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RESUMO 

As vastatinas são inibidores da enzima HMG-CoA redutase que revolucionaram 

o tratamento e a prevensão das doenças isquêmicas e coronarianas. A resposta as 

vastatinas é influenciada por inúmeros fatores. incluindo deterinantes ambientais e 

genéticos, como proteínas variantes envolvidas no metabolismo lipídico e na 

biodisponibilidade de fármacos. CYP3A4 é a isoenzima mais abundante do citocromo 

P450 no fígado de humanos adultos e é de extrema importância no metabolismo de 

muitos fármacos. incluindo as vastatinas. A grande variabilidade na expressão da 

CYP3A4 entre os indivíduos pode ter alto impacto na eficácia de tratamentos 

farmacológicos. Para investigação da importância das variantes da CYP3A4 na 

resposta a atorvastatina, o gene CYP3A4 foi rastreado para mutações em 63 indivíduos 

brancos e 25 negros, brasileiros, sem vínculo familiar, com hipercolesterolemia 

primária. bem como 32 indivíduos brancos com hipercolesterolemia familiar. tratados 

com atorvastatina (10mg/dia/4sem e 20 mg/dia/4sem). O promotor, 13 éxons e as 

seqüências flanquedoras dos introns do gene CYP3A4 foram rastreados por PCR­

SSCP e por sequenciamento de DNA. Foram detectadas a mutação missense R162Q 

(alelo CYP3A4*15A} no éxon 6 e uma mutação nova, no intron 7 (15752insG). 

Encontrou-se também uma mutação silenciosa (c.1134A>G} e cinco mutações 

mJssense novas (L373V, E374A, D380A, S3981, A403H) no éxon 11. As freqüências 

das mutações no éxon 6 foram 0,060 e 0,000 em negros e brancos, respectivamente, 

enquanto as freqüências das mutações do éxon 11 variaram de 0,040 a 0,060 e de 

0,008 a 0,016 em negros e brancos. respectivamente. As freqüências do alelo 

CYP3A4*1B da região promotora e da variante no intron 7 foram de 0,056 e 0,380 em 

indivíduos brancos e negros. respectivamente. Foi observada associação entre essas 

duas variantes. Após tratamento com atorvastatina (10mg/dia/4sem). indivíduos 

portadores dos alelos CYP3A4*1B ou CYP3A4*15 e da mutação no intron 7 tiveram 

resposta similar aos portadores do alelo comum. Por outro lado, portadores de 

mutações no éxon 11 tiveram maior redução (53%) nas concentrações de LDL-C do 

que os sem mutações neste éxon (38%). Esses resultados indicam que as mutações no 

éxon 11 do gene CYP3A4 podem estar associadas com maior resposta a atorvastatina 

em indivíduos hipercolesterolêmicos brasileiros. Portanto. a identificação de variantes 

da CYP3A4 podem contribuir para estabelecer o perfil farmacogenético de pacientes 

tratados medicamentos hipolipemiantes. 
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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. 

CYP3A4 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 individuais may have a strong 

impact on the efficacy of drug treatment. ln 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 individuais with primary hypercholesterolemia 

and in 32 white familia! hypercholesterolemic treated with atorvastatin (1 0mg/d/4w 

and 20 mg/d/4w). The prometer, 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 (R 162Q, 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, S3981, 

A403H) mutations in exon 11. Frequencies of mutations in exon 6 were 0.060 and 

0.000, in black and white individuais, 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*1 B allele (prometer 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 

(1 0mg/d/4w), individuais carring CYP3A4*1 B 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 

hypercholesterolemic individuais. Therefore, the identification of the CYP3A4 

variants may contribute to the pharmacogenetic profile of patients treated with 

lowering-lipid drugs. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Aterosclerose e Hipercolesterolemia 

A aterosclerose é uma doença de evolução lenta e progressiva que 

apresenta índices de morbidade e mortalidade alarmantes em todo mundo. 

Constitui um grave problema de Saúde Pública tanto para países 

desenvolvidos como os Estados Unidos, Finlândia e Inglaterra, como para 

países em desenvolvimento, como o Brasil (Lotufo, 1997). 

Vários são os fatores de risco que predispõem ao desenvolvimento da 

aterosclerose, em especial, a doença arterial coronariana (DAC). Esses 

fatores podem ser ambientais, tais como, dieta, sedentarismo, tabagismo, 

entre outros, bem como genéticos que incluem histórico familiar, 

dislipidemia, hipertensão, Diabetes Melftus, entre muitos outros. As 

dislipidemias, em especial a hipercolesterolemia, constituem um fator de 

risco indiscutível para as complicações cardiovasculares de natureza 

aterosclerótica (Simons, 1986; Kannel et ai., 1979; Stamler et ai., 1986). 

A associação entre o aumento do colesterol plasmático e a 

predisposição à 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 lipoproteína de baixa densidade (LDL-C) e colesterol da 

lipoproteína de alta densidade (HDL-C) se prestam como indicadores de 

risco no surgimento da doença aterosclerótica (Castelli, 1984). Outro estudo 

bastante expressivo, por envolver 360.000 indivíduos com seguimento de 6 

anos, foi o Multiple Risk Factor lntervention Triai (MRFIT), iniciado na 

década de 80, nos Estados Unidos (Stamler et ai. 1986). De acordo com o 

MRFIT, o risco de morte por DAC aumenta significativa e progressivamente 
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para concentrações plasmáticas 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 concentrações de colesterol total superiores a 

245 mg/dl, com um risco relativo de 2,4 (Stamler et ai., 1986). 

Outros dois estudos também se destacaram na associação da 

hipercolesterolemia com elevada incidência de DAC: o Estudo do Sete 

Países e o Estudo da Organização Mundial da Saúde (OMS). O primeiro 

demonstrou que a freqüência de coronariopatia se relaciona com 

colesterolemia total elevada e com dietas alimentares ricas em gorduras e 

colesterol, em 11.000 indivíduos de cidades do Japão, Holanda, Finlândia e 

Estados Unidos com (Keys, 1970). O Estudo da OMS mostrou que os 

índices de mortalidade por DAC se correlacionavam diretamente com as 

concentrações médias de colesterol e HDL-C das populações de 27 países 

estudados (Simon, 1986). 

Estudos mais recentes avaliaram indivíduos hipercolesterolêmicos 

tratados com vastatinas para prevenção primária (WOSCOPS e 

AFCAPS/TexCAPS) ou secundária (4S, CARE e LIPID) de eventos 

coronarianos (Shepherd et ai., 1995; Downs et ai., 1998; The Scandinavian 

Simvastatin Survival Study group, 1994; Sacks et ai., 1996; The LIPID study 

group, 1998). Esses estudos mostraram que a redução da colesterolemia 

estava associada com a diminuição dos eventos coronarianos e/ou 

mortalidade. 

Assim, mais de 60 anos de estudo da hipercolesterolemia, 

demonstraram inequivocamente que esta condição é fator de risco 

importante para o desenvolvimento da doença aterosclerótica e que a 

diminuição das concentrações plasmáticas de colesterol constituem 

prevenção importante de risco aterosclerótico. 
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1.2. Terapêutica nas hipercolesterolemias 

No tratamento da hipercolesterolemia, a orientação inicial é sempre 

dietética, sendo que a necessidade posterior de terapia medicamentosa não 

exclui a manutenção permanente de dieta alimentar. A orientação dietética é 

feita através da restrição de alimentos ricos em colesterol, do uso de 

proporções adequadas de gorduras saturadas, monoinsaturadas e 

poliinsaturadas, bem como da maior ingestão de fibras. É importante 

ressaltar que a orientação dietética fornece resultados excelentes no 

tratamento da hipertrigliceridemia, porém ela proporciona respostas muito 

precárias para a redução da hipercolesterolemia. Assim, a constatação de 

concentrações de LDL-C superiores a 160 mg/dl após restrição dietética, 

justifica a utilização de medicamentos hipocolesterolemiantes associados à 

dieta pobre em gordura saturada e colesterol (Giannini, 1998). 

Os fármacos utilizados no tratamento da hipercolesterolemia são as 

vastatinas, fibratos, resinas seqüestrantes de ácidos biliares, ácido nicotínico 

e seus derivados e probucol (Giannini, 1998; Diretrizes ... , 2001 ). 

As vastatinas são um grupo de princípios ativos que inibem a ação da 

3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase, enzima chave na biossíntese 

intracelular de colesterol, por constituir etapa limitante do processo 

(Vaughan, 1996). Como conseqüência da inibição dessa enzima há 

diminuição da síntese de colesterol. Desse modo, as quantidades 

intracelulares de colesterol diminuem, o que estimula a transcrição e a 

síntese de receptores de LDL (RLDL). O maior número de receptores de 

LDL na superfície celular proporciona maior captação das partículas de LDL 

circulantes, o que diminui a colesterolemia e restabelece a homeostase 

intracelular de colesterol (Figura 1) (Lennernãs & Fager, 1997; Vaughan et 

ai., 2000). 

As vastatinas reduzem o LDL-C de 20-55%, dependendo da dose e 

da vastatina utilizada (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 1998). Hoje, 

já estão sendo disponibilizadas vastatinas mais potentes, que proporcionam 

maiores reduções da hipercolesterolemia, com doses mais baixas. 
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Figura 1. Regulação da síntese intracelular de colesterol. A inibição da HMG-CoA 

redutase por ação das vastatinas reduz as concentrações intracelulares de 

colesterol, o que ativa as proteases SP1 e SP2, as quais promovem a clivagem das 

sterol regulatory element-binding proteins (SREBPs) no retículo endoplasmático. As 

SREBPs são transportadas para o núcleo da célula, onde estimulam a expressão 

de receptores de LDL (RLDL), pela ligação aos sterol regulatory element (SRE), 

localizados na região promotora do gene do RLDL. A expressão elevada de RLDL 

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

de LDL plasmática. A inibição da HMG-CoA redutase também reduz as 

concentrações intracelulares de isoprenóides, intermediários da biossíntese de 

colesterol. Adaptado de Vaughan et ai., 2000. 
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Outros efeitos benéficos das vastatinas, denominados efeitos 

pleiotrópicos, também contribuem na prevenção de eventos coronarianos 

(La Rosa, 2001 ). Esses efeitos promovem principalmente estabilização da 

placa aterosclerótica por diminuir a oxidação da LDL e a avidez do 

macrófago pela LDL oxidada (Avariam et ai., 1992); redução da expressão 

vascular de moléculas de adesão (Kimura et ai., 1997; Lehr et ai., 1993); 

inibição da proliferação e migração de células musculares lisas (Rogler et ai., 

1995; Negre-Aminou et ai., 1997); modificação bioquímica das funções 

endoteliais, transformando o endotélio de predominantemente protrombótico 

e vasospástico em vasoresistente e vasodilatado (Liao et ai., 1995); inibição 

da biossíntese de isoprenóides e como conseqüência, diminuição da 

geração de anions superóxido por atenuar a isoprenilação da NADPH 

oxidase (Bokoch & Prosanitz, 1992; Chen et ai., 1997) (figura 1 ); e 

finalmente, ação anti-trombótica, por reduzir a reatividade plaquetária 

(Notarbartolo et ai., 1995; Mayer et ai., 1992; Lacoste et ai., 1995). 

O potente efeito redutor de LDL plasmática das vastatinas faz com 

que sejam os fármacos de primeira escolha no tratamento da 

hipercolesterolemia. As vastatinas em uso no Brasil são: lovastatina, 

sinvastatina, pravastatina, fluvastatina e atorvastatina. Outras duas 

vastatinas, rosuvastatina e pitavastatina se encontram em fase final de 

testes clín icos com seres humanos e em breve estarão disponíveis para uso 

de pacientes hipercolesterolêmicos. 

Os estudos de prevenção primária WOSCOPS e AFCAPS/TexCAPS 

e de prevenção secundária 4S, CARE e LIPID, que utilizaram vastatinas 

para a reduzir as concentrações plasmáticas de colesterol, demostraram que 

esta classe de medicamentos apresenta poucos efeitos adversos, que 

somam cerca de 2%. 

Os efeitos adversos mais importantes são de natureza muscular, 

manifestado por mialgia e/ou elevação da enzima creatina quinase (CK), e 

as de natureza hepática, podendo haver elevação das enzimas alanina 

amino transferase (AL T) e aspartato amino transferase (AST), com 

raríssimos casos de hepatite tóxica . A elevação nas concentrações de 
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enzimas hepática (maior que três vezes o limite superior) é dose dependente 

(Farmer & Gotto, 1996; Malinowski, 1998). O risco de miopatia é aumentado 

quando há associação das vastatinas com fibratos, ácido nicotínico ou 

ciclosporina (Vaughan et ai., 2000). Outros efeitos adversos como distúrbios 

gastrointestinais (flatulência, constipação e dispepsia), dores de cabeça e 

insônia também podem ser relatados durante a terapia com vastatinas 

(Malinowski, 1998). 

Os resultados de estudos de eficácia das vastatinas para a prevenção 

de eventos ateroscleróticos fatais ou não-fatais estão resumidos no Quadro 

1. 

Quadro 1. Resumo dos resultados dos cinco principais estudos de 

intervenção clínica com vastatinas em eventos coronarianos. 

Dura- Redução 

Estudo Descrição do estudo ção LDL-C Mortali- Morte por Referências 

(anos) (%) dade (%) DAC (%) 

4.444 indivíduos HC, DAC, The4S 
45 5,0 35 30 42 

Sinvastatina 10-40 mg/dia group, 1994 

6.595 indivíduos HC, sem DAC, 
33 

Shepherd et 
WOSCOPS 4,9 26 NS 

Pravastatina 40 mg/dia ai., 1995 

4.159 indivíduos NC, DAC, Sacks et ai., 
CARE 5,0 28 NS 19 

Pravastatina 40 mg/dia 1996 

6.605 indivíduos NC, sem DAC, Downs et 
AFCAPS 5,2 25 NO 36 

Lovastatina 20-40 mg/dia ai., 1998 

The LIPIO 
9.014 indivíduos NC, OAC, 

6, 1 25 22 24 study group, LIPID 
Pravastatina 40 mg/dia 

1998 

5963 indivíduos diabéticos e 
The HPS Heart 

14573 indivíduos com OAC 
27 Collaborativ Propention 4,8 NO NO 

não-diabéticos. 
Study e Group 

Sinvastatina 40mg/dia 

HC = hipercolesterolêmico; NC = normocolesterolêmico; OAC = doença arterial coronariana; 

NS = não significativo; NO= não disponível. Adaptado de Vaughan et ai., 2000. 
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Os fibratos constituem um grupo de substâncias que têm seus efeitos 

mais pronunciados na redução das lipoproteínas ricas em triglicérides, 

porém que também exercem algum efeito na diminuição das LDL 

circulantes. Adicionalmente, os fibratos diminuem a quantidade de LDL 

pequenas e densas e aumentam o HDL-C. Sua utilização para o tratamento 

da hipercolesterolemia se limita, porém, aos pacientes que não respondem a 

vastatinas e/ou aos seqüestrantes de ácidos biliares (Betteridge, 1993). Os 

princípios ativos da classe dos fibratos são: bezafibrato, gemfibrozil, 

etofibratos, fenofibrato e cipofibrato. 

A ação dos fibratos se explica pela ligação dos mesmos aos 

peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs). Os PPARs são 

membros de uma família de receptores nucleares de fatores de transcrição 

específicos, e podem ser do tipo alfa, beta/delta ou gama. A ligação dos 

fibratos ao PPARa. induz a ativação ou a inibição de múltiplos genes 

envolvidos no metabolismo lipídico pela ligação do PPARa. ativado aos 

peroxisomo proliferator response elements (PPRE), localizados na região 

promotora dos genes (Fruchart et ai., 1999). 

Os fibratos reduzem as concentrações plasmáticas de triglicerídeos 

(TG) alterando a expressão de inúmeros genes que codificam proteínas 

envolvidas no metabolismo dos ácidos graxos, tais como proteína 

transportadora de ácidos graxos (FATP), acil-CoA sintetase, e outros, além 

de promover aumento na síntese de lipase lipoprotéica e diminuição da 

síntese de apolipoproteína CIII (apo CIII). 

O uso de fibrato proporciona redução média de TG entre 35 e 50%, 

podendo chegar a 70% em alguns casos. Os fibratos elevam as 

concentrações de HDL em até 25%, pelo aumento na síntese das 

apolipoproteínas AI (apo AI) e AII (apo AH) (Fruchart et ai., 1999; Staels & 

Auwerx, 1998). Além desses efeitos, os fibratos também promovem a 

redução da produção de apolipoproteína B (apo B) e colesterol da 

lipoproteína de muito baixa densidade {VLDL-C) (Lamb et ai., 1993). A 

resposta da colesterolemia à ação dos fibratos é pequena, com médias de 

redução de colesterol total que variam entre 8 e 15% (Giannini, 1998). 
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Os fibratos geralmente são bem tolerados, mas podem determinar 

distúrbios gastrintestinais (diarréia, dores abdominais, náuseas), tonturas, 

cefaléia, prurido, urticária, diminuição da libido e, excepcionalmente, dores 

musculares e até miosite. Esses efeitos adversos aparecem em 5% dos 

casos. Elevações de enzimas hepáticas e musculares e da creatinina são 

raras, mas seu uso não é aconselhável em indivíduos portadores de 

hepatopatias (Giannini, 1998). 

Os seqüestrantes de ácidos biliares são resinas como a colestiramina 

e o colestipol, porém este último não é comercializado no Brasil (Giannini, 

1998). Um novo representante desta classe, que está para ser lançado, é 

colesevelam, mais potente, com menor incidência de efeitos colaterais e 

menor interação medicamentosa que a colestiramina (Thompson, 2003). 

As resinas quando ingeridas, se ligam aos ácidos biliares no intestino, 

impedindo sua reabsorção. Assim, os ácidos biliares são eliminados em 

maior quantidade pelas fezes. Com a diminuição da taxa de reabsorção dos 

ácidos biliares através do ciclo êntero-hepático, há maior conversão de 

colesterol endógeno em ácidos biliares, por aumento da atividade da enzima 

colesterol 7a.-hidroxilase, diminuindo o colesterol hepático (Einarsson et ai., 

1991 ). Concentrações diminuídas de colesterol intracelular estimulam a 

transcrição e síntese de receptores de LDL, tornando-os mais abundantes 

na superfície celular e proporcionando maior taxa de interiorização das LDL 

circulantes e sua conseqüente diminuição no plasma (Einarsson et ai., 1991; 

Shepherd, 1989). 

A colestiramina não é absorvida pelo intestino, tendo ação 

exclusivamente na luz intestinal, razão pela qual não determina efeitos 

sistêmicos. Não é indicada em indivíduos portadores de doenças renais. 

Seus efeitos adversos são principalmente de origem gastrintestinal, como 

náuseas, flatulência e dores abdominais (Giannini, 1998). 

A redução do LDL-C na terapia com resinas pode chegar a 30%, 

porém o uso de colestiramina pode determinar elevações de TG 

plasmáticos, que podem chegar a 20%. Normalmente as resinas são 

BIBLIOTECA 
F acuidade de CicnciJs Farmacêuticas 

Universidade de São Paulo 
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utilizadas em pacientes para os quais o uso das vastatinas não é 

recomendável , como gestantes, crianças, mulheres em período de 

amamentação e mulheres férteis que não estão em uso de contraceptivos, 

além de indivíduos que não apresentaram resultados satisfatórios de 

redução de LDL-C com as vastatinas (Giannini, 1998). 

O ácido nicotínico, um derivado da niacina, é um hipolipemiante que 

age impedindo a hidrólise de triglicerídeos nos adipócitos, diminuindo a 

liberação de ácidos graxos na circulação. O menor aporte de ácidos graxos 

para os hepatócitos, proporciona síntese diminuída de VLDL com 

conseqüente diminuição na formação de LDL. Promove ainda elevação de 

HDL-C por mecanismos desconhecidos. É utilizado no tratamento da 

hipercolesterolemia quando os fármacos das classes referidas anteriormente 

não podem ser utilizados, como nos indivíduos com doenças hepáticas e 

renais, em mulheres gestantes e crianças (Giannini, 1998). 

