = 28,0; 1 g/, P < 0,0001). A
frequencia do gendtipo homozigoto variante (CYP3A4*1B) &
significativamente mais frequente no grupo de individuos de origem negra
(= 27,5; 2 gl, P<0,0001).
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Tabela 11. DiStribuigéo de gendtipos e frequéncia relativa dos alelos do
polimorfismo 5’PR do gene CYP3A4 nos individuos do grupo HP,
separados pela origem étnica.

Polimorfismo 5PR

Grupos Distribuicao de Genétipos Frequiéncia de Alelos

Homozigoto Homozigoto CYP3A4* CYP3A4*

Heterozigoto

CYP3A4™A CYP3A4*1B 1A 1B
Brancos 89% 11% 0%
0,94 0,06
(63) (56) (7) (0)
Negros 36% 52% 12%
0,62 0,38
(25) (9) (13) (3)
;{2= 27.5 (2 gl, P<0,0001) f= 28,0 (1 gl, P<0,0001)

Numero de individuos em parénteses; +/- indica presenga/auséncia do sitio de
restrigao.
Equilibrio de Hardy-Weinberg: Brancos, x? = 0,2681 (1 gl; p=NS).
' Negros, x? = 0,1202 (1 gl; p=NS).
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5.3.2. Influéncia do polimorfismo 5°’PR do gene CYP3A4 sobre o pérfil
lipidico

As concentragdes médias dos parametros lipidicos, de acordo com
os gendtipos do polimorfismo 5'PR do gene CYP3A4, dos individuos dos
grupos HF e HP, estdao representadas na figura 8. Devido ao reduzido
numero de infividuos com genédtipo homozigoto para o alelo raro
CYP3A4*1B, os dados desses individuos foram agrupados com os de
gendtipo heterozigoto, constituindo o grupo de individuos portadores do alelo
CYP3A4*18B.

Ao comparar os valores de lipideos séricos entre os individuos com
alelo selvagem CYP3A4*1A (gendtipo homozigoto) e os com alelo
CYP3A4*1B (heterozigotos e homozigotos para o alelo raro), ndo foram
observadas diferengas significantes, para ambos os grupos HF(Figura 11A)
e HP (Figura 11B). Isso indica que o polimorfismo 5'PR do gene CYP3A4
nao esta associado com a variabilidade dos lipideos séricos dos individuos
hipercolesterolémicos. Esse resultado ja& era esperado, jA que a enzima
CYP3A4 do citocromo P-450 nao atua diretamente no metabolismo lipidico.
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Com relagdo aos individuos com hipercolesterolemia primaria, ndo
foram observadas diferengas significantes, quando comparadas as varia¢des
no perfil liipidico, apés o tratamento com atorvastatina (10 mg/d, por 4
semanas), entre os individuos com alelo selvagem (gendtipo homozigoto
para CYP3A4*1A) e com alelo CYP3A4*1B (gendtipos heterozigoto e
homozigoto para o alelo raro) do polimorfismo 5PR do gene CYP3A4
(Tabela 13, Figura 12B).

Resultados similares foram observados quando se avaliou o efeito
dos gendtipos do polimorfismo 5'PR sobre a variagdo nas concentragdes dos
parametros do perfit lipidico, em individuos HP, apds tratamento com

atorvastatina (20 mg/dia) (dados ndo mostrados).

Tabela 13. Porcentagem de variagao média das concentragoes séricas
de lipideos nos individuos HP, tratados com atorvastatina (10 mg/dia
por 4 semanas), segundo o genétipo do polimorfismo 5PR do gene

CYP3AA4.

Variagdo média (%)"

Lipides Genétipo 5'PR
P P
(mg/dL) Homozigoto Heterozigito e
CYP3A4™A homozigoto CYP3A4™1B
(65) (23)

Colesterol total -28 +10 -32+10 0,1542
Triglicerideos -17 £ 23 -22+18 0,4022
HDL-C +3+ 14 -1+16 0,2013
LDL-C -37 £ 14 -41 +13 0,2771
VLDL-C -17 £23 22 19 0,3906

? +/- indica aumento/redugdo; ® Teste t de Student; nimero de individuos entre parénteses;
HDL-C, colesterol da HDL; LDL-C, colesterol da LDL; VLDL-C, colesterol da VLDL.
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Tabela 14. Alteragbes genéticas identificadas no gene da CYP3A4
encontradas nos individuos portadores de HP estudados.

d'tegian‘: :;’f;i:::ﬁ Tipo Ef::o Alelo Z:ﬁ:: om 'Z'.Zﬁ'é: r:;:‘a Referéncia
proteina brancos negros
Promotor - Selvagem - CYP3A4*1A 0.940 0.620 Gonzalez, 1998
Promotor  -290A>G ' omor - CYP3A4*18  0.060 03g0  Rebbeck et Z’}, 1998
Exon6 c485G>A missense R162Q CY&on¥ . 0.060 Lamba ot af,
Intron 7 15752insG  intronica - - 0.060 0.380 Mutagdo nova™
Exon 11 ¢ 1117C>G missense L373V - 0.008 0.040 Mutagdo nova™
Exon 11 c.1121A>C missense E374A - 0.016 0.060 Mutagdo nova*™
Exon 11 c.1134A>G silenciosa - - 0.016 0.040 Mutagdo nova*™
Exon 11 c.1139A>C missense D380A - 0.008 0.040 Mutagdo nova*®
Exon 11 c¢.1193G>T missense S398| - 0.016 0.040 Mutagdo nova™
Exon 11 ¢.1208G>A rmissense A403H - 0.016 0.040 Mutagio nova™

* Nucleotideos identificados de acordo com Hashimoto et al. (1993); be MutagGes detectadas no
mesmo alelo; *Nomenclatura segundo as recomendagdes de Den Dunnen & Antonarakis (2000);
**Naoc descrita no site http://www.imm.ki.se/CYPalleles/cyp3a4.htm

Identificou-se a inser¢do de guanina (G) no nucleotideo 15752 do
intron 7 (15752insG) ainda nao descrita na literatura (tabela 14). Essa
alteragao foi detectada na mesma frequéncia (0,060 e 0,380 em brancos e
negros, respectivamente) e nos mesmos individuos portadores do alelo
CYP3A4*1B, em homozigose ou heterozigose.

Foram identificadas 6 novas mutagdes no exon 11, sendo 1 mutagao
silenciosa e outras 5 mutagbes missense. Entre as mutagdes no exon 11,
c.1121A>C (E374A) foi identificada em 5 individuos (0.028), enguanto as
mutagoes c.1139A>C (D380A) e ¢.1208G>A (A403H) foram encontradas em
4 pacientes portadores de HP (0.023). As variantes alélicas ¢.1117C>G
(L373V), c.1134A>G (silenciosa) e a ¢.1193G>T (S398l) foram observadas
em 3 individuos (0.017). Entre esses individuos, 3 deles eram portadores
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U/L) nas condigdes basais e apds 10mg/dia/4sem de atorvastatina,
respesctivamente.

Outros dois individuos, também portadores de 6 mutagdes no exon
11, apresentaram redugao significativa da LDL-C que variou entre 48 e 53%
para 10 mg/dia (Tabela 15) e 64 e 69% para 20 mg/dia de atorvastatina. E
importante obsevar que nenhum dos pacientes, com excegdao do que foi
excluido do estudo, apresentou aiteragoes siginificativas nas concentragbes
de ALT e CK, pardmentros usados na monitorizagdo da seguranga do

tratamento com vastatinas.