A sua utilização restrita na terapia hipolipemiante decorre de seus 

acentuados efeitos colaterais, como prurido difuso, sensação de acentuado 

calor facial , eritema cutâneo, arritmias cardíacas, entre outros. Esses efeitos 

surgem freqüentemente da utilização de doses terapêuticas elevadas, as 

quais são necessárias para reduções de LDL de até 30% (Giannini, 1998; 

Organização Mundial da Saúde, 1998). 

O probucol é um fármaco com efeito antioxidante, que reduz a 

oxidação das partículas de LDL, diminuindo a captação das mesmas por 

macrófagos na parede arterial . Está indicado nos casos de dislipidemias 

familiares, onde os pacientes são portadores de xantomas, pois contribui 

para a redução dessas lesões (Giannini, 1998). 

O ezetimibe é o primeiro fármaco hipolipemiante que inibe 

seletivamente a absorção de colesterol no intestino. Em esquema de 

monoterapia, o ezetimibe mostrou reduções de LDL-C de até 20% e 

podendo ser usado de forma segura em combinação com outros 
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medicamentos hipolipemiantes (lglesias & Diez, 2003; Davidson, 2003). O 

ezetimibe pode ser útil em pacientes com predisposição a efeitos adversos 

causados por outros hipolipemiantes, bem como pode ser utilizado em 

combinação com estes mesmos agentes, permitindo a utilização de doses 

menores dos mesmos (vastatinas, fibratos, niacina e outros), porém 

atingindo efeito equivalente na redução das concentrações de LDL-C (Jeu & 

Cheng, 2003). 

1.3. Vastatinas 

As vastatinas foram introduzidas na prática clínica no final da década 

de 80, após a descoberta de seus efeitos hipolipemiantes em 1976, quando 

Endo e cais. (Endo et ai., 1976) isolaram um composto do Penicillium 

citrinum, a mevastatina, com propriedade de inibir a atividade da HMG-CoA 

redutase em ratos. Desde então, foi observado que outros compostos 

(cetoconazol e outros) também são inibidores da HMG-CoA redutase 

(Moghadasian, 1999). 

As vastatinas são classificadas como naturais ou sintéticas (figura 2), 

de acordo com a fonte de obtenção de cada uma. Entre as vastatinas 

naturais podemos citar a lovastatina, sinvastatina e pravastatina que são 

derivadas do fungo Aspergillus terreus (Alberts et ai., 1980). Enquanto a 

lovastatina é um produto natural, a sinvastatina e a pravastatina são 

produzidas em processo semi-sintético. A sinvastatina é o 2,2 dimetil-butirato 

análogo da lovastatina, e assim como esta última é um pró-fármaco. A 

pravastatina é um metabólito ativo da mevastatina e que foi descoberta na 

urina de animais tratados com mevastatina. Ao contrário da lovastatina e 

sinvastatina, a pravastatina é administrada na forma de sal sódico do seu 

ácido ativado (McTavish & Sorkiri, 1992) (figura 2). 

As vastatinas sintéticas, 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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fluorofenil-indol da fluvastatina mimetiza a coenzima A (Bium, 1994; Kajinimi 

et ai., 2003; Bousquet & Gayet, 2003) (figura 2). 

A. Estrutura química das vastatinas naturais e sintéticas 

~----''---- - ---. Estrutura química das vastatlnas naturais e sintéticas 1---------, 

F 

~ Ct1, 

o .J 

OH OH O 

' ' . co·.....-· 

Vastatinas Naturais 

Vastatinas Sintéticas 

8 . Estrutura química de novas vastatinas 

OH 

Figura 2. A. Estrutura química das vastatinas naturais e sintéticas. B. Estrutura 

química das vastatinas sintéticas mais recentemente lançadas. Adaptado de 

Christians et ai., 1998 e lglesias & Diexz (2003). 

O potente efeito hipolipemiante das vastatinas foi estabelecido 

baseando-se em um grande número de estudos controle-placebo. Esses 

estudos mostraram que as vastatinas produzem redução dose-dependente 
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das concentrações de LDL-C que podem chegam a 60% (Hsu et ai., 1995; 

lllingworth et ai., 1994; Bium, 1994; Nawrochi et ai., 1995; Farnier & 

Davignon, 1998). Reduções de 20 a 30%, porém são mais típicas com as 

doses comumente utilizadas na prática clínica para o tratamento da maioria 

dos pacientes hipercolesterolêmicos (Bium, 1994). Indivíduos apresentando 

reduções nas concentrações de LDL-C inferiores a 15% são classificados 

como não-respondedores e a maior freqüência (20-30%) desses indivíduos 

encontra-se entre os portadores de hipercolesterolemia familiar (HF) 

(Salazar, 2002; Stein et ai., 1997). 

A potência das vastatinas difere de modo significativo. Mitchel (1992) 

e lllingworth e cols. (1994) compararam o efeito da lovastatina, sinvastatina e 

pravastatina sobre a concentração de LDL-C em diferentes estudos clínicos. 

Considerando a relação de dose-equivalência, que estabelece a 

comparação entre quantidade de fármaco que deve ser administrado para se 

observar o mesmo efeito, concluiu-se que a sinvastatina é duas vezes mais 

potente que a lovastatina e a pravastatina, as quais são igualmente 

potentes. Em outro estudo, a fluvastatina nas doses de 40 e 80 mg/dia 

promoveram redução de LDL-C superiores à da pravastatina nas doses de 

20 e 40 mg/dia, sugerindo relação dose-equivalência entre 2:1 e 1 :1 (Jacotot 

et ai., 1995). Em outra comparação direta, fluvastatina e lovastatina (ambas 

de 20 mg/dia) reduziram as concentrações 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 reduções comparáveis 

de LDL-C, sugerindo uma relação dose-equivalência de 2:1 (Schulte & Beil, 

1996). 

A atorvastatina tem efeito mais potente que as demais vastatinas na 

redução da LDL-C, disponíveis até o momento (Cilla et ai., 1996; Black et ai., 

1998). Em estudo com doses diárias de atorvastatina de 2,5 a 80 mg durante 

6 semanas, observou-se reduções de LDL-C de 25% a 61 %, 

respectivamente. A redução da LDL-C é acompanhada de reduções 

significativas também de CT, TG e apo B (Nawrocki et ai., 1995; Bakker­

Arkema et ai., 2000). 
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Outras duas vastatinas que estão sendo disponibilizadas para a 

terapia hipocolesterolemiante são a rosuvastatina e a pitavastatina, também 

chamadas de super-vastatinas. A rosuvastatina é relativamente hidrofílica e 

possui menor propensão à toxicidade muscular e a interações com outros 

medicamentos. A pitavastatina tem alta biodisponibilidade quando 

administrada por via oral e mínima propensão a interações com fármacos 

metabolizados via citocromo P450. A rosuvastatina é a mais potente entre as 

vastatinas, enquanto a pitavastatina apresenta efeito similar à da 

atorvastatina (lglesias & Diez, 2003). 

Um dos estudos mais recentes, o STELLAR* Triai, analisou 2431 

pacientes portadores de hipercolesterolemia, que foram tratados com 1 O a 

80 mg de atorvastatina, sinvastatina ou rosuvastatina, ou com 1 O a 40 mg de 

pravastatina. Após 6 semanas de tratamento, observou-se que a 

administração de rosuvastatina promoveu redução de LDL-C 8,2% maior, 

em média, do que o tratamento com atorvastatina, 26% maior que a 

pravastatina e 18% que a sinvastatina. Observou-se também elevação 

média nas concentrações de HDL-C de 7,7% a 9,6% entre os indivíduos em 

tratamento com rosuvastatina enquanto que para as outras vastatinas essa 

média variou entre 2, 1 % a 6,8% (Jones et ai., 2003). 

1.4. Farmacocinética das vastatinas 

Apesar das vastatinas apresentarem o mesmo mecanismo 

farmacológico, suas propriedades farmacocinéticas apresentam algumas 

diferenças. 

As vastatinas são clinicamente usadas em formulações orais de 

liberação imediata. Normalmente, a absorção das vastatinas no intestino é 

dependente da relação dose/dissolução, taxa de dissolução, 

degradação/metabolismo no lúmen, trânsito intestinal e permeabilidade 

efetiva através da mucosa intestinal (Lennernas & Fager, 1997). Durante a 

absorção intestinal, parte da vastatina absorvida sofre metabolização pelas 

enzimas do citocromo P450. 



19 

A maior fração das vastatina absorvidas cai na circulação sangüínea 

é distribuída aos tecidos na forma ligada a proteínas plasmáticas. O 

transporte das vastatinas para o interior das células ocorre passivamente 

pela membrana celular (Lennernãs & Fager, 1997) 

As vastatinas são removidas do plasma pelo fígado, onde são 

biotransformadas pela ação de enzimas do citocromo P450. A maioria dos 

metabólitos das vastatinas é diretamente excretada pelo sistema biliar 

(Lennernãs & Fager, 1997). Sabe-se ainda que algumas vastatinas, como a 

fluvastatina, sofrem eliminação hepática pré-sistêmica (Lennernãs & Fager, 

1997, Corsini et ai., 1999; Hamelin & Turgeon, 1998). 

O citocromo P450 é uma grande família de hemeproteínas que 

promovem o metabolismo de um grande número de xenobióticos e 

endobióticos. O tipo e a taxa de expressão dessas enzimas no fígado, 

determinam a resposta metabólica do indivíduo a um determinado 

composto químico. No homem, foram identificadas 3 famílias de genes que 

codificam enzimas do citocromo P450: CYP1, CYP2 e CYP3. Essas 

famílias de enzimas são responsáveis pela maior parte da metabolização 

de fármacos no fígado. As famílias, as respectivas subfamílias e as 

enzimas CYPP450 são apresentadas no quadro 2. 

Quadro 2: Famílias, subfamílias e enzimas componentes do citocromo 

P450 encontradas em humanos. 

Família Subfamília Enzima 

CYP1 CYP1A 1A1/1 A2 

CYP2A 2A6 

CYP2B 2B6 

CYP2 CYP2C 2C8/2C9/2C10/2C18 

CYP2D 206 

CYP2E 2E1 

CYP3 CYP3A 3A4/3A5/3A 7 /3A43 

Adaptado de Wnghton et ai., 1992 
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A enzima CYP2C9 é responsável pela biotransformação da 

fluvastatina, enquanto que a lovastatina, pravastatina, sinvastatina, 

atorvastatina e cerivastatina são metabolizadas preferencialmente pela 

enzima CYP3A4 (Lennernas & Fager, 1997). Estudos in vítro mostraram 

moderada afinidade da enzima CYP2C8 pela fluvastatina e cerivastatina 

(Lennernas & Fager, 1997; Bottorf, 1999; Corsini et ai., 1999). 

A CYP2C9 hidroxila o anel indol da fluvastatina, nas posições 5 e 6 

(Figura 2A). Essa reação promove a perda do grupo isopropil e a J3-
oxidação, gerando preferencial mente o metabólito ácido 

desisopropilpropiônico-fluvastatina. Outra via de metabolização menos 

importante da fluvastatina gera outros três metabólitos: desisopropil­

fluvastatina, 6-hidroxi-fluvastatina e 5-hidroxi-fluvastatina (Christians et ai., 

1998). Esses metabólitos têm efeito farmacológico limitado e não 

contribuem para o efeito da fluvastatina. A maior parte desses metabólitos é 

encontrada nas fezes, decorrente de excreção biliar. Apenas 5% dos 

mesmos são encontrados na urina (Lennernas & Fager, 1997; Bottorf, 

1999; Corsini et ai., 1999). 

A pravastatina é administrada na forma de anel hidroxi-ácido aberto 

(Figura 2A), e não depende de reação enzimática para se tornar 

farmacologicamente ativa. Uma das principais diferenças farmacocinéticas 

entre a pravastatina e as outras vastatinas é que a pravastatina é eliminada 

preferencialmente, na forma inalterada (aproximadamente 70%) (Christians 

et ai., 1998). Em menor extensão, porém, a pravastatina pode ser 

metabolizada por várias diferentes vias de biotransformação, envolvendo 

reações de isomerização, glicuronização, sulfatação, conjugação com 

glutationa e oxidação (Everett et ai., 1991 ; Kitazawa et ai., 1993; 

Muramatsu et ai., 1992). Existe ainda a via de metabolização da CYP3A4. 

Os metabólitos da pravastatina gerados nessa via são 3'a., 5J3'-dihidroxi­

pravastatina e 3'a.-hidroxi-pravastatina, formados no fígado pela ação da 

CYP3A4 e são excretados na urina. Sabe-se, porém, que essa via de 

biotransformação não é preferencial para a pravastatina (Kitazawa et ai., 

1993). 
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A lovastatina é administrada na forma de pró-fármaco que é ativado 

por hidrólise, pela enzima CYP3A4, a hidróxi-ácido lovastatina, no fígado. 

Esse intermediário pode ser re-oxidado a lovastatina lactona, ou seguir a 

via de p-oxidação. Em camundongos, a via de p-oxidação da cadeia 

carbônica é predominante. Em humanos e caninos, a conversão para 

lovastatina lactona e subseqüente metabolização pela CYP3A4 é a rota de 

biotransformação predominante. O mesmo processo metabólico ocorre 

para a sinvastatina, resultando em um metabólito principal, a 6'í3-carboxi 

sinvastatina, entre 1 O outros metabólitos (Lennernas & Fager, 1997). 

Estudos in vítro demonstraram que a metabolização da atorvastatina, 

realizada pela CYP3A4, resulta em dois metabólitos, orto-hidroxi e a para­

hidroxi atorvastatina, ambos também apresentando efeito inibidor da HMG­

CoA redutase (Christians et ai., 1998). 

A comparação entre as propriedades farmacocinéticas das diversas 

vastatinas tradicionalmente utilizadas no Brasil está resumida no Quadro 3. 

Nesse quadro observa-se que a atorvastatina atinge pico máximo de 

concentração em até 3 horas, como a lovastatina e a sinvastatina, porém 

possui meia-vida de eliminação maior que todas as outras vastatinas (-15 

horas) e a presença de seus metabólitos pode ser detectada no plasma por 

longos períodos de tempo (>24 horas) (Posvar et ai., 1996). Tal fato pode 

explicar a maior intensidade do seu efeito redutor de colesterol total e LDL­

C, como descrito por Cilla et ai. (1996). Observa-se também que a maior 

taxa de ligação às proteínas plasmáticas, faz com que a quantidade de 

fármaco livre seja muito pequena, diminuindo a disponibilidade 

farmacológica da droga ativa. Assim, o processo de metabolização é 

importante para atingir o efeito hipocolesterolêmico (Lennernas & Fager, 

1997). 
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Quadro 3. Comparação 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-fármaco Não Não Sim Não Sim 

Absorção 

Fração absorvida(%) 30 98 30 35 60-85 

T max. (horas) 2-3 0,5-1,5 2-4 0,9-1 ,6 1,3-2,4 

Biodisponibilidade (%) 12 10-35 <5 18 <5 

.J-13% 
.J-15 ou 

t50% .J,30% Efeito do alimento o 
t25% 

Distribuição 

Ligação a proteínas 
98 98 >95 55-60 95 

(%) 

Lipofilicidade Lipofílica Hidrofílica Lipofílica Hidrofílica Lipofílica 

Metabolismo 

Metabólito sistêmico Ativo inativo ativo inativo ativo 

Principal enzima 
CYP3A4 CYP2C9 CYP3A4 Nenhuma CYP3A4 

metabolizadora 

Eliminação 
98 95 70 71 <87 

Hepática (%) 

Excreção 

Excreção urinária(%) Desprezível 6 10 20 13 

Predomi-
Excreção fecal (%) 90 83 71 58 

nante 

Meia-vida (horas) 15-30 0,5-2,3 2,9 1,3-2,8 2-3 
. . 

Fontes: Malinowski et ai. , 1998; Chnst1ans et ai., 1998; Cors1ni et ai., 1999 . 

A rosuvastatina depois de administrada por via oral é rapidamente 

absorvida e apresenta biodisponibilidade oral de aproximadamente 20%. 

Atinge pico de concentração plasmática em 3 horas, tem meia-vida de 

eliminação de aproximadamente 20 horas e apresenta alta taxa de ligação a 
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proteínas plasmáticas. É minimamente metabolizada via CYP2C9 e 

CYP2C19 a um metabólito N-desmetil com pequena atividade inibitória da 

HMG-CoA redutase. Aproximadamente 90% da dose de rosuvastatina 

administrada via oral é eliminada nas fezes e o restante é eliminado na urina 

(Carswell et ai., 2002; lglesias & Diez, 2003). 

Diferentemente da rosuvastatina, a pitavastatina apresenta 

biodisponibilidade oral aproximada de 80%, com pico de concentração 

plasmática em 50 minutos, meia-vida de eliminação de 11 horas e ligação a 

proteínas plasmáticas acima de 95%. É metabolizada via CYP2C9 e 

CYP2C8, minimizando a propensão de interação farmacológica entre os 

medicamentos metabolizados via CYP3A4 (Flores, 2002; Kajinami et ai., 

2000; lglesias & Diez, 2003). 

Sabe-se que a CYP3A4 é responsável pela metabolização de mais de 

50% dos fármacos utilizados em humanos, além de substâncias endógenas 

como cortisol e estradiol, entre outros hormônios esteróides (Bottorff, 1999). 

Assim, a co-administração de fármacos que sejam metabolizados pela 

mesma via, ou que inibam a ação da CYP3A4, como itraconazol, 

benzodiazepínicos, eritromicina, ritonavir, carbamazepina, nifedipina, 

verapamil , entre outros, pode diminuir a biotransformação das vastatinas e 

elevar a ocorrência dos efeitos adversos já conhecidos das vastatinas 

(Moghadasian, 1999; Vaughan et ai., 2000; Christians et ai., 1998). 

É importante observar ainda que, diferentemente das outras 

vastatinas, a pravastatina não apresenta problemas na co-administração de 

fármacos, já que sua via de metabolização principal não inclui as enzimas do 

citocromo P450. Entretanto, as interações farmacocinéticas não estão 

limitadas a co-administração da atorvastatina e outros medicamentos, mas 

também a produtos nutricionais como suco de grapefruit. Vários estudos 

(Ducharme et ai., 1995; Bailey et ai., 1995; Kufferschmidt et ai., 1995; 

Kufferschmidt et ai. , 1998; Benton et ai., 1996), demonstraram que o suco de 

grapefruit aumenta a biodisponibilidade de diversos fármacos metabolizados 

pela CYP3A4 (Bottorf, 1999). Esse achado pode ser útil, quando se pretende 

melhorar o efeito das vastatinas sem alterar a dose administrada. 
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A.- CYP3A4 além de ser responsável pela metabolização das 

vastatinas e de vários outros xenobióticos e endobióticos, como mencionado 

anteriormente, ela apresenta alto grau de variabilidade interindividual da sua 

expressão hepática, porém pouco é conhecido sobre a base genética para -
esta expressão polimórfica (Linder et ai. , 1997). \ 

1.5. Genes envolvidos na resposta terapêutica as vastatinas 

A resposta terapêutica as vastatinas é modificada por inúmeros 

fatores como idade, sexo, fatores relacionados a farmacocinética do 

medicamento e por determinantes genéticos (Hoffmann et ai., 2001 ). Mesmo 

em grupos homogêneos de pacientes, a resposta individual varia de modo 

significativo. Até o momento, não existem parâmetros clínicos ou 

bioquímicos que possam predizer se a resposta ao tratamento com 

determinada vastatina será satisfatória ou se haverá o desenvolvimento de 

efeitos adversos, como a miosite e rabdomiólise em casos extremos. Os 

recentes avanços farmacogenéticos vêm permitindo o entendimento de 

vários mecanismos envolvidos no metabolismo das lipoproteínas e na 

resposta individual aos agentes hipocolesterolemiantes (Hoffmann et ai., 

2001 ). 

Mutações e polimofismos em genes envolvidos no metabolismo 

lipídico, como os genes do RLDL, da apolipoproteína E (apo E), apo B, apo 

A-1 e A-IV, da proteína de transferência de colesterol esterificado (CETP), 

paraoxonase, lipase hepática foram associados às variações de resposta 

aos inibidores da HMG-CoA redutase em diferentes populações (Hoffmann 

et ai., 2001 ; Messer et ai. , 2001 ; Zambom et ai., 2001; Schaefer et ai. , 2001 ; 

Turban et ai., 2001 ). 