Tabela 15. Varaintes genéticos observados na regido codificante do
gene CYP3A4 e porcentagem de variagdo de colesterol total e LDL-C na
resposta a atorvastatin 10mg/dia em individuos hipercolesterolémicos

o _ Variagdo Variagio
Indivi- Presenga de Mutagdes no Mutagoes no

Cor Sexo noCT nolLDL-C
duos CYP3A4*1B exon 6 exon 11 . .
(%) (%)
01 Negro F Heterozigoto CYP3A4715A - -28 -39
02 Negro F Homozigoto CYP3A4°15A - -19 =22
03 Negro F Homozigoto CYP3A4"15A c.1321A>C -47 -62
04 Branco F Nio _ c.1121A>C; c. 1134A>G; .37 -49

¢.1193G>T; ¢.1208G>A
c. 1117C>G; c.1121A>C;

05 Branco F Nao - C.1134A>G; ¢.1139A>C; -32 -48
¢.1193G>T; ¢.1208G>A
€. 1117C>G; c.1121A>C;

06 Negro F Heterozigoto - c.1134A>G; ¢.1139A>C; -39 -563
¢ 1193G>T; ¢.1208G>A
c. 1117C>G; c.1121A>C;

07 Negro F Heterozigoto - ©.1134A>G: ¢.1139A>C; Deixou o estudo
c.1193G>T; ¢.1208G>A

? +/- indica aumento/redugéo; CT, colesterol total; LDL-C, colesterol da LDL.

O efeito da presenga das mutagdes no exon 11, comparado com a
auséncia dessas mutagoes na resposta terapéutica a atorvastatin pode ser
observado na Tabela 16. Observa-se que os individuos portadores das
mutagdes nesse exon apresentam redugdes significativamente maiores nas
concentragbes de LDL-C (p<0.05), além de aumento, também significativo
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6. DISCUSSAOQ

Pacientes hipercolesterolémicos tratados com vastatinas geralmente
apresentam boa resposta terapéutica, proporcionando redugdes de LDL-C
que variam entre 18 a 55%, dependendo da dose e da vastatina
administrada (Grundy et al., 2001). Entretanto, a redugdo das concentragoes
séricas de LDL-C apresenta alta variabilidade entre 0s pacientes portadores
de hipercolesterolemia.

Neste estudo, a atorvastatina resultou em redugao significante nas
concentragdes séricas de colesterol total e LDL-C e elevagao nas
concentragbes de HDL-C. Entretanto, observou-se grande varialibidade na
redugdo de |.LDL-C (+5 a —-62%) apds tratamento com 10 mg/dia de
atorvastatina, durante 4 semanas. A resposta terapéutica, porém, nao foi
influenciada pela origem étnica dos pacientes estudados, ja que negros e
brancos apresentaram redugao semelhante nas concentragdes de colesterol
total e LDL-C. Este achado é concordante com os grandes estudos clinicos,
como o 4S, AFCAPS/TexCAPS e outros, que mostraram redugao similar nas
concentragdes de LDL-C entre milhares de individuos tratados com
vastatinas, de diferentes origens étnicas (Scandinavian Simvastatin Survival
Study Group, 1994; Downs et al., 1998).

Comparando-se os individuos portadores de HF e HP nao se
observou diferengas na média da redugao da LDL-C, em ambos os grupos
de individuos respondedores tratados com atorvastatina 10mg/dia/4sem.
Observa-se, porém, maior quantidade de individuos n&o-respondedores
entre os portadores de HF do que entre os portadores de HP. Este fato,
como dito anteriormente, pode estar ligado a variabilidade genética ndo
apenas relacionada ao RLDL, bem como a outros genes, como a apo E.
O'Neill e cols. (2001), observaram maior freqiiéncia dc alelo €4 em
individuos portadores de HF nao-respondedores ao tratamento com
vastatinas. QOutros estudos com portadores de HF e HP também sugerem

que individuos portadores do alelo €4 apresentam menor reducdo nas
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baixas doses de vastatinas, porém, se mal administradas, podem também
levar a maior freqiiéncia de efeitos adversos.

Neste estudo, foram investigadas mutagdes na regiao promotora e
codificante do gene CYP3A4, com a finalidade de identificar sua possivel
associagdo com as diferengas na resposta terapéutica a atorvastatina.

Ao analisar a regido promotora, a frequéncia do alelo raro
CYP3A4*1B dos individuos brancos com hipercolesterolemia primaria
(0,056) foi similar a do grupo controle (0,130) e foi inferior a encontrada nos
negros hipercolesterolémicos (0,380). Estas frequéncias sdo similares as
encontradas em individuos brancos (0,020 a 0133) e negros (0,350 a 0,670)
do Brasil (Cavalli et al., 2001) e dos Estados Unidos, além de aiguns paises
europeus (Rebbeck et al., 1998; Ball et al., 1999; Sata et al., 2000; Amirinami
et al., 1999; Westlind et al., 1999; Wandel et al., 2000).

Entre os individuos HF, observou-se maior freqléncia do alelo raro
(0.25) em individuos brancos, porém esta diferenga ndo se mostrou
significativa, quando comparada as frequéncias encontradas no grupo HP e
controle.

As freqliéncias do alelo raro CYP3A4*1B em nossa populagdo de
brancos sdo semelhantes a de individuos suecos, holandeses, espanhdis,
australianos, e americanos brancos e hispanicos, cujas frequéncias do alelo
CYP3A4*1B variam de 0,030 a 0,093 (Ball et al., 1999; Sata et al., 1999;
Westlind et al., 1999; Rivory et al., 2000; Van Schaik et al., 2000; Garcia-
Martin, et al., 2002). Por outro lado, as frequéncias desse alelo nos
individuos brancos de nossa populagdo sdo superiores a de populagbes
asiaticas (Ball ef al., 1999; Goh et al., 2002; Lamba et al., 2002a; Chowbay
et al., 2003).

Além disso, a alta freqliéncia do alelo CYP3A4*1B em negros,
encontrada em nosso estudo, foi também observada em individuos negros
africanos e de diferentes estados americanos (freqliéncias entre 0,540 e
0,670) (Ball et al., 1999; Sata et al., 1999; Wandel et al., 2000; Lamba et al/.,

2002a).
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O alelo raro CYP3A4*1B nédo afetou o perfil lipidico basal e apds o
tratamento com atorvastatina (10mg/dia/4sem). A falta de associagéo entre o
alelo CYP3A4*1B e a variagao na resposta a atorvastatina esta de acordo
com os achados em outros estudos que também nao observaram efeito da
presenga do alelo variante CYP3A4*1B no metabolismoc de outros farmacos,
como eritromicina, midazolam e ciclosporina (Ball et a/., 1999; Wandel ef al/.,
2000; von Ahnsen et al., 2001). Esses resultados indicam que o polimorfismo
5'PR néo esta associado com a resposta a atorvastatina, em pacientes com
hipercolesterolemia familiar ou nao-familiar. Em alguns estudos, foi
observado que o polimorfismo 5'PR do gene CYP3A4 nao esta associado
com a expressao hepatica da enzima (Westlind et al.,, 1999). Também nao
foi encontrada relagéo entre o polimorfismo 5’PR e a atividade da CYP3A4,
estimada pela depuragdo da ciclosporina (Rivory et al, 2000). Por outro
lado, foi observado que individuos Afro-americanos com gendtipo
homozigoto para o alelo CYP3A4*1B apresentavam 30% menor depuragao
sistémica do midazolam que os homozigotos para o alelo selvagem (Wandel
et al., 2000). Esses dados indicam que o efeito do polimorfismo 5'PR do
gene CYP3A4 sobre a atividade da enzima ainda nao foi completamente
estabelecido e parece depender da variagdo na frequéncia de alelos que se
observa entre as populagoes (Wandel et al., 2000).