Recentemente, Bo et ai. (2001) compararam a eficácia da 

atorvastatina e da sinvastatina para atingir as recomendações do National 

Cholesterol Education Program (NCEP, EUA), em 26 pacientes com HF 

heterozigótica (16 homens e 1 O mulheres). Embora, a atorvastatina tenha 
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reduzido significativamente a concentração 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 mutação do gene do RLDL é um dos fatores que mais 

influenciam o efeito redutor das vastatinas nesses indivíduos portadores de 

HF. Assim, a caracterização da mutação é importante para indicar a dose 

necessária e o sucesso da terapia (Heath et ai., 1999). 

Os polimorfismos do gene do RLDL também podem estar associados 

à resposta ao tratamento com as vastatinas, como é o caso dos 

polimorfismos Aval/ e Pvu/1, localizados no exon 13 e no intron 15 no gene 

do RLDL, respectivamente. Vários estudos demonstraram que indivíduos 

portadores dos alelos P2 e A- apresentavam melhor resposta ao tratamento 

com fluvastatina e atorvastatina, quando comparados aos indivíduos 

portadores dos alelos P1 e A+ (Salazar et ai., 1999; Salazar et ai., 2000b; 

Salazar, 2002). 

Além de alterações na região codificante do gene do RLDL, 

alterações na expressão do mesmo podem proporcionar variação na 

resposta ao tratamento com vastatinas. Salazar (2002) analisou a expressão 

do gene do RLDL e da HMG-CoA redutase antes e após 4 semanas de 

tratamento com 1 O mg/dia de atorvastatina, e observou que indivíduos não­

respondedores apresentavam expressão basal tanto do gene do RLDL como 

da HMG-CoA redutase inferiores aos dos indivíduos respondedores. Nesse 

estudo, os indivíduos que responderam ao tratamento tiveram maior 

expressão de RLDL e HMG-CoA redutase após o tratamento, o que não foi 

observado nos indivíduos não-respondedores. Essas observações sugerem 

que as alterações na expressão de ambos os genes podem resultar de 

defeitos genéticos dos fatores que regulam a transcrição desses genes, 

como as SREBPs, SCAPs e as proteases SP1 e SP2 (Salazar, 2002). 

Em hipercolesterolêmicos portadores de mutações no gene da apo B, 

avaliou-se a resposta terapêutica a vastatinas que se mostrou similar a de 

indivíduos com outros tipos de hipercolesterolemia (Ejarque et ai., 2001 ). Tal 

observação se explica pela maior remoção de precursores de LDL que 
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contém apo E pelo RLDL, ou seja, como a presença da vastatina leva a 

maior expressão de RLDL na superfície celular, e essa maior quantidade de 

receptores promoverá a captação de precursores de LDL-C via apo E, o 

efeito hipocolesterolêmico da vastatina não é prejudicado pela deficiência na 

apo 8. Além disso, como as concentrações de colesterol intracelular estão 

diminuídas, pelo menor influxo de colesterol nos hepatócitos e pela inibição 

da HMG-CoA redutase exercida pela vastatina, a síntese de VLDL e IDL 

estão também diminuídas (Marz et ai., 1993; Raal et ai., 1997; Brousseau et 

ai., 1995). 

Guzmán e cais. (2000) avaliaram a influência do polimorfismo lns/Del 

do gene da apo B em indivíduos hipercolesterolêmicos brasileiros tratados 

com fluvastatina. Observou-se que os indivíduos portadores do genótipo li 

apresentaram maiores reduções das concentrações de LDL-C (34%) quando 

comparados aos indivíduos portadores do alelo Dei (27%). Por outro lado, 

Ojala e cols. (1991) não demonstraram a influência do polimorfismo Xbal na 

resposta a lovastatina (20 e 40 mg) em 211 indivíduos estudados. 

Estudos associando o polimorfismo da apo E a resposta a 

tratamentos hipolipemiantes são conflitantes. O'Malley e cais. (1990), em 

estudo com 134 pacientes portadores de HF tratados com lovastatina (40 e 

80 mg/dia), observaram que a resposta à terapia foi independente do 

genótipo da apo E. Ojala e cols. (1991) estudaram 78 portadores de HF e 

154 portadores de hipercolesterolemia primária tratados com lovastatina (20 

ou 40 mg/dia), durante 6 semanas. Os autores observaram significativa 

redução nas concentrações de LDL foi observada nos portadores do 

genótipo E3/4 quando comparada com os portadores do E3/3, nos 

indivíduos com hipercolesterolemia primária (não-HF) tratados com 20 mg e 

no CT dos portadores de HF tratados com 40 mg de lovastatina. Porém, não 

foi observada diferença na resposta ao tratamento, quando os mesmos 

indivíduos foram tratados por um maior período de tempo com 40 mg de 

lovastatina. 

Do contrário, Salazar et ai. (2001 a), ao avaliar o efeito do 

polimorfismo do gene da apo E sobre a resposta terapêutica a atorvastatina 



27 

(1 O mg/dia por 1 mês), em 25 pacientes brasileiros com HF heterozigótica, 

observou que os indivíduos portadores do genótipo E3/4 (n=1 O) 

apresentaram menor redução das concentrações de CT, LDL-C e apo B, 

quando comparados aos indivíduos com genótipos E2/3 e E3/3. Foi também 

verificada maior freqüência do alelo e4 nos indivíduos que não responderam 

ao tratamento. 

·Polimorfismos dos genes envolvidos na absorção intestinal de 

colesterol, os transportadores adenosine triphosphate binding cassette 

transporter A1 (ABCA1 ), G5 (ABCG5) e G8 (ABCG8), foram também 

associados à variabilidade da resposta as vastatinas (Miettinen & Gylling, 

2001; Schaefer et ai., 2001; Lutucuta et ai., 2001 ). 

Alterações em genes relacionados à hipertensão, como é o caso da 

enzima conversora de angiotensina (ECA), e à resposta inflamatória (IL-6, 

TNF-alfa e receptor CD14) também podem modificar a resposta terapêutica 

as vastatinas (Marian et ai., 2000; Elghannam et ai., 2000; Hoffmann et ai., 

2001 ; Salazar et ai., 2001 a; Schaefer et ai., 2001 ). 

Genes relacionados a enzimas metabolizadoras das vastatinas 

(CYP3A4, CYP2C9), vêm sendo investigados também para que, no futuro, a 

indicação do tratamento hipocolesterolemiante seja adequada à necessidade 

do paciente, aumentando a eficácia terapêutica e diminuindo os efeitos 

adversos (Hoffmann et ai., 2001 ). 

1.5.1. Genes da subfamília CYP3A 

Os membros da subfamília da CYP3A são hemeproteínas envolvidas 

no metabolismo de uma grande variedade de substratos endógenos e 

exógenos (Nelson et ai., 1996). Quatro genes que codificam enzimas dessa 

família foram descritos em humanos, a CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 (Nelson 

et ai., 1996) e recentemente, a CYP3A43 (Domanski et ai., 2001 ). 

A CYP3A4 é a enzima de citocromo P450 mais abundante no fígado, 

enquanto a CYP3A7 é principalmente expressa no tecido hepático durante a 
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vida fetal, e já foi identificada na placenta e endométrio em mulheres adultas 

(Schetz et ai., 1994 ). A CYP3A5 é expressa nos rins, intestino e em 

quantidades variáveis no fígado de indivíduos adultos, em quantidades que 

variam de 1 O a 30% das encontradas quantidades de CYP3A4 (Schetz et ai., 

1994; Guenguerich, 1999; Jouna'idi et ai., 1994). A CYP3A43 é expressa em 

pequenas quantidades, sendo detectada principalmente no fígado, rins, 

próstata e pâncreas (Domanski et ai., 2001 ). Apesar das diferenças na 

expressão, as enzimas da CYP3A são caracterizadas por elevada 

similaridade estrutural (Finta & Zaphiropoulos, 2000). 

Os genes da CYP3A humana estão localizados em um agrupamento 

gênico no cromossomo 7q21-q22.1 (Brooks et ai., 1988; Spurr et ai., 1989). 

A CYP3A4 apresenta 95% de similaridade na seqüência nucleotídica e 97% 

na seqüência de aminoácidos com a CYP3A7. O gene da CYP3A5 

apresenta menor similaridade com o da CYP3A4, resultando em uma 

identidade de 83% na seqüência polipeptídica. O gene da CYP3A43 

apresenta região codificante de 1512 bp e similaridade de 84, 83 e 82% 

quando comparada às seqüências de cDNA da CYP3A4, 3A5 e 3A7, 

respectivamente (Westlind et ai., 1999). As seqüências de junção exon­

intron da CYP3A4 e 3A7 são altamente conservadas entre os dois genes e, 

adicionalmente, a região de -1 Kb proximal do promotor do gene da CYP3A7 

tem similaridade de 91 % quando comparado ao gene da CYP3A4 

(Hashimoto et ai., 1993). 

O gene da enzima CYP3A4 está localizado no cromossomo 7q22.1, 

tem aproximadamente 25 Kb de tamanho, apresentando 13 exons e 12 

introns (Hashimoto et ai., 1993) e codifica um RNAm de 1,5 Kb e uma 

proteína com 503 aminoácidos (http://www.ncbi.nlm.nih .gov/GenBank 

acesso 280107). 

Apesar da alta identidade estrutural entre as isoenzimas da subfamília 

CYP3A, alguns estudos vêm demonstrando variações consideráveis na 

quantidade de enzima expressa e na atividade catai ítica de cada uma. Como 

exemplo, a atividade da CYP3A4 em biopsias hepáticas variam em até 40 

vezes (Shimada et ai., 1994; Westlind et ai., 1999). 
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Recentemente, vários estudos identificaram um receptor nuclear, o 

pregnane X receptor (hPXR) como sendo o principal ativador da transcrição 

dos genes da subfamília CYP3A (Bertilsson et ai., 1998; Kliewer et ai., 1998; 

Lehmann et ai., 1998). O hPXR sofre ativação de indutores das CYP3A, 

como rifampicina, fenobarbital e dexametasona, e a ativação transcricional 

envolve a formação de um heterodímero com o retinoid X receptor (RXR), o 

qual se liga a elementos responsivos de hPXR (Goodwin et ai., 1999). Esses 

elementos responsivos foram encontrados na região promotora proximal dos 

genes da CYP3A4 e CYP3A7 (Bertilsson et ai., 1998; Lehmann et ai., 1998). 

Desse modo, alterações genéticas presentes na região codificante ou 

na região regulatória dos genes da subfamília CYP3A, bem como nos 

fatores de transcrição envolvidos na expressão, podem ser responsáveis 

pela variabilidade na expressão ou atividade das enzimas codificadas por 

esses genes. 

Nos últimos anos, o gene da CYP3A4 vem sendo mais estudado, por 

ser responsável pela metabolização de mais de 50% dos fármacos utilizados 

na prática clínica, e por ser, dentre os membros da família da CYP3A, o 

predominantemente encontrado no fígado. 

No gene da CYP3A4 foram identificados até o momento, 25 alelos 

diferentes decorrentes de 24 alterações genéticas, sendo que 5 dessas 

alterações estão presentes na região promotora 5' do gene e 19 estão 

distribuídas ao longo do gene. Entre essas mutações, 2 são do tipo inserção 

(alelo CYP3A4*15B, no exon 6 e alelo CYP3A4*6, no exon 9) e 17 são 

trocas de um único nucleotídeo (SNP) 

(http://www.imm.ki.se/CYPalleles/cyp3a4.htm) . Essas mutações foram 

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

preferencialmente entre os éxons 5 e 7, bem como no éxon 11 (Lamba et ai., 

2002) (Figura 3). 
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5'UTR 

*1 B 
*1C 
*1D 
*1E 
*1F 

*14 •7 *4 *9 *2 *6 *18 *11 *3 
*8 *10 *5 *12 *19 

*15 *16 *13 
*17 

Figura 3. Distribuição das mutações encontradas no gene CYP3A4. Nomenclatura 

utilizada proveniente da pagina da Internet 

(http://www.imm.ki.se/CYPalleles/cyp3a4.htm). Adaptado de Lamba et ai., 2002. 

O primeiro polimorfismo encontrado no gene da CYP3A4 foi 

observado por Rebbeck e cols. (1998). Esse polimorfismo foi descrito como 

uma troca de uma única base (A• G) no nucleotídeo - 292 da região 

promotora 5' do gene da CYP3A4 (alelo CYP3A4*1 B), que desorganiza a 

seqüência do sítio denominado nifedipine-specific element (NFSE), 

localizada entre os nucleotídeos -287 e -296 do gene. Supostamente, esta 

região do promotor é o local de ligação da nifedipina, a qual, uma vez ligada, 

ativa a transcrição do gene CYP3A4, porém sua importância para a 

variabilidade de expressão da CYP3A4 ainda é desconhecida (Bali et ai., 

1999) Sabe-se que proteínas nucleares como os PXR, se ligam ao NFSE, 

porém o envolvimento dele na regulação transcricional é desconhecido 

(Hashimoto et ai., 1993). 

Westlind e cols. (1999) mediram a hidroxilação da testosterona em 

microssomos obtidos de biópsias hepáticas de indivíduos portadores dos 

três genótipos do polimorfismo na região promotora 5' do gene da CYP3A4 e 

concluíram que a presença do alelo CYP3A4*1 B não influencia a expressão 

da enzima CYP3A4 no fígado humano. 

Vários estudos "in vivo" avaliaram a influência da variante alélica 

CYP3A4*1B na metabolização de fármacos. Bali e cols. (1999) avaliaram a 

taxa de metabolização dos substratos eritromicina e nifedipina em 
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voluntários sadios negros americanos e não observaram diferenças 

significantes na taxa média de dimetilação da eritromicina e na depuração da 

nifedipina em indivíduos homozigotos normais ou homozigotos para o alelo 

variante CYP3A4*1 B. Garcia-Martin e cais. (2000) avaliaram a relação 

genótipo-fenótipo em voluntários caucasianos espanhóis pela análise da 

atividade de dimetilação do dextrometrofan e não encontraram diferenças 

estatisticamente significantes entre os indivíduos portadores dos 3 genótipos 

possíveis. Estudos com outros fármacos - ciclosporina, midazolam, entre 

outros - também não encontraram diferenças na resposta terapêutica entre 

indivíduos com diferentes genótipos do polimorfismo da região 5' promotora 

do gene CYP3A4 (Wandel et ai., 2000; von Ahsen et ai., 2001 ). 

Publicações recentes têm mostrado diferenças interétnicas 

acentuadas na freqüência do alelo CYP3A4*1 B, que varia de 0,0% em 

chineses americanos até 54,6% em negros americanos (Ball et ai., 1999). 

Para os Caucasianos a freqüência desse alelo tem variado entre 0,0% e 

9,6% (Wandel et ai., 2000; Rebbeck et ai., 1998). No Brasil , Cavalli e cais. 

(2001 ), em estudo preliminar, encontraram a freqüência de 13,6% do alelo 

CYP3A4*1 Bem indivíduos brancos. 

Recentemente, outras duas alterações genéticas foram observadas 

no gene da CYP3A4, designadas por alelos CYP3A4*2 (Ser222Pro) e 

CYP3A4*3 (Met445Thr) (Sata et ai., 2000). O alelo CYP3A4*2 resulta da 

troca de serina por prolina, no exon 7, posição 222 da proteína. Enquanto 

que o alelo CYP3A4*3 resulta da troca de metionina por treonina no exon 12, 

na posição 445 da seqüência peptídica, localizada na região de ligação ao 

grupo heme da proteína (Sata et ai., 2000). 

O alelo CYP3A4*2 foi observado em 2,7% dos indivíduos brancos 

finlandeses, porém não foi encontrado em negros e Chineses (Sata et ai., 

2000). Já o alelo CYP3A4*3 foi encontrado em apenas um de 51 chineses 

(Sata et ai., 2000). Nesse estudo, a presença do alelo CYP3A4*2 foi 

associada à redução de 6 a 9 vezes na depuração da nifedipina quando 

comparada ao alelo normal (CYP3A4*1 ), porém este fenômeno não foi 
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observado quando se comparou a atividade de hidroxilação da testosterona 

(Sata et ai., 2000). 

Outras três mutações no gene da CYP3A4 descritas por Hsieh e cais. 

(2001 ), estão localizadas nos éxons 5, 7 e 9 do gene da CYP3A4. No éxon 

5, foi observada a substituição A13989• G (lle118Val, alelo CYP3A4*4) em 3 

de 102 indivíduos chineses. A substituição C1582º• G (Pro218Arg, alelo 

CYP3A4*5) foi encontrada no éxon 7 em 2 desses indivíduos. No éxon 9, foi 

identificada a inserção de uma adenina na posição 17776 da seqüência 

nucleotídica (alelo CYP3A4*6) que resulta no deslocamento da fase de 

leitura do gene (frameshift) e conseqüente criação de um códon de parada 

prematura na posição 285 da seqüência polipeptídica. Essa mutação foi 

observada em 9 dos 102 indivíduos estudados. A atividade enzimática da 

CYP3A4 nos indivíduos portadores desses três alelos variantes foi medida 

pela relação entre 6í3-hidroxicortisol e cortisol urinários. Todas as três 

mutações mostraram atividade diminuída da CYP3A4 quando comparadas 

às de indivíduos portadores do alelo CYP3A4*1 (Hsieh et ai., 2001 )._ 

Eiselt e cais. (2001) identificaram 1 O mutações na região codificante 

do gene CYP3A4, sendo duas silenciosas e oito resultam em alterações de 

aminoácidos. A mais freqüente delas, G56D (CYP3A4*7) foi encontrada em 

2,82% dos indivíduos caucasianos estudados. As outras mutações - R130O 

(CYP3A4*8), V170I (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 freqüências que variaram entre 0,24 

e 2% em caucasianos. As proteínas resultantes das variantes alélicas G56D, 

V170I e a D174H, além da variante M445T (CYP3A4*3), também encontrada 

nesse estudo, tiveram expressão similar ao do alelo comum (CYP3A4*1A) 

em células de E. coli TOPP3 (Sata et ai., 2000; Eiselt et ai., 2001 ). T363M e 

L373F foram expressas em menores quantidades que quando comparadas à 

proteína selvagem enquanto R130O e P416L não foram detectáveis em 

experimentos que verificaram a expressão dessas proteínas em bactérias 

portadoras dos vetores mutados . 
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Em experimentos com os substratos testosterona, progesterona e 7-

benziloxi-4-(trifluorometil )coumarin (7-BFC), para averiguar a atividade 

catai ítica "in vitro" de cada mutante, Eiselt e cols. (2001) observaram que a 

variante L373F manifestou aumento de 11 a 16 vezes na hidroxilação da 

testosterona, porém não mostrou diferença na metabolização da 

progesterona e do 7-BFC. 

Lamba e cols. (2002), descreveram as mutações L 15P (CYP3A4 *14 ), 

R162Q (CYP3A4*15) e T185S (CYP3A4*16), localizadas nos éxons 1, 6 e 7, 

respectivamente. Nenhuma dessas variantes foi associada com diminuição 

da expressão hepática da CYP3A4, nem com menor atividade da mesma 

enzima, em testes "in vivo" em asiáticos, japoneses e mexicanos. 

Em síntese, três variantes alélicas - CYP3A4*2, CYP3A4*12 e 

CYP3A4*18 - foram associadas até o momento a maior atividade catalítica 

em relação a alguns substratos, como nifedipina e testosterona, quando 

comparadas ao tipo selvagem, enquanto a CYP3A4*17 (exon 7) apresentou 

redução na hidroxilação da testosterona (Sata et ai., 2000; Eiselt et ai., 2001; 

Dai et ai., 2001 ). 

Esses recentes estudos demonstram que a variabilidade na resposta 

terapêutica pode estar fortemente associadas às alterações genéticas nas 

enzimas metabolizadoras de fármacos e que o tipo e freqüência dessas 

mutações são também altamente variáveis em populações de diferentes 

origens. Considerando que a freqüência de mutações no gene da CYP3A4 

são desconhecidas em indivíduos brasileiros e a relevância de estudos 

farmacogenéticos para o tratamento individualizado de portadores de 

hipercolesterolemia, aumentando a eficácia terapêutica e diminuindo a 

freqüência de efeitos adversos, nosso estudo pretende detectar e identificar 

as alterações genéticas do gene da CYP3A4 e associá-las à variabilidade na 

resposta terapêutica em indivíduos brasileiros tratados com atorvastatina. 

B\B l \ O í ~ C.<\ _ . 
F Idade de Ciências Fa1maceut1cas 

acu . ·dade de São Paulo 
Un1ve1s1 



34 

2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

• Estudar a influência de mutações e polimorfismos do gene da enzima 

CYP3A4 na resposta terapêutica à atorvastatina de indivíduos 

brasileiros hipercolesterolêmicos. 

2.2. Objetivos Específicos 

• Detectar mutações e polimorfismos no gene da enzima CYP3A4 em 

indivíduos com hipercolesterolemia. 

• Avaliar a freqüência das variações genéticas da CYP3A4 em 

indivíduos brasileiros. 

• Estudar a influência das alterações genéticas da enzima CYP3A4 na 

resposta terapêutica à atorvastatina de indivíduos brasileiros 

hipercolesterolêmicos. 
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3. CASUÍSTICA E PROTOCOLO TERAPÊUTICO 

3.1. Casuística 

Foram estudados 120 indivíduos, de ambos os sexos, com idade 

entre 18 e 84 anos, sendo que destes, 95 são brancos e 25 são negros. 

Dentre esses indivíduos, 32 (24 mulheres e 8 homens) apresentam 

diagnóstico clínico e laboratorial de hipercolesterolemia familiar (HF) 

heterozigótica e 88 indivíduos apresentam hipercolesterolemia primária (HP) 

poligênica, seguindo-se os critérios das III Diretrizes Brasileiras sobre 

Dislipidemias (2001) e da Organização Mundial da Saúde (Organização 

Mundial da Saúde, 1998; Williams et ai., 1993). Os pacientes foram 

acompanhados por cardiologistas do Instituto do Coração do Hospital das 

Clinicas (FM-USP) e do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia e do 

Instituto do Coração (lnCor) da Faculdade de Medicina da Universidade de 

São Paulo, SP. 

Foram também estudados 90 indivíduos brancos, de ambos os sexos, 

sem histórico familiar de hipercolesterolemia ou de doenças 

cardiovasculares, provenientes da Divisão de Higiene e Segurança Médica 

do Trabalho (DHSMT) da Universidade de São Paulo, SP. Esses indivíduos 

foram considerados como normolipidêmicos, de acordo com os critérios das 

III Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemias (2001 ). 

Os indivíduos que apresentavam diabete. hipotireodismo (com TSH 

superior a 7 ,5 um/L), doenças hepáticas e/ou renais, e indivíduos em 

tratamento com hipolipemiantes ou com contraceptivo oral, não foram 

incluídos no estudo. 

Na casuística, foram incluídos indivíduos de cor negra para os 

estudos de avaliação da resposta a atorvastatina e para os estudos de 

pesquisa de mutações no gene CYP3A4. Para os estudos de freqüências 

gênicas do polimorfismo 5 'PR, os indivíduos de cor negra foram analisados 

separadamente, devido às diferenças interétnicas das freqüências gênicas. 
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As características clínicas e biodemográficas dos indivíduos com 

hipercolesterolemia familiar (HF) e primária (HP) e do grupo controle estão 

resumidas na Tabela 1. 

Tabela 1. Características biodemográficas dos indivíduos com 

hipercolesterolemia familiar (HF) e hipercolesterolemia primária (HP) e 

controles. 

Sexo 
Feminino 

Masculino 

Cor 

Branca 
Negra 

Idade (anos) 

Média± DP 
Faixa 

Fatores de risco 
Hipertensãoª 

Tabagismo 
Homens com idade 2: 45 anos 

Mulheres com idade 2: 55 anos 

Presença de xantomas 
Histórico Familiar de DACb 

HF 

(32) 

75% (24) 

25% (8) 

100% (32) 

54 ± 17 
18-84 

19% (6) 

13% (4) 

50% (4/8) 
71%(17/24) 

56% (18) 
84% (27) 

HP 

(88) 

68% (60) 
32% (28) 

72% (63) 
28% (25) 

62 ±9 
32-82 

73% (64) 

10% (9) 

89% (25/28) 
82% (49/60) 

0% (O) 

65% (57) 

GC 
(90) 

53% (48) 
47% (42) 

100% (90) 

44 ± 11 
30-78 

0% 
0% 

38% (16/42) 
10% (5/48) 

0% 
0% 

ªPA ~ 140/90 mmHg; 6parentes de primeiro grau com menos de 55 anos para homens e 

menos de 65 anos para mulheres; número de indivíduos entre parênteses. 
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3.2. Protocolo terapêutico 

Os indivíduos estudados foram submetidos à dieta apropriada 

(equivalente a fase 1 da AHA - American Heart Association) (Moore et ai., 

1990; Bae et ai., 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 Comitês de Ética em Pesquisa (CEP) de cada Instituição 

envolvida no estudo e todos os indivíduos participantes assinaram o Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 4). 

A segurança clínica do tratamento com atorvastatina foi monitorada 

pelas determinações laboratoriais das enzimas alanina amino transferase 

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

4.1. Amostras biológicas 

Foram coletadas amostras de sangue de todos os indivíduos, após 

jejum de 12 horas, por meio de um sistema de coleta a vácuo, 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 1 O minutos em 

centrífuga Celm modelo LS 35 (Celm, SP, Brasil) para obtenção do soro a 

ser usado nas determinações bioquímicas. As amostras de sangue total, 

coletadas com EDTA, foram utilizadas para a extração de DNA das células 

sangüíneas, a serem utilizados nas análises moleculares. 

4.2. Métodos 

4.2.1. Determinações bioquímicas 

As concentrações séricas de colesterol total (CT) e HDL-colesterol 

(HDL-C) foram determinadas pelo método enzimático-colorimétrico CHOD­

POD (Allain et ai., 1974). O HDL-C foi determinado após a precipitação dos 

quilomícrons, VLDL e LDL com a adição de ácido fosfotúngstico e íons de 

magnésio (Burstein et ai. , 1970). 

Os triglicerídeos (TG) foram determinados pelo método enzimático­

colorimétrico GPO-POD (Ekindjian & Duchassaing, 1979). A concentração de 

VLDL-C foi obtida dividindo-se o resultado de TG por cinco (Friedewald et 

ai., 1972). A concentração de LDL-C foi obtida pela fórmula de Friedewald 

(Friedewald et ai., 1972), para concentrações de TG inferiores a 400 mg/dl. 

As determinações de CT, TG, HDL-C, CK e AL T foram realizadas no 

analisador automático Roche/Hitachi 912 (Tóquio, Japão), com reagentes da 

Rache Diagnostics GmbH (Mannhein, Alemanha). 
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4.2.2. Extração de DNA genômico 

O DNA genômico foi extraído a partir de sangue total pelo método de 

precipitação salina otimizado em nosso laboratório (Salazar et ai., 1998). 

Centrifugou-se, em microtubo de 1,6 mL, 1 mL de sangue total a 1.800 x g 

por 5 min, à temperatura ambiente, utilizando microcentrífuga Celm modelo 

MC-CV (Celm, SP, Brasil), desprezando-se o sobrenadante. Adicionou-se ao 

sedimento 0,9 mL de tampão TM1 [íris-HCI a 10 mM, pH 8,0, EDTA a 2 mM 

(Amersham Bioscience, Uppsala, Suécia), KCI a 1 O mM (Merck S.A., RJ, 

Brasil), cloreto de magnésio a 1 O mM (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, 

E.U.A.) e Triton X-100 a 25 g/L (Rohm & Haas Co., Philadelphia, PA, 

E.U.A.). Agitou-se vigorosamente e centrifugou-se por 5 min a 1.800 x g. 

Desprezou-se o sobrenadante e repetiu-se por mais três vezes a lavagem do 

sedimento com o tampão TM1 sem a adição de Triton X-100. 

Ao sedimento foram adicionados 0,2 mL de tampão TM2 [íris-HCI a 

10 mM, pH 8,0, KCI a 10 mM, cloreto de magnésio a 10 mM, EDTA a 2 mM, 

NaCI a 0,4 mM (Merck S.A., RJ, Brasil)] e dodecil sulfato de sódio (SOS) 

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, E.U.A.) a 10 g/L, em banho de água a 

56ºC, por 15 min. Adicionou-se 60 µI de NaCI a 5 M (Merck S.A., RJ, Brasil), 

agitou-se vigorosamente e centrifugou-se a 10.700 x g, por 5 min, em 

centrífuga Celm modelo MC-CV (Barueri, SP, Brasil), para a precipitação das 

proteínas. O sobrenadante foi transferido para um microtubo, ao qual se 

adicionou 1 mL de etanol absoluto (Merck S.A., RJ, Brasil) e manteve-se por 

30 min a -20ºC, para a precipitação do DNA. Centrifugou-se por 5 min a 

10.700 x g, à temperatura ambiente e desprezou-se o sobrenadante. O 

precipitado foi lavado 2 vezes com etanol a 70%. Após a evaporação 

completa do etanol residual, o DNA extraído foi ressuspendido com 100 µL 

de tampão TE (Tris-HCI a 10 mM e EDTA a 1mM, pH 8,0) e mantido a -

20°C. 
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4.2.3.Avaliação eletroforética do DNA genômico 

A integridade das amostras de DNA extraído foi avaliada por 

eletroforese em gel de agarose a 1 % em tampão TBE (Tris-HCI a 90 mM, 

ácido bórico a 90 mM e EDTA a 2 mM) (Sambrook & Russell, 2001). As 

amostras contendo 5 µL de DNA e 3 µL de tampão de amostra (azul de 

bromofenol a 0,25%, xilenocianol FF a 0,25% e glicerol a 30%) foram 

aplicadas no gel submerso no tampão TBE. A separação eletroforética foi 

realizada a 100 V por 45 min, empregando uma fonte modelo EPS 200 

(Pharmacia Bioscience, Uppsala, Suécia), utilizando-se como referência um 

marcador de tamanho molecular de DNA de 1 Kb, diluído no tampão de 

amostra em 1 :6. Após a eletroforese, a visibilização das bandas foi feita pela 

coloração do gel com brometo de etídio (0,5 mg/L), sob luz ultravioleta em 

transiluminador modelo Macrovue (Pharmacia Bioscience, Uppsala, Suécia). 

A imagem do gel foi digitalizada com o auxílio do sistema de 

fotodocumentação composto pelo programa Chemilmager 4400 v 5.5 e o 

sistema de digitalização de imagens Multilmage Light Cabinet da 

Alphalnnotech (San Leandro, CA, E.U.A.). 

A quantificação e análise do grau de pureza (relação A260/280) dos 

extratos de DNA foram realizadas em espectrofotômetro Beckman modelo 

OU 640 (Fullerton, CA, E.U.A.) após a diluição das amostras (1 :50) em 

tampão TE (Sambrook & Russell, 2001 ). 

4.2.4. Avaliação do polimorfismo da região promotora do gene CYP3A4 

4.2.4.1. Amplificação da região promotora 5' do gene CYP3A4 

O polimorfismo localizado no nucleotídeo -392 da região promotora 5' 

(5'PR) do gene da CYP3A4 foi analisado pelo método de PCR-RFLP 

desenvolvido em nosso laboratório (Cavalli et ai, 2001 ). Os iniciadores 

"sense" e "anti-sense" foram desenhados com base na seqüência disponível 

no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank acesso D11131 ). Esses 
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iniciadores permitem introduzir uma mutação no produto de PCR que gera 

um sítio de clivagem para a enzima Mboll, nos indivíduos que apresentam o 

alelo mais freqüente (M+) (CYP3A4*1A) (Figura 4). Assim sendo, os 

produtos de PCR dos indivíduos portadores do alelo raro CYP3A4*1 B não 

tem sítio de clivagem para a Mbo/1. 

O produto de PCR tem 385 bp e também apresenta um sítio de 

clivagem constitutivo para a Mbo/1, que é útil como controle interno da 

reação de restrição enzimática. O fragmento gerado pela clivagem desse 

sítio constitutivo é de 175 bp e deve estar presente em toda reação de 

restrição com Mbo!I, indicando a eficiência da atividade da enzima de 

restrição. Os fragmentos de 175, 169 e 41 bp, que indicam a presença de 

ambos os sítios de restrição para Mboll, o constitutivo e o polimórfico, 

caracterizam o genótipo homozigoto para o alelle selvagem. Os indivíduos 

homozigotos para o ai elo CYP3A4 *1 B, para os quais observam-se os 

fragmentos de 21 O e 175 bp, não apresentam sítio de clivagem na região 

polimórfica. Já nos heterozigotos, pôde-se observar a presença dos quatro 

fragmentos: 21 O, 175, 169 e 41 bp, sendo estes caracterizados pelo 

genótipo heterozigotos. 
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5' ... AAGGGGA-3' 

3. __ .. c:=3=·. ·=· T=G=T=T=C::::C::::C=G=T::;T;:C=T=C=T:::::.::::·. ·::::::5=· ========================::J .. _5. 

3· c:===============================::::::::m--• 5' 

5
_ ... GGGAAGAGAGAGGCG+ATT..... + 

G 

/ Clivagem com Mbo/i'\.,, 

i 3' 

fragmento de 
385bp 

3º ::::================= t:===:::J•CII-• 5· 
... GGGAGGAGA .... 

3' .::===::::; e=========~ e::===-• 5' 

c::====::J 3 ' 
175 bp 

. . . GGGAAGAGA .. .. 
5· ----==========~ ::::====== 

210 bp 175 bp 
5' 

41 bp 169 bp 

3 · 

Genótipo M-M- (CYP3A4 •18) Genótipo M+M+ (CYP3A4.1A) 

- 1 niciador anfisense + sítio de clivagem 

Iniciador sense 

Figura 4: Representação esquemática da introdução de um sítio de clivagem da 

enzima Mbo/1 para análise do polimorfismo da região promotora 5' do gene da 

CYP3A4. Cava Ili et ai., 2001 . 

A amplificação do fragmento da 5'PR do gene da CYP3A4 foi 

realizada em microtubo de 0,2 ml de volume, utilizando-se 1 O pmol de cada 

iniciador (Life Technologies do Brasil, S.P., Brasil), tampão de PCR (KCI a 

50 mM, MgCb a 3,5 mM e Tris-HCI a 1 O mM, pH 9,0), 200 µM de cada 

nucleotídeo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 1 U da enzima Taq DNA 

polimerase (Amersham Bioscience, Uppsala, Suécia), aproximadamente 200 

ng de DNA genômico e água esterilizada para volume final de 50 µL. 

Homogeneizou-se o conteúdo dos tubos, os quais foram colocados no 

termociclador PTC-200TM (MJ Research, Watertown, MA, E.U.A.), 
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programado da seguinte forma: 98ºC por 5 min para a desnaturação inicial 

(hot start); 30 ciclos de 95ºC por 1 min (desnaturação); 60ºC por 1 min 

(hibridação) e 72ºC por 1 min (extensão). Esses ciclos foram seguidos de 1 

ciclo para extensão final de 72°C por 1 O min. Em seguida, os produtos foram 

resfriados e mantidos à -20ºC. 

O produto de PCR gerado nessa reação foi utilizado para a análise do 

polimorfismo 5'PR do gene da CYP3A4, pela técnica de RFLP com a enzima 

Mboll e também para a análise do polimorfismo de conformação de fita 

simples (SSCP) para detecção de outras alterações genéticas. 

4.2.4.2. Avaliação eletroforética dos produtos de amplificação da região 

promotora 5' do gene da CYP3A4 

Os produtos de PCR foram avaliados em gel de agarose a 1,5% em 

tampão TBE. Foram aplicados 5 µL do produto amplificado diluído em 2 µL 

de tampão de amostra (azul de bromofenol a 0,25%, xilenocianol FF a 

0,25% e glicerol a 30%). A separação eletroforética foi realizada a 100V 

durante 40 min, utilizando-se como referência o marcador de tamanho 

molecular de DNA de 100 bp, diluído no tampão de amostra em 1 :6. Em 

seguida, o gel foi corado em solução aquosa de brometo de etídeo a 0,5 

mg/L. As bandas foram visibilizadas em transiluminador, sob luz ultravioleta 

e a fotodocumentação do gel foi realizada em sistema já descrito 

anteriormente. 

4.2.4.3. Restrição enzimática dos produtos de PCR 

Os produtos de PCR (8,5 µL) foram digeridos com 5U de enzima de 

restrição Mboll (Amersham Bioscience, Uppsala, Suécia) em microtubo de 

0,5 ml, em tampão de reação 1 X (Tris-HCI a 10 mM, pH 7,5, MgCl2 a 7 mM, 

KCI a 1 O mM, 2-mercaptoetanol a 7 mM, BSA a 0,01 %) para volume final de 

1 O µL. A reação foi incubada por 4 horas a 37ºC, e os produtos de restrição 

foram posteriormente analisados. 
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4.2.4.4. Análise do Polimorfismo Mboll do gene da CYP3A4 

Os fragmentos de digestão dos produtos de restrição com a Mboll 

foram identificados em gel de agarose a 3,0% corado com brometo de 

etídeo. A migração dos produtos de digestão com a MboII foi comparada 

com a do marcador de tamanho molecular de DNA de 100 bp, o qual foi 

utilizado diluído no tampão de amostra em 1 :6. Após a separação 

eletroforética, realizada a 1 OOV por 1 hora, três fragmentos de diferentes 

tamanhos puderam ser visibilizados, como ilustrado na figura 5. 

M 1 2 3 
300 bp 

210 bp 

200 bp 
175 bo 

169 bo 

100 bp 

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose a 3% corado com brometo de etídeo, dos 

produtos de restrição enzimática com Mboll da região promotora 5' do gene da 

CYP3A4. Linha 1, genótipo homozigoto para o alelo CYP3A4*1B (210 e 175 bp); 

linha 2, genótipo heterozigoto (210, 175 e 169 bp); linha 3, genótipo homozigoto 

para o alelo selvagem (175 e 169 bp); linha M, marcador de tamanho molecular de 

DNA de 100 bp. 

4.2.5. Triagem de alterações moleculares no gene da CYP3A4 

4.2.5.1. Amplificação por PCR dos 13 exons do gene da CYP3A4 

Para a amplificação pela técnica de PCR dos diferentes exons do 

gene da CYP3A4, foram desenhados iniciadores com base em seqüências 

publicadas e disponíveis na página http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank 

acesso AF280107. A seqüência de cada iniciador foi criada de modo a 
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flanquear cada um dos exons (Tabela 2), tomando cuidado de excluir as 

regiões que apresentam similaridade com os genes das enzimas CYP3A5, 

CYP3A7 e CYP3A43, que são isoenzimas da CYP3A4. É importante 

ressaltar que para cada exon foi criado um par de iniciadores específicos, 

com exceção do exon 13, que, pelo seu grande tamanho (> 500 bp ), foi 

dividido em dois fragmentos (denominados de 13A e 13B) para que a análise 

do polimorfismo de conformação de fita simples (SSCP) fosse mais eficiente. 

Tabela 2. Seqüêncicas de oligonucleotídeos, posições inicial e final dos 

iniciadores utilizados nas reações de amplificação por PCR dos 

diferentes exons do gene da CYP3A4 e tamanhos dos produtos 

gerados. 