Interessantemente, o alelo variante encontrado no intron 7 foi
observado nos mesmos individuos portadores do alelo CYP3A4. Essa
alteragéo intrénica e sua associagdo com o alelo CYP3A4*1B. Assim, existe
a hipotese de que os alelos variantes na regiao promotora, bem como no
intron 7, tenham sido segregadas juntamente, aparecendo
concomitantemente nos individuos estudados.

As mutagdes CYP3A4*2, CYP3A4*5, CYP3A4*16 e CYP3A4*17, ja
descritas para o éxon 7 do gene CYP3A4, nao foram detectadas nos
individuos do nosso estudo. Isso provavelmente se deve as baixas
freqliéncias dessas mutagdes em brancos (0 a 2,7%) e negros (0%) (Sata et
al., 2000). As maicres frequéncias encontradas destas mutagées foram
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Ja para a CK, observou-se elevagdo pouco relevantes, de até 2,4
vezes o valor do LSR para esta enzima, em 12 individuos, ja que o aceitavel
no tratamento com vastatinas é de 10 vezes. Entre eles, apenas um era
portador dos alelos variantes do éxon 11, bem como dos alelos CYP3A4*1B
e CYP3A4*15A. Entre os outros 11, seis eram portadores heterozigotos e
cinco homozigotos para o alelo CYP3A4*1A (selvagem). Essas pequenas
elevagbes nas concentragoes da CK piasmatica, entretanto, podem ter sido
causadas por aumento na atividade fisica dos individuos estudados.

Neste estudo, nds propomos que as mutagdes do exon 11 do gene
CYP3A4 podem estar associadas a redugdo da atividade enzimatica,
levando a diminuigdo da metabolizagdo da atorvastatina nos individuos
hipercolesterolémicos estudados, 0 que poderia estar contribuindo para um
aumento na resposta terapéutica, bem como, no aumento dos efeitos
adversos. Portanto, a identificagdo de alteragbes moleculares no gene
CYP3A4 podera contribuir na escolha da vastatina a ser utilizada para
tratamento da hipercolesterolemia, ja que nem todas sdo metabolizadas via
CYP3A4, bem como no ajuste das doses desses hipolipemiantes
metabolizados pela CYP3A4, promovendo maior eficacia terapéutica e
reduzindo ef/ou prevenindo efeitos adversos potenciais em individuos

suscetiveis.
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N°® Identificagdo Idade Sexo Cor CT TG HDL-C LDL-C VLDL-C
43 H43 71 F B 311 165 70 208 33
44 H44 58 F B 279 316 44 172 63
45 H45 36 F N 249 98 59 170 20
46 H46 55 F B 234 192 35 161 38
47 H47 75 F N 364 80 79 269 16
48 H48 73 M B 246 80 63 167 16
49 H49 55 M B 255 159 42 181 32
50 H50 59 F N 315 113 68 224 23
51 H51 79 F B 314 233 66 201 47
52 H52 79 F B 239 160 41 166 32
53 H53 44 M B 264 91 47 199 18
54 H54 54 F N 313 177 53 225 35
55 H55 63 F N 238 159 33 173 32
56 H56 46 F B 252 221 46 162 44
57 H57 63 F N 276 95 51 206 19
58 H58 50 F B 350 238 41 261 48
59 H59 73 F B 269 138 51 190 28
60 H60 72 F B 273 107 62 190 21
61 H61 72 F B 353 201 44 269 40
62 H62 63 F N 282 138 59 195 28
63 H63 73 F N 317 108 88 207 22
64 He64 72 M B 226 124 54 147 25
65 H65 65 F B 233 141 46 159 28
66 H66 65 F N 279 245 36 194 49
67 HB7 46 M B 264 97 59 186 19
68 H68 68 M B 229 116 59 147 23
69 H69 67 F B 338 234 65 226 47
70 H70 66 F B 325 299 44 221 60
71 H71 64 F B 237 138 57 152 28
72 H72 63 M B 246 356 28 147 71
73 H73 65 F N 234 113 56 155 23
74 H74 55 M B 211 131 42 143 26
75 H75 59 F N 292 102 95 117 20
76 H76 56 F B 232 147 48 155 29
77 H77 48 F B 280 186 43 200 37
78 H78 59 F B 318 132 72 220 26
79 H79 51 F B 289 132 84 179 26
80 H80 63 F N 269 163 47 189 33
81 H81 73 M B 233 175 38 160 35
82 H82 74 F B 372 177 27 310 35
83 H83 56 F B 301 176 60 206 35
84 H84 74 M N 339 366 54 212 73
85 H85 65 F N 269 131 45 198 26
86 H86 47 M B 256 327 31 160 65
87 H87 50 F B 271 85 72 182 17
88 H88 66 F B 247 169 46 167 34