Exon 

Região 
Promotora 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

Sequêcia 

Forward 5'ggA Atg Agg ACA gCC ATA gAg ACA Agg ggA 3" 

Reverse 5' CCT TTC AgC TCT gTg TTg CTC TTT gCT g 3" 

Forward 5· TgA TTC TTT gCC AAC TTC CA 3· 

Reverse 5' AAC AgA gAA gAg gAg CCT gg 3' 

Forward 5' TAA AgT CAC AAT CgC TgT 3' 

Reverse 5' CAT AAg AAg CAA AAg AgT g 3' 

Forward 5' Agg CAg ggTTAA gTA CAT TA 3' 

Reverse 5' CAA gTC TAT CCA ATg gAA gT 3' 

Forward 5' ggT Tgg gCT CCA gCT gTA gA 3' 

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

Forward 5' CAC TAA ATA gTT gTT gAA TAA g 3' 

Reverse 5' TAA gTT TCT TAT TAA AAC TCA T 3' 

Forward 5' CCA TgT CCT TCT ggg ACT Ag 3' 

Reverse 5' ggC TgC gCT TCT ACT TAC TC 3' 

Forward 5' gCT gA T TTT AA T TTT CCA CAT CTT TCT CC 3' 

Reverse 5' CTg TAT ATT TTA AgT ggA TgA ATT ACA Tgg Tg 3' 

Forward 5' TTg TTT TgT TTT TCC TAC AgC 3' 

Reverse 5' CCT CCT ATA ACT ACC ACC ACA 3' 

Fragme 
nto bp) 

385 

341 

174 

146 

195 

253 

171 

175 

Posição no 
cDNA 

61615/61999 

61799/62139 

65990/66163 

67981/68126 

73357n3551 

75770/76022 

76189/76359 

77572n7857 

78831n9005 
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10 

11 

12 

Forward 5' ggA gCC ACT TTC TgT CAg 3' 

Reverse 5' gCC CTC AgA AAC ACT CTg 3' 

Forward 5· TgA TTT ACC TAA AAT gTC TTT C 3' 

Reverse 5' CTC CTT CTC CAT gTA CCA 3' 

Forward 5' TCC AAA TCT gTT TCg TTC TTT C 3' 

Reverse 5' CTT CCC Agg ggC CTT g 3' 

Forward 5' TTT AAA AAT CTA CCA ACg 3' 

Reverse 5' TTA TTT TTA TAg AAA ATT gAC TA 3' 

Forward 5' TTT AAT gCT TCT CAA TAT gCT T 3· 

Reverse 5' Tgg Tgg AAA TAg TCC Cg 3' 

Forward 5' CCA AAT CAg TgT gAg gAg 3' 

Reverse 5' TAT TTA CTT gTT ggT TCT CAT 3' 

a: Hsieh et ai. (2001) 

46 

132 79624ll9755 

222 82060/82281 

271 83817/84087 

215 85101/85315 

396 87844/88239 

321 88180/88500 

b: de acordo com http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank (acesso AF280107) 

As regiões que contém os exons da CYP3A4 foram amplificadas por 

PCR em microtubos de 0,2 ml de volume. O DNA genômico foi aquecido a 

56ºC durante 20 min e, aproximadamente 50 ng do mesmo foram 

amplificados nas seguintes condições de reação: tampão de PCR-1X (KCI a 

50 mM, MgC'2 a 2,0 mM e Tris-HCI a 1 O mM, pH 9,0), 1 O picomols de cada 

iniciador (Life Technologies do Brasil, S.P., Brasil), 200 µM de cada 

nucleotídeo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 1 U da enzima Taq DNA 

polimerase (Amersham Bioscience, Uppsala, Suécia) e água esterilizada 

para volume final de 50 µL. 

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 

programação geral : (1) desnaturação inicial (hot start) : 98ºC por 5 min; (2) 

amplificação: 30-35 ciclos de 95°C por 1 min (desnaturação), 44 - 65ºC por 

1 min - 1 min e 45 s (hibridação) e 72ºC por 1 min e 30 s (extensão); (3) 

extensão final : 72ºC por 1 O min. Ao final dos ciclos a reação foi interrompida 

por esfriamento a 4°C. 
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Na tabela 3, observam-se condições otimizadas para a amplificação 

dos diferentes exons do gene da CYP3A4. As condições ideais de 

amplificação foram determinadas após os testes de concentração de MgCl2, 

temperaturas e tempos de hibridação de acordo com as seqüências de 

iniciadores criadas e número de ciclos da reação. 

Tabela 3: Condições otimizadas de temperatura e tempo de hibridação, 

concentração de MgCl2 e número de ciclos das reações de PCR para a 

amplificação dos 13 exons do gene da CYP3A4. 

Temperatura/Tempo de Concentração final Número de 
Região 

Hibridação de MgCl2 (mM) ciclos 

Exon 1 60ºC/1min 4.0 30 

Exon 2 60ºC/1 min e 30s 4.0 35 

Exon 3 55°C/1min 4.0 30 

Exon 4 51ºC/1 min 4.0 30 

Exon 5 55ºC/1min 4.0 30 

Exon 6 55ºC/1min 4.0 35 

Exon 7 60ºC/1min 4.0 30 

Exon 8 55°C/1min 4.0 30 

Exon 9 60ºC/1min 4.0 30 

Exon 10 51°C/1 min 2.0 35 

Exon 11 55°C/1min 4.0 30 

Exon 12 51°C/1 mine 45 s 4.0 35 

Exon 13A 51°C/1min 4.0 30 

Exon 13B 44ºC/1min 4.0 35 
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O tamanho dos fragmentos amplificados variou entre 132bp para o 

exon 9 e 396bp para um dos fragmentos do exon 13 (denominado 13A), do 

gene da CYP3A4. 

4.2.5.2. Avaliação eletroforética dos produtos de amplificação dos 

exons do gene da CYP3A4 

Os produtos de PCR foram avaliados em gel de agarose a 1,5% em 

tampão TBE. Foram aplicados 5 µL do produto de PCR, diluídos em 2 µL de 

tampão de amostra (azul de bromofenol a 0,25%, xilenocianol FF a 0,25% e 

glicerol a 30%). O marcador de tamanho molecular de DNA de 100 bp 

diluído também no tampão de amostra em 1 :6. A separação eletroforética foi 

realizada a 100 V durante 45 minutos. A seguir, o gel foi corado com 

brometo de etídeo (0,5 mg/L) e as bandas de DNA foram visibilizadas sob 

luz UV e a imagem do gel foi digitalizada com o auxílio do sistema de 

fotodocumentação já descrito. Os produtos de PCR foram armazenados a -

20ºC até a análise por SSCP. Na figura 6, são mostrados os produtos 

amplificados dos diversos exons e da região promotora do gene da CYP3A4. 

-~ j '.-; . .. \ -:. -~. À . 
~ . .. . ·1,··,ae F annaceut1cas 
d oc 1..1,::11 ~ 
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M1234 567M 

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etídeo 

dos produtos PCR dos 13 exons e da região promotora do gene da CYP3A4. Linha 

1: região promotora (385 bp); linha 2: exon 1 (341 bp); linha 3: exon 2 (174 bp); 

linha 4: exon 3 (146 bp); linha 5: exon 4 (195 bp); linha 6: exon 5 (253 bp); linha 7: 

exon 6 (171 bp); linha 8: exon 7 (286 bp); linha 9: exon 8 (175 bp); linha 10: exon 9 

(132 bp); linha 11 : exon 10 (222 bp); linha 12: exon 11 (271 bp); linha 13: exon 12 

(215 bp); linha 14: exon 13A (396 bp); linha 15: exon 13B (321 bp); M, marcador de 

tamanho molecular de DNA de 100 bp. 

4.2.6. Polimorfismo de Conformação de Fita Simples (SSCP) 

A triagem de alterações moleculares nos 13 exons e da porção 

próxima ao início do exon 1 da região promotora 5' do gene da CYP3A4 foi 

realizada pela técnica de SSCP, empregando o sistema semi-automático de 

eletroforese GenePhor™ da Amersham Bioscience (Uppsala, Suécia). 

Resumidamente, 1 µL de produto de amplificação foi diluído em 20 µL 

de solução desnaturante (formamida a 95%, EDTA a 10 mM, xilenocianol a 

0,05% e azul de bromofenol a 0,05%), e submetido à desnaturação por 8 

mina 95ºC. Imediatamente transferido para um banho de gelo. A seguir, 5 
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µL dessa mistura foram submetidos à separação eletroforética em gel de 

poliacrilamida a 12,5%, utilizando o kit comercial GeneGel Excel 12.5/24 

(Amersham Bioscience, Uppsala, Suécia) que inclui os tampões de 

eletroforese e os géis de poliacrilamida. A seguir, os géis foram corados com 

nitrato de prata (Salazar et ai., 2002). 

As condições eletroforéticas para avaliação do SSCP dos 13 exons e 

da região promotora do gene da CYP3A4 foram otimizadas pelo uso das 

amostras previamente seqüenciadas, como descrito anteriormente, e pelo 

uso de 3 amostras-controle positivas para mutações nos exons 5, 7 e 9 do 

gene estudado. 

Todas as regiões estudadas foram do gene da CYP3A4, foram 

avaliadas em diferentes condições eletroforéticas, que incluíram 4 

temperaturas diferentes (5, 8, 12 e 15ºC), tempos (1 a 3 horas) e voltagens 

(400 a 600 volts) diferentes. 

De modo geral, os perfis de SSCP às temperaturas de 5 e 8ºC se 

assemelham, enquanto que à 12 e 15ºC os perfis mantém similaridade entre 

si. Às temperaturas baixas (5 e 8ºC), os perfis dos exons 1, 5, 6, 8, 1 O, 11 e 

13A dos produtos amplificados de gene da CYP3A4 apresentaram melhor 

resolução, enquanto que para os exons 2, 3, 4, 7, 9, 12 e 13B, temperaturas 

acima de 12ºC resultaram 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 

a/.,2002). 

As condições otimizadas após a padronização da eletroforese para o 

SSCP das diferentes regiões estudadas do gene da CYP3A4, estão 

contempladas na Tabela 4. 
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Tabela 4. Condições de separação eletroforética para a detecção do 

SSCP dos diferentes exons do gene da CYP3A4. 

Concentração 
Região Temperatura Voltagem Tempo 

do Gel 

Promotora 5' 12,5% 12ºC 400V 2:30 h 

Exon 1 12,5% 8ºC 600 V 2:00 h 

Exon 2 12,5% 15ºC 600V 1:20 h 

Exon 3 12,5% 15ºC 600V 1:20 h 

Exon 4 12,5% 12ºC 600V 1:20 h 

Exon 5 12,5% 5ºC 600V 1:20 h 

Exon 6 12,5% 5ºC 600 V 1:20 h 

Exon 7 12,5% 12ºC 600V 1:40 h 

Exon 8 12,5% 5ºC 600V 1:20 h 

Exon 9 12,5% 12ºC 600V 1:20 h 

Exon 10 12,5% 5ºC 600V 1:20 h 

Exon 11 12,5% 5ºC 600V 1:20 h 

Exon 12 12,5% 12ºC 600V 1:20 h 

Exon 13A 12,5% 8ºC 600V 2:00 h 

Exon 138 12,5% 15ºC 600V 2:00 h 

Com a finalidade de validar as condições eletroforéticas que 

apresentaram melhor resolução de perfil de SSCP, foram testadas amostras 

de DNA contendo mutações conhecidas (amostras-controle mutadas), nos 

exons 5 (A• G, nucleotídeo 13989, alelo CYP3A4*4), 7 (C• G, nucleotídeo 

15820, alelo CYP3A4*5) e 9 (insA, nucleotídeo 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 utilização de duas 

temperaturas diferentes na separação eletroforética para estabelecer os 

perfis de SSCP eleva a eficiência de detecção de mutações para até 97%. 

Assim, com o auxílio 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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(5, 8 e 15°C), correspondendo a eficiência de 100% (Figura 7 A, 7B e 7C, 

linhas 8 e 12). Já para os produtos de amplificação do exon 5, as 

temperaturas de 5 e 8°C apresentaram diferença mais nítida nos perfis 

eletroforéticos do controle mutado quando comparado aos perfis das 

amostras-controle normais (Figura 7 A, 7B, linha 4). Porém à 15ºC, a 

diferença de perfil eletroforético entre a amostra-controle mutada e as 

amostras-controle normais foi muito tênue (Figura 4C, linha 4). 

A. B. e. 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 

5°C/ 600V/2:00 h 8°C/ 600V/2:00 h 15°C/ 600V/2:00 h 

Figura 7. Perfis de SSCP dos produtos de amplificação de amostras normais 

(linhas 1-3, 5-7 e 9-11) e mutadas (linhas 4, 8 e 12) dos exons 5 (linhas 1-4), 7 

(linhas 5-8) e 9 (linhas 9-12) em gel de poliacrilamida 12,5% corado com prata, em 

diferentes temperaturas. A 5°C; B. 8°C; C. 15°C. (*) indicam amostras com perfil de 

SSCP alterado. 

4.2.7. Sequenciamento semi-automatizado do DNA 

Os produtos de PCR dos exons e da 5'PR do gene da CYP3A4 de 

três amostras de DNA selecionadas (amostras-controle) foram 

seqüenciados, para verificar se os genes das isoenzimas da CYP3A4 

(CYP3A5, 3A7 e 3A43) não seriam amplificados nas condições de 

amplificação estabelecidas. Foram seqüenciadas também as amostras que 

apresentaram perfil eletroforético de SSCP alterado, quando comparados 
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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 

instruções do fabricante. Em seguida, esses produtos foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etídeo. Os 

sinais dos produtos de PCR foram comparados com o padrão Low DNA 

Mass Ladder (Gibco BRL ® Life Technologies lnc. Gaithersburg, MD, EUA), 

para a determinação da intensidade da banda de cada produto purificado e 

previsão do volume a ser utilizado na reação de sequenciamento. 

Os produtos de PCR purificados foram submetidos à análise de 

seqüência de DNA no analisador semi-automático MegaBACE™ DNA 

Analysis Systems 1000 (Amersham Bioscience, Uppsala, Suécia) utilizando­

se o kft comercial DYEnamic rM ET Dye Terminator Sequencing Kit de acordo 

com as instruções do fornecedor. Brevemente, em tubo de microcentrífuga 

de 0,2 ml, foram pipetados 4 µL do produto de PCR purificado, 1 µL de 

oligonucleotídeo (5 µM), 8 µL do reagente DYEnamic™ ET Dye Terminator 

Sequencing Kft (dideoxinucleotídeos marcados, deoxinucleotídeos, cloreto 

de magnésio e Thermo Sequenase li DNA polimerase), e água deionizada 

esterilizada suficiente para completar o volume final para 20 µL. Em seguida, 

a reação de sequenciamento foi realizada no termociclador PTC-2001
t.1 (MJ 

Research, Watertown, MA, EUA). Os tubos foram submetidos a 30 ciclos de 

95ºC por 20 s, 50ºC por 15 se 60ºC por 1 min. 

Os produtos seqüenciados foram purificados por precipitação com 

acetato de amônia e etanol. Acrescentou-se 2 µL de acetato de amônia 7,5M 

e, aproximadamente, 55 µL de etanol absoluto a cada tudo. Os tubos foram 

mantidos em repouso por 15 min, protegidos da luz e, em seguida, 

centrifugados em centrígufa Centrifuge 5415 (Eppendorf, Hamburgo, 

Alemanha) por 15 min a 12.000 rpm, a temperatura ambiente (TA). O 

sobrenadante foi completamente aspirado e o sedimento lavado duas vezes 

com 150 µL 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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ambiente. Após a completa evaporação do etanol, o precipitado foi 

ressuspendido em 1 O µL de Loading Solution (forma mi da a 70%, 1 mM 

EDTA) e mantido a 4ºC. 

Os produtos de sequenciamento purificados e preparados foram 

separados por eletroforese capilar, em uma matriz linear de poliacrilamida 

Longread Matrix (Amersham Bioscience, Uppsala, Suécia). Foi realizada a 

pré-eletroforese a 2,0 kVA por 60 s e, posteriormente, fez-se a injeção das 

amostras e a eletroforese capilar foi realizada a 9,0 kVA por 100 min. 

Para análise das seqüências, foi utilizado o programa Sequence 

Analyser Base Caller Cimarron, versão 3.12 (Amersham Bioscience, 

Uppsala, Suécia), a partir dos eletrofluorogramas gerados. As seqüências 

obtidas foram comparadas com as publicadas empregando o programa 

BLAST2 (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 

4.2.8. Constituição de amostras-controle para a técnica de SSCP 

Amostras de DNA de três indivíduos diferentes foram amplificadas 

para cada região estudada do gene da CYP3A4 e foram seqüenciadas para 

que nos certificássemos que apenas o gene da CYP3A4 estivesse sendo 

amplificado e não os genes de suas isoenzimas (figura 8). Com a 

identificação das seqüências nucleotídicas desses DNAs, que foram 

primeiramente comparadas com o GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank acesso AF280107), foi possível a 

constituição de amostras-controle para o SSCP. Deste modo, os perfis 

eletroforéticos de SSCP que diferiram do dessas amostras-controle, farão 

investigados também pela técnica de sequenciamento de DNA, para a 

identificação das alterações moleculares específicas. 
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A. B. 

T TITATGÁTGGTCAN:.AGC 'ITTTATGATGGTCAPC.AGC 
80 90 

Figura 8. Eletroferogramas obtidos pelo sequenciamento dos produtos amplificados 

do exon 4 do gene da CYP3A4, de duas amostras de DNA (A e 8) selecionadas 

para constituição de amostras-controle para a técnica de SSCP. 

4.2.9. Controle de Qualidade dos testes bioquímicos e moleculares 

A monitorização da precisão, exatidão e controle de qualidade das 

determinações séricas de lipídeos foi realizada pela determinação 

concomitante de soros controle Normal e Patológico Precinorm® e 

Precipath® da Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Alemanha) e pela 

participação no Programa de Controle de Qualidade (PELM) da Sociedade 

Brasileira de Patologia Clínica (SBPC). 

Em todas as reações de PCR realizou-se controle de qualidade dos 

reagentes utilizados. O controle de reagentes constituiu-se de um tubo com 

todos os reagentes e sem amostras de DNA. Para avaliar a reprodutibilidade 

da reação de PCR, 10% das amostras foram repetidas (Neumaier et ai., 

1998). 

O controle de qualidade da digestão dos produtos de amplificação da 

5'PR do gene da CYP3A4 com Mboll foi realizado pela observação do 

fragmento de 175 bp em todas as reações de restrição enzimática. Esse 

fragmento corresponde ao produto de digestão gerado por ação da enzima 

Mboll no sítio constitutivo do produto amplificado, que caracteriza o controle 

interno da reação. 
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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 mutações conhecidas nesses exons. 

Essas amostras-controle foram gentilmente 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 regiões estudadas, foi necessário o 

desenvolvimento de controles que pudessem indicar alterações no perfil de 

SSCP. Para tal, 3 amostras foram selecionadas para a determinação da 

seqüência nucleotídica de todos os exons e S'PR do gene da CYP3A4, 

utilizando a técnica de sequenciamento. As seqüências de DNA de cada 

exon do gene CYP3A4, obtidas por sequenciamento foram comparadas com 

as seqüências já publicadas (http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank acesso 

AF280107). Essas amostras de DNA foram utilizadas como controles dos 

perfis eletroforéticos de SSCP. 

4.2.1 O. Análise estatística 

Os resultados obtidos foram · analisados utilizando-se o programa 

SigmaStat para Windows, versão 2.0. Inicialmente todas as variáveis foram 

analisadas descritivamente. Para as variáveis contínuas, a análise foi feita 

pela observação dos valores mínimos e máximos, cálculo de médias e 

desvios-padrão. Para as variáveis classificatórias calcularam-se as 

freqüências absolutas e relativas. 

Para a análise da hipótese de igualdade de proporções entre os 

grupos utilizou-se o teste qui-quadrado (x2
). A associação entre as variáveis 

mensuradas e os fatores de interesse foi verificada pelo teste t de Student e 

pela Análise de Variância (ANOVA) com múltiplos fatores. Para as 

comparações múltiplas foi utilizado o teste de Bonferroni. Para valores com 

distribuição anormal as variáveis foram comparadas pelo teste de Kruskal­

Wallis One Way ANOVA on Ranks e teste complementar de Dunn. 
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O nível de significância considerado para os testes foi de 5% (p < 

0,05). A relação entre as freqüências gênicas e genotípicas (Equilíbrio de 

Hardy-Weinberg) foi também avaliada pelo teste de qui-quadrado 

(Beiguelman, 1995). 
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5. RESULTADOS 

5.1. Parâmetros lipídicos dos grupos de estudo 

Na tabela 5, estão apresentadas as concentrações séricas dos 

parâmetros lipídicos avaliados nos indivíduos com hipercolesterolemia 

familiar (HF), hipercolesterolemia primária (HP) e controles (GC). 

Como esperado, observa-se que os indivíduos do grupo formado por 

pacientes portadores de hipercolesterolemia familiar (HF) apresentam 

concentrações séricas de CT e LDL-C maiores e de HDL-C menores que as 

observadas nos grupos HP e GC. Os indivíduos HP apresentam 

concentrações médias de CT, TG, LDL-C e VLDL-C, maiores que as 

encontradas no CG. 

Tabela 5. Concentrações séricas de lípides (Média± DP) dos indivíduos 

com hipercolesterolemia familiar (HF), hipercolesterolemia primária 

(HP) e controles (GC). 

Lípides 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. GCb HP vs. GCb HF vs. HPb 

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 = 0,317 P < 0,05 

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

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

ª Kruskal-Wallis One Way ANOVA on Ranks; 6 comparações múltiplas: Método de Dunn; 

NS, não significativo. HDL-C, colesterol da HDL; LDL-C, colesterol da LDL; VLDL-C, 

colesterol da VLDL; n, número de individuas. 
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5.2. Avaliação da resposta terapêutica a atorvastatina nos indivíduos 

HF e HP 

O efeito da atorvastatina sobre o perfil lipídico foi avaliado nos 32 

indivíduos adultos, portadores de hipercolesterolemia familiar heterozigótica 

(HF) e nos 88 indivíduos com hipercolesterolemia primária poligênica (HP), 

após 4 semanas de tratamento diário com 1 O mg do medicamento. A 

primeira variável de eficácia foi a porcentagem de variação, em relação ao 

valor basal, da concentração de LDL-C plasmático calculado. Foi 

considerado como resposta positiva redução superior a 15% na 

concentração de LDL-C (Stein et ai., 1997). Também foi determinada a 

alteração percentual em relação ao valor basal das variáveis dos demais 

lípides e lipoproteínas séricas. Os parâmetros adicionais de eficácia 

incluíram colesterol total, triglicérides, HDL-C e VLDL-C. 

Os pacientes foram divididos em dois grupos de acordo com a 

redução de LDL-C superior e inferior a 15%, sendo considerados 

respondedores e não-respondedores, respectivamente (Stein et ai., 1997). 

Ao avaliar os dados dos pacientes com hipercolesterolemia familiar 

estudados, observou-se que 26 dos 32 pacientes apresentaram redução de 

LDL-C superior a 15%, com média de -37% (Tabela 6). A redução da 

concentração de colesterol total, triglicérides e VLDL-C foram: -31 %, -20% e 

-21 %, respectivamente. Foi observado também aumento de +11 % nas 

concentrações de HDL-C (Tabela 6). Por outro lado, 6 indivíduos 

apresentaram redução de LDL-C inferior a 15% (média de -4%) e foram 

classificados como não-respondedores (Tabela 7). 
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Tabela 6. Concentrações séricas dos parâmetros lipídicos (Média± DP) 

dos pacientes com hipercolesterolemia familiar (HF) heterozigótica que 

responderam ao tratamento com 1 O mg de atorvastatina (n=26). 

Lípides 
Basal Após tratamento Variação pb 

(mg/dl) (%)ª 

Colesterol total 368 ± 52 253 ± 48 -31c < 0,0001 

Triglicerídeos 135 ± 44 103 ± 33 -20 0,0047 

HDL-C 44 ± 15 48 ± 13 +11 NSd 

LDL-C 297 ± 53 190 ± 53 -37 < 0,0001 

VLDL-C 27 ± 9 21 ± 7 -21 0,0046 

11 +/- indica aumento ou redução; 6 Teste t de Student pareado; cvariação média; dNS, não 

significativo; HDL-C, colesterol da HDL; LDL-C, colesterol da LDL; VLDL-C, colesterol da 

VLDL. 

Tabela 7. Concentrações séricas dos parâmetros lipídicos (média± DP) 

dos pacientes com hipercolesterolemia familiar (HF) heterozigótica que 

não responderam ao tratamento com 10 mg de atorvastatina (n=6). 

Lípides (mg/dL) Basal Após tratamento Variação(%,• pb 

Colesterol total 362 ± 88 348 ± 78 -4c NSd 

T rig liceríd eos 117±17 101 ± 17 -11 NS 

HDL-C 41 ± 15 42 ± 18 o NS 

LDL-C 298 ± 102 283 ± 95 -4 NS 

VLDL-C 24 ±4 21 ± 4 -8 NS 

11 +/- indica aumento ou redução; b Teste t de Student pareado; cvariação média; dNS, não 

significativo; HDL-C, colesterol da HDL; LDL-C, colesterol da LDL; VLDL-C, colesterol da 

VLDL. 
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No grupo HP, os pacientes foram tratados com 1 O mg/dia de 

atorvastatina por 4 semanas e depois com 20 mg/dia por mais 4 semanas. 

Assim, podemos observar, na tabela 8, as concentrações médias dos 

parâmentros lipídicos analisados para os pacientes que responderam aos 

tratamentos com 1 O e 20 mg de atorvastatina. 

Tabela 8. Concentrações séricas dos parâmetros lipídicos (Média ± DP) 

dos pacientes com hipercolesterolemia primária (HP) poligênica que 

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

Após tratamento 

Lípides Basal 10mg 20mg 
(mg/dl) (n=85) (n=85) (n=80) 

Colesterol total 285 ±42 199 ± 33 186 ± 36 < 0,0001 

Triglicérides 171 ± 71 133 ± 52 120 ± 54 < 0,0001 

HDL-C 53 ± 15 54 ± 15 56 ± 15 0,411 

LDL-C 197 ± 39 118 ± 28 106 ± 30 < 0,0001 

VLDL-C 34 ± 14 27 ± 11 24 ± 11 < 0,0001 

basal vs. 10mgb basal vs. 20mgb 10 VS. 20 mgb 

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

Triglicérides P < 0,05 P < 0,05 NS 

HDL-C NS NS NS 

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

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

ªANOVA; b comparações múltiplas: Método de Bonferroni; NS, não significativo. HDL-C, 

colesterol da HDL; LDL-C, colesterol da LDL; VLDL-C, colesterol da VLDL; n, número de 

indivíduos. 

Observa-se que a média de variação de LDL-C sérica foi de -40% 

para os indivíduos tratados com 1 O mg de atorvastatina, durante 4 semanas, 

enquanto que de colesterol total, triglicérides e VLDL-C foram: -30%, -18% e 

-18%, respectivamente, entre os indivíduos considerados respondedores. 

Entre os não respondedores tratados com o mesmo esquema terapêutico, 
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observou-se queda de 1,8% nas concentrações de CT, 23, 7% em 

triglicérides e 23,4% na VLDL-C. Tanto HDL como LDL tiveram elevação de 

5,9% e 5,5%, respectivamente. Nenhum dos lipides nesses indivíduos teve 

variação significativa (Figura 9). 

Entre os indivíduos portadores de HP que seguiram o tratamento com 

20 mg de atorvastatina por mais 4 semanas, observou-se variação de -47% 

nas concentrações de LDL-C e de -36%, -24% e -24% nas concentrações 

de colesterol total, triglicérides e VLDL-C, respectivamente. Já entre os que 

não responderam adequadamente ao tratamento (dois indivíduos) 

observou-se reduções de 12,8%, 13,3%, 4%, 16,1% e 13,3 % nas 

copncetrações de CT, TG, HDL-C, LDL-C e VLDL (Figura 1 O). 

Na tabela 9 são apresentadas as concentrações médias e 

porcentagens de variação dos parâmetros de perfil lipídico para os 

indivíduos que não responderam ao tratamento com 1 O e 20 mg de 

atorvastatina (Figuras 9 e 1 O). Apenas 3 indivíduos não responderam ao 

tratamento com 1 O mg de atorvastatina (variação média de LDL-C = +~%). 

Desses três, 2 indivíduos foram tratados com 20mg de atorvastatina e 

também não tiveram responta terapêutica adequada (variação média de 

LDL-C = -16%). 
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Tabela 9. Concentrações séricas dos parâmetros lipídicos (Média :t DP) 

dos pacientes com hipercolesterolemia primária (HP) poligênica que 

não responderam ao tratamento com 1 O mg e 20 mg de atorvastatina. 

Após tratamento 

Lípides 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 ± 11 145 ± 35 0,227 

VLDL-C 39 +24 24 ±7 23 ± 12 0,511 

ª.Kruskal-Wallis One Way ANOVA on Ranks. HDL-C, colesterol da HDL; LDL-C, colesterol 

da LDL; VLDL-C, colesterol da VLDL; n, número de indivíduos. 
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Figura 9. Concentrações séricas dos parâmetros lipídicos (Média ± DP), basais e 

após 4 semanas com tratamento de 1 O mg de atorvastatina, dos pacientes com 

hipercolesterolemia primária, classificados de acordo com a resposta terapêutica 

(respondedor: LDL-C > 15% de redução, após tratamento). *P < 0,05 (teste t). 
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Figura 1 O. Concentrações séricas dos parâmetros lipídicos (Média ± DP), basais e 

após 4 semanas com 20 mg de atorvastatina, dos pacientes com 

hipercolesterolemia primária, classificados de acordo com a resposta terapêutica 

(respondedor: LDL-C > 15% de redução após tratamento). *P < 0,05 (teste t). 
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Durante o tratamento com atorvastatina, 3 pacientes HP 

apresentaram valores de AL T sérica de até 1,2 vezes o valor do limite 

superior de referência (LSR) e 12 apresentaram valores de CK sérica de até 

2,4 vezes o LSR. 

5.3. Análise do polimorfism_o 5'PR do gene CYP3A4 

5.3.1. Frequência dos alelos do polimorfismo 5'PR do gene CYP3A4 

Na tabela 10, são apresentados os resultados de distribuição de 

genótipos e frequencia relativa de alelos do polimorfismo 5'PR do gene 

CYP3A4, nos indivíduos brancos dos grupos HP e GC. A distribuição de 

genótipos observada em ambos os grupos é similar à esperada para uma 

população em condições de equilíbrio (Equilíbrio de Hardy-Weinberg). Esses 

resultados indicam que a amostra analisada é representativa da população 

permitindo, de forma confiável, a comparação das frequências gênicas entre 

os grupos avaliados. 

Observa-se que o ai elo CYP3A4 *1 A foi o mais freqüente tanto no 

grupo HP como no grupo controle, não tendo sido encontradas diferenças 

estatisticamente significativas entre as freqüências alélicas e genotípicas dos 

grupos analisados (p = 0,2386 e p = O, 1871, respectivamente). 

Já no grupo HF, observou-se freqüência de 0,250 e 0,750 para os 

alelos CYP3A4*1B e CYP3A4*1A, respectivamente, não havendo diferenças 

significativas entre as freqüências alélicas e genotípicas quando comparadas 

ao GC (p = 0,8743 e p = 0,9875, respectivamente), e comparadas aos 

indivíduos brancos do HP (p = 0,0856 e p = O, 1272, respectivamente). 
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Tabela 10. Distribuição de genótipos e freqüência relativa dos afetos do 

polimorfismo 5'PR do gene CYP3A4 nos indivíduos brancos dos 

grupos HP e controle. 

Grupos 

GC 
(90) 

HP 
(63) 

Polimorfismo 5'PR 

Distribuição de Genótipos 

Homozigoto 
CYP3A4*1A 

77% 

(69) 

89% 

(56) 

Heterozigoto 

20% 

(18) 

11% 

(7) 

Homozigoto 
CYP3A4*1B 

3% 

(3) 

0% 

(O) 

_i= 4,57 (2 gl, P= 0,1018) 

Freqüência de Alelos 

CYP3A4* 
1A 

0,87 

0,94 

CYP3A4* 
1B 

0,13 

0,06 

_i= 2,09 (1 gl, P= 0,1479) 

Número de indivíduos em parênteses; +/- indica presença/ausência do sítio de 

restrição. 

Equilíbrio de Hardy-Weinberg: HP, x2 = 0,2180 (1 g/; p=NS). 

CG, x2 = 1,6309 (1 g/; p=NS). 

Os indivíduos do grupo HP foram divididos por raça para a análise da 

distribuição de genótipos e freqüência de alelos do polimorfismo 5'PR do 

gene CYP3A4. Observa-se que a distribuição de genótipos no grupo 

estudado encontra-se em equilíbrio de Hardy-Weinberg, ou seja, este grupo 

de indivíduos também é representativo da população (Tabela 11 ). 

Ao analisar a freqüência dos alelos do polimorfismo 5'PR do gene 

CYP3A4, no grupo HP, observa-se maior freqüência do alelo raro 

CYP3A4*1 B em indivíduos de origem negra (0,380) quando comparada a 

dos indivíduos de origem branca (0,060) (.1 = 28,0; 1 gl, P < 0,0001 ). A 

frequencia do genótipo homozigoto variante (CYP3A4*1 B) é 

significativamente mais frequente no grupo de indivíduos de origem negra 

(,/ = 27,5; 2 gl, P < 0,0001 ). 
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Tabela 11. Distribuição de genótipos e freqüência relativa dos alelos do 

polimorfismo 5'PR do gene CYP3A4 nos indivíduos do grupo HP, 

separados pela origem étnica. 

Polimorfismo S'PR 

Grupos Distribuição de Genótipos Freqüência de Alelos 

Homozigoto Heterozigoto Homozigoto CYP3A4* CYP3A4* 
CYP3A4*1A CYP3A4*1B 1A 18 

Brancos 89% 11% 0% 
0,94 0,06 

(63) (56) (7) (O) 

Negros 36% 52% 12% 
0,62 0,38 

(25) (9) (13) (3) 

r= 27,5 (2 gl, P < 0,0001) r= 28,0 (1 gl, P< 0,0001) 

Número de indivíduos em parênteses; +/- indica presença/ausência do sítio de 

restrição. 

Equilíbrio de Hardy-Weinberg: Brancos, x2 = 0,2681 (1 gl; p=NS). 

Negros, x.2 = 0,1202 (1 gl; p=NS). 
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5.3.2. Influência do polimorfismo 5'PR do gene CYP3A4 sobre o perfil 

lipídico 

As concentrações médias dos parâmetros lipídicos, de acordo com 

os genótipos do polimorfismo S'PR do gene CYP3A4, dos indivíduos dos 

grupos HF e HP, estão representadas na figura 8. Devido ao reduzido 

número de infivíduos com genótipo homozigoto para o alelo raro 

CYP3A4*1 B, os dados desses indivíduos foram agrupados com os de 

genótipo heterozigoto, constituindo o grupo de indivíduos portadores do alelo 

CYP3A4*1B. 

Ao comparar os valores de lipídeos séricos entre os indivíduos com 

alelo selvagem CYP3A4*1A (genótipo homozigoto) e os com alelo 

CYP3A4*1 B (heterozigotos e homozigotos para o alelo raro), não foram 

observadas diferenças significantes, para ambos os grupos HF(Figura 11A) 

e HP (Figura 11B). Isso indica que o polimorfismo S'PR do gene CYP3A4 

não está associado com a variabilidade dos lipídeos séricos dos indivíduos 

hipercolesterolêmicos. Esse resultado já era esperado, já que a enzima 

CYP3A4 do citocromo P-450 não atua diretamente no metabolismo lipídico. 
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Figura 11. Comparação das concentrações séricas (Média ± DP) de colesterol total 

(CT), triglicérides (TG), HDL-C, LDL-C e VLDL-C dos indivíduos dos grupos HF (A) 

e HP (B), de acordo com os genótipos do polimorfismo 5'PR do gene CYP3A4. P > 

O, 05 (teste t). 
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5.3.3. Influência do polimorfismo S'PR do gene CYP3A4 na resposta a 

atorvastatina 

Ao avaliar a possível associação entre o polimorfismo 5'PR do gene 

CYP3A4 e a resposta terapêutica a atorvastatina (1 O mg/dia por 4 semanas), 

nos pacientes HF e HP, foi possível observar que os indivíduos HF com 

genótipo homozigoto selvagem apresentaram porcentagens de variação de 

colesterol total, LDL-C, HDL-C, VLDL-C e triglicérides similares às dos 

indivíduos portadores do alelo CYP3A4*1 B (genótipos heterozigoto e 

homozigoto para o alelo raro) (Tabela 12, Figura 12A). Além disso, quando 

os pacientes HF foram separados de acordo com a resposta a atorvastatina 

(respondedor: LDL-C > 15% de redução, após tratamento), não foi 

observada associação entre o polimorfismo 5'PR do gene CYP3A4 e a 

resposta ao tratamento. 

Tabela 12. Porcentagem de variação média das concentrações séricas 

de lipídeos nos indivíduos HF, tratados com atorvastatina (10 mg/dia 

por 4 semanas), segundo o genótipo do polimorfismo 5'PR do gene 

CYP3A4. 

Lípides 

(mg/dl) 

Colesterol total 

Triglicerídeos 

HDL-C 

LDL-C 

VLDL-C 

Variação média (%)8 

Genótipos S'PR 
pb 

Homozigoto Heterozigito e 
CYP3A4*1A homozigoto CYP3A4*1 B 

(24) (8) 

-27 ± 13 -24 ± 18 0,5988 

-17 ± 24 -24 ± 14 0,4252 

+9 ± 15 +5 ± 14 0,6645 

-33 ± 15 -24 ± 18 0,1866 

-16 ± 25 -24 ± 14 0,4329 

ª +/- indica aumento/redução; b Teste t de Student; número de indivíduos entre parênteses: 

HDL-C, colesterol da HDL; LDL-C, colesterol da LDL; VLDL-C, colesterol da VLDL. 
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Com relação aos indivíduos com hipercolesterolemia primaria, não 

foram observadas diferenças significantes, quando comparadas as variações 

no perfil liípidico, após o tratamento com atorvastatina (1 O mg/d, por 4 

semanas), entre os indivíduos com alelo selvagem (genótipo homozigoto 

para CYP3A4*1A) e com alelo CYP3A4*1 B (genótipos heterozigoto e 

homozigoto para o alelo raro) do polimorfismo S'PR do gene CYP3A4 

(Tabela 13, Figura 12B). 

Resultados similares foram observados quando se avaliou o efeito 

dos genótipos do polimorfismo S'PR sobre a variação nas concentrações dos 

parâmetros do perfil lipídico, em indivíduos HP, após tratamento com 

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

Tabela 13. Porcentagem de variação média das concentrações séricas 

de lipídeos nos indivíduos HP, tratados com atorvastatina (10 mg/dia 

por 4 semanas), segundo o genótipo do polimorfismo 5'PR do gene 

CYP3A4. 

Lípides 

(mg/dL) 

Colesterol total 

Triglicerídeos 

HDL-C 

LDL-C 

VLDL-C 

Variação média (%)9 

Genótipo 5'PR 
pb 

Homozigoto Heterozigito e 
CYP3A4*1A homozigoto CYP3A4*1 B 

(65) (23) 

-28 ± 10 -32 ± 10 0,1542 

-17 ± 23 -22 ± 18 0,4022 

+3 ± 14 -1 ± 16 0,2013 

-37 ± 14 -41 ± 13 0,2771 

-17 ± 23 -22 ± 19 0,3906 

ª+/- indica aumento/redução; b Teste t de Student; número de indivíduos entre parênteses; 

HDL-C, colesterol da HDL; LDL-C, colesterol da LDL; VLDL-C, colesterol da VLDL. 
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Figura 12. Variação média (%) das concentrações séricas de colesterol total 

(CT), triglicérides (TG), HDL-C, LDL-C, VLDL-C, após 4 semanas de 

tratamento com 1 O mg/dia de atorvastatina, de acordo com os genótipos do 

polimorfismo 5'PR do gene CYP3A4 em indivíduos HF (A) e HP (B). 
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5.4. Alterações moleculares identificadas no gene CYP3A4 

Nas figuras 13 a 16, são mostrados os perfis eletroforéticos obtidos 

pela técnica de SSCP de alterações genéticas encontradas no gene da 

CYP3A4 de indivíduos brasileiros portadores de HP e os eletroferogramas 

obtidos no sequenciamento das amostras correspondentes. 