CT, colesterol total; TG, Iriglicérides; HDL-C, colesterol da HDL; LDL-C, colesterol da LDL; VLDL-C, colesterol da

VLDL; F, sexo feminino; M, sexc masculino; B, cor branca; A, cor amarela; N, cor negra.
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Anexo 2 - Caracteristicas biodemograficas e concentragdes séricas de lipides dos

Individuos com Hipercolesterolemia Familiar (n=32)

N° Identificacdo Idade Sexo Cor CT TG HDOLC LDLC VLDLLC
1 HF1 50 M B 417 209 28 347 42
2 HF2 71 F B 360 88 30 312 18
3 HF3 62 F B 422 100 38 364 20
4 HF4 61 F B 386 127 42 319 25
5 HF5 67 M B 332 125 43 264 25
5 HF6 75 F B 292 120 36 232 24
7 HF7 55 F B 418 134 49 342 27
8 HF8 19 F B 433 67 40 380 13
9 HF9 43 F B 378 117 44 311 23
10 HF10 73 F B 295 116 50 222 23
11 HF11 61 F B 362 195 33 290 39
12 HF12 84 F B 332 127 32 275 25
13 HF13 60 F B 292 63 55 224 13
14 HF14 62 F B 384 176 46 303 35
15 HF15 49 M B 396 156 38 327 31
16 HF16 47 F B 440 127 27 388 25
17 HF17 49 F B 414 109 53 339 22
18 HF18 62 F B 318 184 24 257 37
19 HF19 65 F B 308 112 43 243 22

20 HF20 63 F B 320 197 62 219 39
21 HF21 64 F B 440 200 46 354 40

22 HF22 52 M 8 425 123 48 352 25
23 HF23 34 M B 362 172 36 292 34
24 HF24 33 F B 414 199 55 319 40
25 HF25 32 M B 285 96 48 218 19
26 HF26 75 F N 353 75 99 239 15
27 HF27 18 M B 517 118 21 472 24
28 HF28 19 M B 419 86 29 373 17
29 HF29 81 F B 331 131 62 243 26
30 HF30 46 F B 301 128 54 221 26
3 HF31 51 F B 298 128 38 234 26
32 HF32 58 F B 308 112 43 243 22

CT, colesterol total; TG, triglicérides; HDL-C, colesterol da HDL; LDL-C, colesterol da LDL; VLDL-C, colesterol da
VLDL; F, saxo feminino; M, sexo masculino; B, cor branca; A, cor amarela; N, cor negra.
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Anexo 3 - caracteristicas biodemograficas e concentragdes séricas de lipides dos

individuos do grupo controle (n=90)