A. 

SSCP - região promotora 

1 2 3 4 5 6 

B. 
Sequenciamento de DNA Sequenciamento de DNA Sequenciamento de DNA 

Genótipo homozigoto Genótipo heterozigoto 

selvagem (CYP3A4*1A) 

20 30 10 
.A GGGG AA GA GA1 A GGGGAGGA GA 

Genótipo homozigoto 

raro (CYP3A4*1 B) 

30 
AGGGG.-\GG.-\G.-\ 

Figura 13. Caracterização molecular do polimorfismo da região promotora 5' do 

gene da CYP3A4. A SSCP em gel de poliacrilamida a 12,5% corado com prata. 

Linhas 1, 2 e 4: genótipo +/-; linhas 3, 5 e 6: genótipo +/+. B. Sequenciamento de 

DNA dos três diferentes genótipos do mesmo polimorfismo. * Nucleotídeo alterado. 



A. 

B. 

SSCP - exon 6 (5°C) 

1 2 3 4 5 

Sequenciamento de DNA 

Genótipo normal 

90 
G A G G C GGG AA 

SSCP - exon 6 (12ºC) 

1 2 3 4 5 

Sequenciamento de DNA 

Genótipo mutado heterozigoto 

485 G>A 

90 
G.-\GGCGGGA A 

75 

Figura 14. Caracterização molecular da mutação 485G>A do exon 6 do gene da 

CYP3A4. A SSCP em gel de poliacrilamida a 12,5% corado com prata em duas 

diferentes temperaturas. Linhas 1 e 2: genótipo heterozigoto para a mesma 

mutação; linhas 3, 4 e 5: genótipo normal. B. Sequenciamento de DNA dos dois 

diferentes genótipos da mutação silenciosa 485G>A. * Nucleotideo alterado. 
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A. 

B. 
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SSCP-exon 7 

1 2 3 4 5 ~ 

s·equenciamento de DNA 

Genótipo normal 

.90 
T C T T C T 

Sequenciamento de DNA 

Inserção do G 15752 

T C T GT C T 

~igura 1"5. Caracterização molecular da alteração molecular do exon 7 do gene da 

CYP3A4. A. SSCP em gel de poliacrilamida a 12,5% corado com prata. Linhas 1, 2 

e 4: perfis eletroforéticos alterados para o exon 7; linhas 3, 5 e 6: perfis 

eletroforéticos normais para o exon 7. B. Sequenciamento de DNA da alteração 

molecular encontrada no exon 7 do gene da CYP3A4. * Nucleotideo alterado. 



A. 

SSCP - exon 11 (5ºC) 

123456789 

B. 

Sequenciamento de DNA 

GenótipQ mutado hetero~igotQ 1117 Ç>G 

80 
A C G T T G 

77 

SSCP-exon 11 (12ºC) 

123456789 

Sequenciamento de DNA 

Genótipo mutado hetero~igoto 1121 A>C 

T T G A G G 

Sequenciamento de-DNA Sequenciamento de DNA 

Genótipo mutado heterozigoto 1134 A>G Genótipo mutado heterozigoto 1139 A>C 

C .-\ .-\ . .\ A A 
100 

A.A GA T 



Sequenciamento de DNA 

Genótipo mutado heterozigoto 1193 G>T 

A A G C T 
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Sequenciamento de DNA 

Genótipo mutado heterozigoto 1208 G>A 

170 
e e G T G 

Figura 16. Caracterização molecular das alterações moleculares do exon 11 do 

gene da CYP3A4. A. SSCP em gel de poliacrilamida a 12,5% corado com prata em 

duas diferentes temperaturas. Linhas 1 a 4: perfis eletroforéticos aíterados para o 

exon 11 ; linhas 5 a 9: perfis eletroforéticos normais para o exon 11. B. 

Sequenciamento de DNA das diferentes alterações moleculares encontradas no 

exon 11 do gene da CYP3A4. *Nucíeotídeo alterado. 

5".4.1. Frequência dos alelos mutados da região codificante do gene 

CYP3A4 

Na Tab~la 14 estijo resumidas as çarªcterísticas de 8 alteraç<)es 

detectadas no ~ene da enzima CYP3A4 por SSCP e confirmadas pela 

técnica de seqµenciamento de DNA, nos indivíduos estudados. Além do 

polimorfismo da região 5' promotora do gene da CYP3A4, já relatado 

anteriormente·, foi identifcada a mutação de troca de único nucleotídeo 

(missense) no exon 6 (R1ij2Q, ~lelo CYP3A4*15A). ~sse alelo foi 

encontrado em heterozigose em três indivíduos da raça negra, com 

freqµência de 6% (3/50) e em nenhum individuo da raça branca. 
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Tabela 14. Alterações genéticas identificadas no gene da CYP3A4 

encontradas nos indivíduos portadores de HP estudados. 

Região Nucleotíde 
do gene o trocadoª 

Promotor 

Promotor -290A>G 

Exon 6 c.485G>A 

Tipo 

Selvagem 

Polimor­
fismo 

Efeito 
na 

proteína 

missense R 162Q 

lntron 7 15752insG intronica 

Exon 11 e. 111 ?C>G missense L373V 

Exon 11 e. 1121 A>C missense E37 4A 

Exon 11 c.1134A>G silenciosa 

Exon 11 e. 1139A>C missense D380A 

Exon 11 e. 1193G> T missense S3981 

Exon 11 e. 1208G>A missense A403H 

Alelo 

CYP3A4*1A 

CYP3A4*19 

CYP3A4• 
15A 

Freqüência Freqüência 
alélica em alélica em 

brancos 

0.940 

0.060 

0.060 

0.008 

0.016 

0.016 

0.008 

0.016 

0.016 

negros 

0.620 

0.380 

0.060 

0.380 

0.040 

0.060 

0.040 

0.040 

0.040 

0.040 

Referência 

Gonzalez. 1998 

Rebbeck et ai, 1998; 
Westlind et ai, 1999 

Lamba et ai, 
2002b 

Mutação nova­

Mutação nova*• 

Mutação nova­

Mutação nova .. 

Mutação nova*• 

Mutação nova­

Mutação nova-

ª Nucleolídeos identificados de acordo com Hashimoto et ai. (1993); b.c Mutações detectadas no 
mesmo alelo; #Nomenclatura segundo as recomendações de Den Dunnen & Antonarakis (2000); 
**Não descrita no site http://www.imm.ki.se/CYPalleles/cyp3a4.htm 

Identificou-se a inserção de guanina (G) no nucleotídeo 15752 do 

intron 7 (15752insG) ainda não descrita na literatura (tabela 14). Essa 

alteração foi detectada na mesma freqüência (0,060 e 0,380 em brancos e 

negros, respectivamente) e nos mesmos indivíduos portadores do alelo 

CYP3A4*1 B, em homozigose ou heterozigose. 

Foram identificadas 6 novas mutações no exon 11, sendo 1 mutação 

silenciosa e outras 5 mutações missense. Entre as mutações no exon 11, 

c.1121 A>C (E374A) foi identificada em 5 indivíduos (0.028), enquanto as 

mutações c.1139A>C (O380A) e c.1208G>A (A403H) foram encontradas em 

4 pacientes portadores de HP (0.023). As variantes alélicas c.1117C>G 

(L373V), c.1134A>G (silenciosa) e a c.1193G>T (S3981) foram observadas 

em 3 indivíduos (0.017). Entre esses indivíduos, 3 deles eram portadores 
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das 6 mutações encontradas no exon 11 do gene da CYP3A4, 

concomitantemente. 

A mutação c.111 ?C>G tem a mesma localização da mutação já 

descrita por Eiselt et ai. (2001), c.1117C>T (alelo variante CYP3A4*12), 

porém com troca nucleotídica diferente. 

As freqüências alélicas observadas para as mutações no exon 11 

variaram entre 0,008 a 0,060 nos indivíduos estudados (Tabela 14). 

Observou-se maior freqüência desses alelos variantes entre os indivíduos da 

raça negra (0,260) do que entre os brancos (0,080) (x2= 6.19; 1g/; 

p=0.0129). 

5.4.2. Influência das mutações encontradas na região codificante do 

gene CYP3A4 na resposta a atorvastatina 

Na tabela 15 pode-se observar a variação de colesterol total e LDL-C 

após tratamento com 10mg de atorvastatina durante 4 semanas, dos 

indivíduos portadores de mutações em regiões codificantes do gene da 

enzima. 

Entre os indivíduos portadores de mutações no exon 11, observou-se 

diminuição de LDL-C que variou entre 48 to 62%. lnteressantemente, o 

indivíduo cuja resposta a atorvastatina atingiu redução de 62% nas 

concentrações de LDL-C era portador de mutações no exon 6 e no exon 11 

do gene da CYP3A4. 

Um dos indivíduos portadores das 6 mutações concomitantes, de 

origem negra, foi excluído do estudo, pois apresentava altas concentrações 

de AL T sérica. Os outros indivíduos portadores destas mutações 

apresentaram valores basais de AL T que variaram entre 15 e 19 U/L e após 

tratamento com atorvastatina 1 0mg/dia/4sem entre 18 e 24 U/L (valor de 

referência até 41 U/L), enquanto para as concentrações plasmáticas de CPK 

variaram entre 21 e 140 U/L, e 24 e 81 (U/L) (valor de referência até 170 
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U/L) nas condições basais e após 1 0mg/dia/4sem de atorvastatina, 

respesctivamente. 

Outros dois indivíduos, também portadores de 6 mutações no exon 

11, apresentaram redução significativa da LDL-C que variou entre 48 e 53% 

para 1 O mg/dia (Tabela 15) e 64 e 69% para 20 mg/dia de atorvastatina. É 

importante obsevar que nenhum dos pacientes, com exceção do que foi 

excluído do estudo, apresentou alterações siginificativas nas concentrações 

de AL T e CK, parâmentros usados na monitorização da segurança do 

tratamento com vastatinas. 

Tabela 15. Varaintes genéticos observados na região codificante do 

gene CYP3A4 e porcentagem de variação de colesterol total e LDL-C na 

resposta a atorvastatin 1 Omg/dia em indivíduos hipercolesterolêmicos 

Indiví­

duos 
Cor Sexo 

Presença de 

CYP3A4*1B 

Mutações no 

exon 6 

Mutações no 

exon 11 

Variação 

noCT 

(%,. 

Variação 

no LDL-C 

(%,. 

01 

02 

03 

04 

05 

06 

Negro 

Negro 

Negro 

Branco 

Branco 

Negro 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

Heterozigoto CYP3A4*15A -28 -39 

Homozigoto CYP3A4*15A -19 -22 

Homozigoto CYP3A4*15A -47 -62 

Não -37 -49 

Não -32 -48 

Heterozigoto -39 -53 

07 Negro F Heterozigoto 

c .1121A>C 

c.1121A>C: c.1134A>G; 

c.1193G>T: c.1208G>A 

c. 1117C>G:c.1121A>C: 

c.1134A>G: c.1139A>C; 

c .1193G>T: c.1208G>A 

e. 1117C>G; c.1121A>C: 

c.1134A>G: c .1139A>C: 

c.1193G>T: c.1208G>A 

c. 1117C>G; c.1121A>C: 

c.1134A>G: c.1139A>C: 

c.1193G>T: c.1208G>A 

Deixou o estudo 

ª +/- indica aumento/redução; CT, colesterol total; LDL-C, colesterol da LDL. 

O efeito da presença das mutações no exon 11, comparado com a 

ausência dessas mutações na resposta terapêutica a atorvastatin pode ser 

observado na Tabela 16. Observa-se que os indivíduos portadores das 

mutações nesse exon apresentam reduções significativamente maiores nas 

concentrações de LDL-C (p<0.05), além de aumento, também significativo 
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(p<0.05), nas concentrações de HDL-C, quando comparados aos indivíduos 

não-portadores de mutações no exon 11, após tratamento durante 4 

semanas com atorvastatina 1 Omg/dia (Figure 14). 

Table 16. Efeito das mutações no exon 11 do gene da CYP3A4 na 

resposta terapêutica a atorvastatina 10 mg/dia e 20 mg/dia em 

indivíduos hipercolesterolemicos 

Resposta terapêutica a atorvastatina (% de variação} 6 

Lípidesª 
Basal x 1 O mg/dia Basal x 20 mg/dia 1 O mg/dia x 20 mg/dia 

Presença Ausência Presença Ausência Presença Ausência 

(4) (74) (4) (74) (4) (74) 

CT -39±6 -29 ± 10 -43 ± 13 -34 ± 10 -7 ± 19 -8 ± 10 

TG -29 ± 22 -18 ± 22 -33 ± 31 -23 ± 22 -9 ±28 -4 ±27 

HDL-C +18 ± 29 +2 ± 14 +19 ± 26 + 4 ± 18 +2 ± 14 +2 ± 11 

LDL-C -53 ± 7 -38 ± 13 -59 ± 12 -46 ± 12 -12 ± 23 -12 ± 14 

VLDL-C -29 ± 22 -18 ± 21 -32 ± 32 -23 ± 22 -8 ±29 -4 ±27 

Basal vs. 10mg/diac Basal vs. 20mg/dia 10 mg/dia vs. 20mg/dia 

CT 0,0660 o, 1304 0,8357 

TG 0,3063 0,3941 0,7054 

HDL-C 0,0337 o, 1089 0,9989 

LDL-C 0,0219 0,0511 0,9580 

VLDL-C 0,3236 0,4268 o, 7318 

Número de indivíduos entre parêntesis 
ª Abreviações: CT, colesterol total; TG, triglicerldeos; HDL-C, colesterol da HDL; LDL-C, 
colesterol da LDL; VLDL-C, colesterol da VLDL. 0 +/- indica aumento/redução e Teste t 
Student. 
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Lípides ~ 
-100 p<0,05 

Figura 14. Porcentagem de variação (média ± DP) das concentrações de lípides 

nos indivíduos hipercolesterolêmicos com presença ou ausência de mutações no 

exon 11 do gene da CYP3A4, após tratamento com atorvastatina 1 O mg/dia. CT, 

colesterol total; TG, triglicérides; HDL-C, colesterol da HDL; LDL-C, colesterol da 

LDL; VLDL-C, colesterol da VLDL. Teste t Student. 
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6. DISCUSSÃO 

Pacientes hipercolesterolêmicos tratados com vastatinas geralmente 

apresentam boa resposta terapêutica, proporcionando reduções de LDL-C 

que variam entre 18 a 55%, dependendo da dose e da vastatina 

administrada (Grundy et ai., 2001 ). Entretanto, a redução das concentrações 

séricas de LDL-C apresenta alta variabilidade entre os pacientes portadores 

de hipercolesterolemia. 

Neste estudo, a atorvastatina resultou em redução significante nas 

concentrações séricas de colesterol total e LDL-C e elevação nas 

concentrações de HDL-C. Entretanto, observou-se grande varialibidade na 

redução de LDL-C (+5 a -62%) após tratamento com 10 mg/dia de 

atorvastatina, durante 4 semanas. A resposta terapêutica, porém, não foi 

influenciada pela origem étnica dos pacientes estudados, já que negros e 

brancos apresentaram redução semelhante nas concentrações de colesterol 

total e LDL-C. Este achado é concordante com os grandes estudos clínicos, 

como o 4S, AFCAPS/TexCAPS e outros, que mostraram redução similar nas 

concentrações de LDL-C entre milhares de indivíduos tratados com 

vastatinas, de diferentes origens étnicas (Scandinavian Simvastatin Survival 

Study Group, 1994; Downs et ai., 1998). 

Comparando-se os indivíduos portadores de HF e HP não se 

observou diferenças na média da redução da LDL-C, em ambos os grupos 

de indivíduos respondedores tratados com atorvastatina 1 0mg/dia/4sem. 

Observa-se, porém, maior quantidade de indivíduos não-respondedores 

entre os portadores de HF do que entre os portadores de HP. Este fato, 

como dito anteriormente, pode estar ligado a variabilidade genética não . 

apenas relacionada ao RLDL, bem como a outros genes, como a apo E. 

O'Neill e cols. (2001 ), observaram maior freqüência do alelo e4 em 

indivíduos portadores de HF não-respondedores ao tratamento com 

vastatinas. Outros estudos com portadores de HF e HP também sugerem 

que indivíduos portadores do alelo e4 apresentam menor redução nas 
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concentrações de LDL-C, quando tratados com vastatinas do que os 

portadores dos alelos e2 e e3 (Carmena et ai, 1993; Salazar et ai., 2001 a) 

Até o momento, os mecanismos pelos quais essas variações 

genéticas influenciam as concentrações de colesterol e a resposta 

terapêutica as vastatinas não foram elucidados. É provável que esses 

polimorfismos sejam segregados juntamente com uma mutação funcional no 

gene RLDL. A influência de mutações do gene RLDL na resposta terapêutica 

as vastatinas tem sido amplamente documentada (Sun et ai., 1998; Heath et 

ai., 1999; Real et ai., 2001; Chaves et ai., 2001; Brorholt-Petersen et ai., 

2001 ). 

Entre os portadores de HP que seguiram esquema terapêutico com 

1 O mg/d e 20 mg/d de atorvastatina durante 4 semanas, observou-se média 

de redução de LDL-C de 40 e 47%, respectivamente, mostrando que o dobro 

da dose do medicamento não corresponde à duplicação da resposta, medida 

pela diminuição das concentrações de LDL-C. Esta característica foi 

observada em todos os estudos realizados com vastatinas em diferentes 

doses (Scandinavian Simvastatin Survival Study Group, 1994; Downs et ai., 

1998; Hsu et ai., 1995; lllingworth et ai., 1994; Bium, 1994; Nawrochi et ai., 

1995; Farnier & Davignon, 1998). Esta observação, porém, é importante na 

prática clínica diária de Cardiologistas e Endocrinologistas, que podem 

lançar mão de associações terapêuticas, como é o exemplo da associação 

das vastatinas com o Ezetimibe, para melhorar a resposta terapêutica de 

indivíduos que não atingem reduções satisfatórias de LDL-C e que podem 

ser mais suscetíveis aos efeitos adversos causados pelas vastatinas. 

Outras associações que podem ser interessantes no tratamento com 

vastatinas de indivíduos hipercolesterolêmicos, porém que necessitam ser 

rigidamente acompanhadas, é a administração concomitante de inibidores 

(diltiazen, itraconazol, cetoconazol, eritromicina, benzodiazepínicos, ritonavir, 

verapamil, "grape fruit", entre outros) e competidores (cafeína, vinblastina, 

lidocaína, etc.) da enzima CYP3A4, que metaboliza algumas vastatinas 

(lovastatina, sinvastatina e atorvastatina) (Bottorf, 1999a; Bottorf, 1999b.). 

Tais associações podem promover reduções satisfatórias de LDL-C com 
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baixas doses de vastatinas, porém, se mal administradas, podem também 

levar a maior freqüência de efeitos adversos. 

Neste estudo, foram investigadas mutações na região promotora e 

codificante do gene CYP3A4, com a finalidade de identificar sua possível 

associação com as diferenças na resposta terapêutica a atorvastatina. 

Ao analisar a região promotora, a freqüência do alelo raro 

CYP3A4*1 B dos indivíduos brancos com hipercolesterolemia primária 

(0,056) foi similar a do grupo controle (O, 130) e foi inferior a encontrada nos 

negros hipercolesterolêmicos (0,380). Estas freqüências são similares às 

encontradas em indivíduos brancos (0,020 a 0133) e negros (0,350 a 0,670) 

do Brasil (Cavalli et ai., 2001) e dos Estados Unidos, além de alguns países 

europeus (Rebbeck et ai., 1998; Bali et ai., 1999; Sata et ai., 2000; Amirinami 

et ai., 1999; Westlind et ai., 1999; Wandel et ai., 2000). 

Entre os indivíduos HF, observou-se maior freqüência do alelo raro 

(0.25) em indivíduos brancos, porém esta diferença não se mostrou 

significativa, quando comparada às freqüências encontradas no grupo HP e 

controle. 