N* Identificacio Idade Sexo Cor CT TG HDL-C LDL-C VLDLC
1 C1 30 M B 183 g5 39 125 19
2 Cc2 34 F B 193 51 47 136 10
3 Cc3 37 F B 189 101 46 123 20
4 C4 54 F B 192 110 63 107 22
5 C5 30 F B 179 51 68 101 10
6 C6 31 F B 153 74 59 79 15
7 Cc7 32 M B 173 50 53 110 10
8 cs 33 M B 178 53 59 108 11
9 C9 33 M B 182 53 53 118 11
10 C10 34 F B 173 50 43 120 10
11 C11 35 F B 168 92 52 98 18
12 Cc12 35 F B 181 54 63 107 11
13 C13 35 M B 203 132 46 131 26
14 C14 37 F B 134 56 45 78 1
15 C15 39 F B 170 59 37 121 12
16 C16 40 F B 171 57 52 108 11
17 C17 57 M B 201 38 61 132 8
18 c18 43 M B 194 62 49 133 12
19 C19 43 M B 185 63 51 121 13
20 C20 43 M B 196 131 40 130 26
21 C21 44 F B 176 88 50 108 18
22 C22 44 M B 171 69 39 118 14
23 C23 45 F B 155 56 65 79 11
24 C24 45 F B 191 o8 39 132 20
25 C25 56 M B 166 115 42 111 23
26 C26 60 M B 175 86 44 114 17
27 c27 36 F B 193 148 51 112 30
28 C28 36 M B 156 101 36 100 20
29 C29 30 M B 181 128 36 119 26
30 C30 33 F B 110 63 43 54 13
31 C31 33 M B 163 84 37 109 17
32 C32 34 M B 174 57 49 114 11
33 C33 35 M B 163 81 35 112 16
34 C34 36 F B 190 93 42 129 19
35 C35 36 F B 131 81 35 80 16
36 C36 36 F B 165 44 63 93 9
37 C37 35 M B 171 99 45 106 20
38 C38 36 M B 183 72 52 117 14
39 C39 37 F B 184 49 38 136 10
40 C40 38 M B 187 114 30 134 23
41 C41 38 M B 201 80 57 128 16
42 C42 39 F B 167 77 52 100 15
43 C43 39 F B 166 75 50 101 15
44 C44 40 F B 150 81 41 a3 16
45 C45 42 F B 172 42 61 103 8
46 C46 46 M B 194 80 47 131 16

CT, colesterol total; TG, triglicérides; HDL-C, colesterol da HOL; LDL-C. colesterol da LDL; VLDL-C, colestarol da
VLDL; ¥, sexo feminino; M, sexo masculino; B, cor branca; A, cor amarela; N, cor negra,
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N° Identificacdo Idade Sexo Cor CT TG HDL-C LDL-C VLDL-C
47 C47 49 M B 168 126 33 110 25
48 C48 32 F B 165 86 53 95 17
49 C49 47 M B 136 46 42 85 9
50 C50 46 M B 188 120 30 134 24
51 C51 43 F B 162 79 50 96 16
52 C52 41 F B 173 51 39 124 10
53 C53 42 F B 203 122 41 138 24
54 C54 46 F B 202 94 63 120 19
55 C55 49 F B 197 132 77 94 26
56 C56 43 F B 151 62 71 68 12
57 C57 42 F B 190 61 74 104 12
58 C58 42 F B 173 48 59 104 10
59 C59 42 F B 193 51 52 131 10
60 C60 52 F B 184 59 71 101 12
61 C61 48 F B 202 110 46 134 22
62 C62 46 F B 201 192 38 125 38
63 C63 46 F B 194 137 59 108 27
64 C64 45 F B 193 77 60 118 15
65 C65 44 F B 142 68 75 53 14
66 C66 52 F B 197 103 74 102 21
67 C67 54 F B 207 63 76 118 13
68 Ccé8 49 F B 202 81 78 108 16
69 Cc69 49 F B 201 131 44 130 26
70 C70 55 F B 163 199 52 71 40
71 C71 54 F B 192 119 43 125 24
72 C72 55 F B 153 100 50 83 20
73 C73 61 F B 170 100 60 90 20
74 C74 55 F B 141 107 48 72 21
75 C75 41 F B 207 124 57 125 25
76 C76 42 F B 208 84 49 142 17
77 C77 46 F B 203 104 53 129 21
78 C78 57 F B 201 87 66 118 17
79 C79 52 F B 209 105 49 139 21
80 C80 49 F B 207 70 57 136 14
81 C81 30 M B 199 82 56 127 16
82 c82 59 M B 204 73 46 143 15
83 Cc83 34 M B 176 174 39 102 35
84 cs4 36 M B 185 132 45 114 26
85 C85 33 M B 133 48 46 77 10
86 C86 64 M B 174 105 46 107 21
87 Cc87 61 M B 150 92 43 89 18
88 css 41 M B 120 114 35 62 23
89 C89 56 M B 173 54 41 121 11
90 C90 42 M B 188 164 64 91 33

CT, colesterol total, TG, triglicérides; HDL-C, colesterol da HDL; LDL-C, colesterol da LDL; VLDL-C, colesterci da
VLDL: F. sexc feminino; M, sexo masculino; B, cor branca; A, cor amarea; N, cor negra.
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Anexo 4: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Paciente N° Iniciais do Paciente

Andlise das alteragdes no gene da enzima CYP3A4 do citocromo P4:.30 que
influenciam a resposta terapéutica as estatinas em individuos hipercolesterolémicos

Proposta do estudo

A proposta deste estudo clinico é associar alteragdes presentes no DNA com as
variagdes do perfil lipidico em pacientes com hipercolesterolemia, com o objetivc de
estudar marcadores genéticos que possam prevenir o risco de desenvolvimento de

aterosclerose ou doenga arterial coronariana.

Procedimentos a serem sequidos

Durante o estudo, vocé visitara seu médico quatro vezes, em um intervaio de 12
semanas. Durante este periodo, exames fisicos serdo realizados, bem como
colhida a histéria clinica do paciente.

Amostras de sangue para testes laboratoriais serdo colhidas nas 4 consulta; no
decorrer do estudo. Além disso, vocé devera responder um questionario especifico,

quando solicitado.

Duracdo do estudo e nimero de pacientes L . v u .
Se vocé aceitar participar deste estudo, sua participagdo serd por trés més. Além
de vocé, cento e quarenta e nove outros pacientes também participardo do estudo.

Beneficios aos participantes -
Voceé recebera todos os testes de laboratdrio e o tratamento médico sem qualquer

custo.

Garantia de informacao )
Vocé, seu parente ou responsavel legal tem o direito de fazer qualquer pergunta

sobre sua doenga, medicagao, procedimentos, riscos e beneficios ou outro aspecto
qualquer com relagéo ao estudo ou sobre seus direitos como paciente. Se ocorrer
lesdo ou doenga relacionada com a investigag&o, ou duvidas sobre seus direitos,

vocé deve contatar seu médico, Dr.
telefone: durante as horas de trabalho, ou

telefone: apos o trabalho.

Participagdo voluntaria e desisténcia _ o
Sua participagdo neste estudo é voluntaria. Da mesma forma, se vocé decidir

participar do estudo vocé podera retirar-se a qualquer momento sem _penalidade ou
perda dos beneficios a que vocé tem direito e seu tratamento médico futuro ndo

sera afetado.

Confidencialidade dos dados _ . - -
Os dados e os resultados obtidos durante a investigagdo serdo confidenciais e ndo

serao revelados a terceiros a menos que sua autorizagdo previa seja obtida.

Gastos adicionais . .
Vocé nao pagara por qualquer medicagdo administrada ou testes de laboratério

relacionados com a investigagdo. Vocé ndo recebera qualquer pagamento por sua
participacgao.



120

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Apés ter recebido todas as informagbes relacionadas ao estudo eu,

certifico que o Dr. respondeu a todas as minhas
perguntas sobre o estudo e minha condigdo, e eu voluntariamente aceito participar
dele. Esta entendido que eu posso retirar-me do estudo a qualquer momento, e isto
néo afetara meus cuidados médicos no presente e no futuro. Todas as informagoes
a meu respeito serdo confidenciais.

Assinatura do paciente/representante legal

Local e data

Assinatura do meédico

Local e data

Uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera fornecida para
vocé pelo médico do estudo.