As freqüências do alelo raro CYP3A4*1 B em nossa população de 

brancos são semelhantes à de indivíduos suecos, holandeses, espanhóis, 

australianos, e americanos brancos e hispânicos, cujas freqüências do alelo 

CYP3A4*1B variam de 0,030 a 0,093 (Bali et ai., 1999; Sata et ai., 1999; 

Westlind et ai., 1999; Rivory et ai., 2000; Van Schaik et ai., 2000; Garcia­

Martin, et ai., 2002). Por outro lado, as freqüências desse alelo nos 

indivíduos brancos de nossa população são superiores a de populações 

asiáticas (Bali et ai., 1999; Goh et ai., 2002; Lamba et ai., 2002a; Chowbay 

et ai., 2003). 

Além disso, a alta freqüência do alelo CYP3A4*1 B em negros, 

encontrada em nosso estudo, foi também observada em indivíduos negros 

africanos e de diferentes estados americanos (freqüências entre 0,540 e 

0,670) (Bali et ai., 1999; Sata et ai., 1999; Wandel et ai., 2000; Lamba et ai., 

2002a). 
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O alelo raro CYP3A4*1 B não afetou o perfil lipídico basal e após o 

tratamento com atorvastatina (1 0mg/dia/4sem). A falta de associação entre o 

alelo CYP3A4*1 B e a variação na resposta a atorvastatina está de acordo 

com os achados em outros estudos que também não observaram efeito da 

presença do ai elo variante CYP3A4*1 B no metabolismo de outros fármacos, 

como eritromicina, midazolam e ciclosporina (Ball et ai., 1999; Wandel et ai., 

2000; von Ahnsen et ai., 2001 ). Esses resultados indicam que o polimorfismo 

S'PR não está associado com a resposta a atorvastatina, em pacientes com 

hipercolesterolemia familiar ou não-familiar. Em alguns estudos, foi 

observado que o polimorfismo S'PR do gene CYP3A4 não está associado 

com a expressão hepática da enzima (Westlind et ai., 1999). Também não 

foi encontrada relação entre o polimorfismo S'PR e a atividade da CYP3A4, 

estimada pela depuração da ciclosporina (Rivory et ai., 2000). Por outro 

lado, foi observado que indivíduos Afro-americanos com genótipo 

homozigoto para o alelo CYP3A4*1 B apresentavam 30% menor depuração 

sistêmica do midazolam que os homozigotos para o alelo selvagem (Wandel 

et ai., 2000). Esses dados indicam que o efeito do polimorfismo S'PR do 

gene CYP3A4 sobre a atividade da enzima ainda não foi completamente 

estabelecido e parece depender da variação na freqüência de alelos que se 

observa entre as populações (Wandel et ai., 2000). 

lnteressantemente, o alelo variante encontrado no intron 7 foi 

observado nos mesmos indivíduos portadores do alelo CYP3A4. Essa 

alteração intrônica e sua associação com o alelo CYP3A4*1 B. Assim, existe 

a hipótese de que os alelos variantes na região promotora, bem como no 

intron 7, tenham sido segregadas juntamente, aparecendo 

concomitantemente nos indivíduos estudados. 

As mutações CYP3A4*2, CYP3A4*5, CYP3A4*16 e CYP3A4*17, já 

descritas para o éxon 7 do gene CYP3A4, não foram detectadas nos 

indivíduos do nosso estudo. Isso provavelmente se deve às baixas 

freqüências dessas mutações em brancos (O a 2,7%) e negros (0%) (Sata et 

ai., 2000). As maiores freqüências encontradas destas mutações foram 

BIBLIOTECA 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

Universidade de São Paulo 



88 

observadas em indivíduos japoneses (5%) e mexicanos (5%) (Lamba et ai., 

2002). 

Na análise para verificar a influência desta variante genética e a 

resposta a atorvastatina, da mesma forma que com o alelo CYP3A4*1 B, 

também não se pode estabelecer associação da presença do mesmo e a 

variabilidade na resposta a atorvastatina. 

Na análise da região codificante do gene CYP3A4, nenhuma mutação 

no gene da CYP3A4 foi encontrada entre os indivíduos do grupo HF. A 

mutação R162Q (ai elo CYP3A4*15A), previamente descrita no exon 6 por 

Dai e cols. (2001) e Lamba e cols. (2002), foi encontrada em apenas três 

indivíduos negros HP. A freqüência relativa do alelo CYP3A4*15A (0,060) no 

nosso grupo de estudo é similar à encontrada em negros americanos (0,02 a 

0,042). Além disso, esse alelo não foi observado nos pacientes brancos HP 

e em caucasianos e asiáticos de outros países (Lamba et ai., 2002b; Dai et 

ai., 2001 ). Entre os três indivíduos portadores do alelo CYP3A4 *15A, apenas 

um era heterozigoto para o alelo CYP3A4*1 B, enquanto os outros dois eram 

homozigotos para tal alelo variante da região promotora. 

As freqüências das mutações no éxon 11 encontradas 

individualmente em brancos no nosso estudo (0,008 a 0,016) foram similares 

à dos indivíduos negros (0,040 a 0,060), bem como às freqüências 

encontradas no mesmo exon no estudo de Eiselt e cais. (2001 ), identificadas 

em 150 indivíduos caucasianos alemães e suíços - CYP3A4*11, (T363M), 

CYP3A4 *12 (L373F) e CYP3A4*13 (P416L) - com freqüências de 0,0034. 

Considerando o efeito das variantes alélicas encontradas no nosso 

estudo sobre a resposta terapêutica à atorvastatina, os indivíduos portadores 

do alelo CYP3A4*15A apresentaram redução nas concentrações de LDL-C 

entre 22 e 62% após tratamento com atorvastatina (1 O mg/dia/4sem) e entre 

49 e 68%, após tratamento com 20 mg/dia/4sem. Devido ao reduzido 

número de pacientes portadores desse alelo não foi possível associar a 

resposta a atorvastatina ao alelo CYP3A4*15A. Desse modo, não se pode 

afirmar que a mutação influenciou a resposta terapêutica a atorvastatina, e 

seria necessário aumentar o número de indivíduos pesquisados para a 
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identificação de mais portadores, tornando possível a verificação da 

associação deste ai elo variante CYP3A4 *15A e a resposta a vastatinas 

metabolizadas via CYP3A4. Entretanto, Lamba e cols. (2002b) também não 

observaram associação entre o ai elo CYP3A4 *15A e a variação na atividade 

da enzima no processo de hidroxilação do midazolam, como também não 

observaram diferenças na expressão hepática do alelo em questão. 

A associação encontrada entre as mutações no éxon 11 do gene 

CYP3A4 e a maior resposta ao tratamento com atorvastatina sugere que 

essas mutações podem estar afetando a atividade da enzima CYP3A4, 

promovendo uma concentração elevada de atorvastatina no plasma durante 

a terapia. Tais mutações estão localizadas entre os aminoácidos 373 e 403 

da proteína, no sítio 5 de reconhecimento dos substratos (SRS-5), bem 

como na região de ligação com o grupo heme da CYP3A4. 

He e cols. (1997) investigaram a importância de cada aminoácido 

individualmente, entre as posições 364 e 377 da CYP3A4 e sugeriram que a 

região conservada e com resíduos de arginina entre os aminoácidos 365 e 

375 deve ser extremamente importante na estabilização da estrutura 

terciária ou na ligação com o grupo heme da proteína. Além disso, esses 

autores também sugeriram que os resíduos 369, 370 e 373 são importantes 

na determinação da especificidade do substrato. lnteressantemente, a 

substituição L373H resultou na produção de um novo metabólito da 

progesterona e testosterona (He et ai., 1997). 

Eiselt e cols. (2001) demonstraram que o ai elo variante CYP3A4 *12 

(L373F) está associado ao aumento na atividade de hidroxilação da 

testosterona em experimentos "in vitro", mas não tem efeito sobre 

debenzilação, hidroxilação e oxidação de outros substratos da CYP3A4, o 7-

Benzyloxy-4-(trifluoromethyl) coumarin (7-BFC), a progesterona e o 

midazolam, respectivamente. 

Assim, sugere-se que as novas mutações no éxon 11 descritas neste 

estudo, principalmente a L373V, possam afetar a conformação da enzima e 

dificultar o acesso ao substrato. Isso reduziria a taxa de biotransformação da 

atorvastatina em seus metabólitos, aumentando o tempo de permanência no 
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compartimento sanguíneo e conseqüentemente a melhor resposta ao 

tratamento com atorvastatina. 

Outro possível mecanismo é a biotransformação da atorvastatina em 

outro metabólito, com maior atividade inibitória da HMG CoA redutase, como 

descrito por He e cols. (1997) para o variante L373H no metabolismo da 

progesterona e testosterona. Outros estudos, porém deverão ser feitos para 

confirmar essas hipoteses. 

Três indivíduos do grupo HP (total de 88), sendo 2 brancos e 1 negro 

tiveram elevações de AL T, mas em valores aceitáveis para o tratamento com 

vastatinas. Essas elevações discretas podem ter origens várias, decorrentes 

de qualquer pequena lesão nas células hepáticas, que podem ser por 

hábitos alimentares, ingestão de álcool, entre outros motivos, porém, até o 

momento se desconhece o mecanismo pelo qual as vastatinas promovem o 

aumento de enzimas hepáticas. 

Entre os pacientes portadores das mutações no exon 11 apenas 1, 

teve alterações importantes de AL T, enquanto nenhum deles teve alteração 

importante de CK. Assim, um fato relevante é que um dos pacientes 

portadores das seis mutações no éxon 11 encontradas no gene CYP3A4 foi 

retirado do estudo após o primeiro período de tratamento (atorvastatina 1 O 

mg/dia), por apresentar concentrações de ALT superiores a três vezes o 

limite superior de referência (LSR) (Bertolini et ai., 1997; Bernini et ai., 2001; 

Pasternak et ai, 2002). Este paciente estava em tratamento concomitante 

com Omeprazol e Cumarine, fármacos sabidamente inibidores da enzima 

CYP3A4 (Wrighton & Stevens, 1992). Aumento na resposta terapêutica e 

manifestações de efeitos adversos foram demonstrados em vários estudos 

em indivíduos com administração simultânea de inibidores e competidores 

da CYP3A4 (Neuvonen et ai., 1998; Neuvonen & Jalava, 1996). Assim, o 

efeito colateral manisfestado pelo paciente poderá estar relacionado à 

reduzida atividade da CYP3A4 promovida pela presença das mutações no 

éxon 11, bem como pela inibição atribuída ao Omeprazol e ao Cumarine 

(Wrighton & Stevens, 1992). 
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Já para a CK, observou-se elevação pouco relevantes, de até 2,4 

vezes o valor do LSR para esta enzima, em 12 indivíduos, já que o aceitável 

no tratamento com vastatinas é de 1 O vezes. Entre eles, apenas um era 

portador dos alelos variantes do éxon 11, bem como dos alelos CYP3A4*1 B 

e CYP3A4 *15A. Entre os outros 11, seis eram portadores heterozigotos e 

cinco homozigotos para o alelo CYP3A4*1A (selvagem). Essas pequenas 

elevações nas concentrações da CK plasmática, entretanto, podem ter sido 

causadas por aumento na atividade física dos indivíduos estudados. 

Neste estudo, nós propomos que as mutações do éxon 11 do gene 

CYP3A4 podem estar associadas à redução da atividade enzimática, 

levando a diminuição da metabolização da atorvastatina nos indivíduos 

hipercolesterolêmicos estudados, o que poderia estar contribuindo para um 

aumento na resposta terapêutica, bem como, no aumento dos efeitos 

adversos. Portanto, a identificação de alterações moleculares no gene 

CYP3A4 poderá contribuir na escolha da vastatina a ser utilizada para 

tratamento da hipercolesterolemia, já que nem todas são metabolizadas via 

CYP3A4, bem como no ajuste das doses desses hipolipemiantes 

metabolizados pela CYP3A4, promovendo maior eficácia terapêutica e 

reduzindo e/ou prevenindo efeitos adversos potenciais em indivíduos 

suscetíveis. 
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7. CONCLUSÕES 

• A freqüência relativa do alelo CYP3A4*1 B da região promotora do 

gene CYP3A4 em indivíduos brancos e negros brasileiros é similar a 

de indivíduos brancos e negros de outras populações. 

• A freqüência relativa do ai elo CYP3A4 *15A do éxon 6 do gene 

CYP3A4 em indivíduos negros brasileiros é similar a de indivíduos 

negros americanos. 

• A resposta ao tratamento com atorvastatina de indivíduos portadores 

de hipercolesterolemia familiar e hipercolesterolemia primária não 

parece ser influenciada pela presença dos alelos CYP3A4*1 B e 

CYP3A4*15A e a mutação nova 15752insG (intron 7) do gene 

CYP3A4. 

• A presença de mutações novas identificadas no éxon 11 do gene 

CYP3A4 nos indivíduos portadores de hipercolesterolemia primária 

parece influenciar a resposta a atorvastatina. 
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9. ANEXOS 

Anexo 1 - Características biodemográficas e concentrações séricas de lípides 

dos indivíduos com hipercolesterolemia primária (n=88) 

Nº Identificação Idade Sexo Cor CT TG HDL-C LDL-C VLDL-C 
1 H1 55 M B 295 221 40 211 44 
2 H2 82 F N 299 110 76 201 22 
3 H3 59 F N 287 122 65 198 24 
4 H4 51 M B 360 172 48 278 34 
5 H5 76 F N 286 268 47 185 54 
6 H6 52 F B 277 185 38 202 37 
7 H7 70 M B 244 123 45 174 25 
8 H8 69 M N 285 93 72 194 19 
9 H9 62 F B 242 96 54 169 19 

10 H10 42 M B 220 105 30 169 21 
11 H11 65 M N 347 178 49 262 36 
12 H12 49 M B 264 254 39 175 51 
13 H13 66 M B 239 184 38 164 37 
14 H14 63 M B 254 86 80 157 17 
15 H15 73 F B 261 138 48 185 28 
16 H16 56 M B 256 219 36 176 44 
17 H17 65 F B 240 116 51 166 23 
18 H18 67 F B 305 302 38 207 60 
19 H19 63 M B 239 146 46 164 29 
20 H20 61 F B 317 137 58 232 27 
21 H21 58 F B 266 265 47 166 53 
22 H22 74 F B 266 211 53 171 42 
23 H23 62 M B 284 365 34 177 73 
24 H24 76 F N 370 214 54 276 43 
25 H25 60 F N 264 174 51 178 35 
26 H26 55 F N 316 159 53 231 32 
27 H27 72 F B 417 236 44 326 47 
28 H28 62 F B 306 131 66 214 26 
29 H29 58 M B 344 262 39 253 52 
30 H30 72 F B 262 115 53 186 23 
31 H31 43 M B 297 379 39 182 76 
32 H32 54 M B 298 154 45 222 31 
33 H33 51 F N 367 112 73 272 22 
34 H34 48 F N 265 110 56 187 22 
35 H35 62 F B 282 166 80 175 33 
36 H36 69 M B 299 157 51 217 31 
37 H37 NO F N 300 147 50 221 29 
38 H38 68 F B 287 92 95 174 18 
39 H39 73 M B 360 246 41 270 49 
40 H40 53 F B 292 113 85 184 23 
41 H41 64 F B 275 213 69 163 43 
42 H42 56 F B 295 109 56 217 22 

CT, colesterci total ; TG, lriglicérides; HDL-C, cciesterci da HDL; LDL-C, colesterol da LDL; VLDL-C, colesterol da 
VLDL; F, sexo feminino; M, sexo masculino; 8, cor branca; A, cor amarela; N, cor negra, NO, não disponlvel. 
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Nº Identificação 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 H64 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 H67 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, triglicérides; HDL-C, colesterol da HDL; LDL-C, colesterol da LDL; VLDL-C, colesterol da 
VLDL; F, sexo feminino; M, sexo masculino; B, cor branca; A, cor amarela; N, cor negra. 
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Anexo 2 - Características biodemográficas e concentrações séricas de lipides dos 

Indivíduos com Hipercolesterolemia Familiar (n=32) 

Nº Identificação Idade Sexo Cor CT TG HDL-C LDL-C VLDL-C 
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 B 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 
31 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, sexo feminino; M, sexo masculino; B, COf branca; A, COf amarela; N, cor negra. 
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Anexo 3 - Características biodemográficas e concentrações séricas de Upides dos 
indivíduos do grupo controle (n=90) 

Nª Identificação Idade Sexo Cor CT TG HDL-C LDL-C VLDL-C 
1 C1 30 M B 183 95 39 125 19 
2 C2 34 F B 193 51 47 136 10 
3 C3 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 C7 32 M B 173 50 53 110 10 
8 C8 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 C12 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 11 
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 98 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 93 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 HDL; LDL-C, colesterol da LDL; VLDL-C, colesterol da 
VLDL; F, sexo feminino; M, sexo masculino; B, cor branca; A, cor amarela; N, cor negra. 
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Nº Identificação 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 C68 49 F B 202 81 78 108 16 
69 C69 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 c00 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 C83 34 M B 176 174 39 102 35 
84 C84 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 C87 61 M B 150 92 43 89 18 
88 C88 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, colesterol da 
VLDL; F, sexo feminino; M, sexo masculino; B, cor branca; A, cor amarela; N, cor negra. 
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Anexo 4: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Paciente Nº ---------- Iniciais do Paciente _______ _ 

. Análise das alterações no gene da enzima CYP3A4 do citocromo P450 que 
influenciam a resposta terapêutica as estatinas em indivíduos hipercolesterolêmicos 

Proposta do estudo 
A proposta deste estudo clínico é associar alterações presentes no DNA com as 
variações do perfil lipídico em pacientes com hipercolesterolemia, com o objetivo de 
estudar marcadores genéticos que possam prevenir o risco de desenvolvimento de 
aterosclerose ou doença arterial coronariana. 

Procedimentos a serem seguidos 
Durante o estudo, você visitará seu médico quatro vezes, em um intervalo de 12 
semanas. Durante este período, exames físicos serão realizados, bem como 
colhida à história clínica do paciente. 
Amostras de sangue para testes laboratoriais serão colhidas nas 4 consultas no 
decorrer do estudo. Além disso, você deverá responder um questionário específico, 
quando solicitado. 

Duração do estudo e número de pacientes 
Se você aceitar participar deste estudo, sua participação será por três mês. Além 
de você, cento e quarenta e nove outros pacientes também participarão do estudo. 

Benefícios aos participantes 
Você receberá todos os testes de laboratório e o tratamento médico sem qualquer 
custo. 

Garantia de Informação 
Você, seu parente ou responsável legal tem o direito de fazer qualquer pergunta 
sobre sua doença, medicação, procedimentos, riscos e benefícios ou outro aspecto 
qualquer com relação ao estudo ou sobre seus direitos como paciente. Se ocorrer 
lesão ou doença relacionada com a investigação, ou dúvidas sobre seus direitos, 
você deve contatar seu médico, Dr. ----------telefone:_________ durante as horas de trabalho, ou 
telefone: ________ após o trabalho. 

Participação voluntária e desistência 
Sua participação neste estudo é voluntária. Da mesma forma, se você decidir 
participar do estudo você poderá retirar-se a qualquer momento sem penalidade ou 
perda dos benefícios a que você tem direito e seu tratamento médico futuro não 
será afetado. 

Confidencialidade dos dados 
Os dados e os resultados obtidos durante a investigação serão confidenciais e não 
serão revelados a terceiros a menos que sua autorização previa seja obtida. 

Gastos adicionais 
Você não pagará por qualquer medicação administrada ou testes de laboratório 
relacionados com a investigação. Você não receberá qualquer pagamento por sua 
participação. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Após ter recebido todas as informações relacionadas ao estudo eu, 

certifico que o Dr. _____________ respondeu a todas as minhas 
perguntas sobre o estudo e minha condição, e eu voluntariamente aceito participar 
dele. Está entendido que eu posso retirar-me do estudo a qualquer momento, e isto 
não afetará meus cuidados médicos no presente e no futuro. Todas as informações 
a meu respeito serão confidenciais. 

Assinatura do paciente/representante legal 

Local e data 

Assinatura do médico 

Local e data 

Uma cópia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido será fornecida para 
você pelo médico do estudo. 




