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Resumo 

 

 A doença cardiovascular (DCV) é uma importante causa de mortalidade, e a 

hipercolesterolemia está diretamente relacionada ao seu surgimento e 

desenvolvimento. Os níveis de lipídeos séricos apresentam variabilidade 

interindividual e polimorfismos presentes no genoma já foram associados com esta 

variabilidade. O manejo da hipercolesterolemia é realizado através do uso de 

fármacos com potencial hipolipemiante, dentre eles as estatinas. Clinicamente, a 

eficácia das estatinas apresenta um elevado grau de variabilidade e pode ser 

influenciada pela genética de cada indivíduo e pelo dimorfismo sexual, dentre outros 

fatores. Homens e mulheres apresentam diferentes mecanismos de regulação 

gênica, que podem estar relacionados a diferenças na resposta farmacológica. Tais 

mecanismos podem ser estrógeno-dependentes, visto que o estrógeno, quando 

ligado aos seus receptores, atua como um fator de transcrição. Foram avaliadas as 

características clínicas da coorte em estudo composta por 495 indivíduos 

provenientes da região metropolitana de Porto Alegre, de ascendência europeia. 

Neste estudo foram analisados 13 polimorfismos de base única (SNPs) no gene que 

codifica o receptor de estrógeno 1 (ESR1) e 10 SNPs no gene codifica o receptor de 

estrógeno 2 (ESR2) e a sua possível associação na determinação de níveis lipídicos 

basais e na resposta da terapia com sinvastatina ou atorvastatina. As mulheres 

desta coorte apresentaram maiores níveis basais de colesterol total (CT), 

lipoproteínas de baixa densidade (LDL-C) e lipoproteínas de alta densidade (HDL-C) 

quando comparadas aos homens (p < 0,0001). Após o tratamento, mulheres tiveram 

uma maior redução dos níveis de colesterol total e de LDL-C que homens. O ajuste 

para covariáveis mostrou que os níveis basais de CT e de LDL-C são responsáveis 

por cerca de 30% da eficácia das estatinas (p < 0,001), independentemente do sexo. 

Mialgia (com ou sem alteração de creatinofosfoquinase - CPK) ocorreu mais 

frequentemente em mulheres (25,9%) (p = 0,002), enquanto o aumento isolado de 

CPK e alterações de função hepática foram mais frequentemente observados em 

homens (17,9%) (p = 0,017). Considerando o gene ESR1, foram observadas 

associações significativas entre o SNP rs1801132 e os níveis basais de TG 

(triglicerídeos) (p = 0,002, valor de p corrigido para múltiplos testes [pC] = 0,022). 

Para algumas das associações observadas, quando aplicada a correção para 

múltiplos testes, observou-se um valor de p>0,05:  ESR1 rs3020314 com os níveis 
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de TG basais (p = 0,013, pC = 0,143); ESR1 rs4870061 e níveis basais de HDL-C (p 

= 0,045, pC = 0,495) e níveis basais de TG (p = 0,040, pC = 0,440). No que diz 

respeito à eficácia do tratamento, o genótipo C/C do ESR1 rs2234693 foi associado 

com maior aumento de HDL-C (p = 0,037, pC = 0,407) e o alelo T do rs3798577 foi 

associado com maior redução de CT (p = 0,019, pC = 0,209) e TG (p = 0,026, pC = 

0,286). A análise dos polimorfismos no gene ESR2 aponta para uma associação 

entre portadoras dos genótipos G/A e A/A e menores níveis de LDL-C (p = 0,023, pC 

= 0,115). As associações dos polimorfismos dos genes ESR1 e ESR2 com níveis 

basais e eficácia foram observadas apenas em mulheres. Os resultados obtidos 

demonstram que os níveis basais de CT e LDL-C são os principais preditores da 

eficácia do tratamento, independentemente do sexo. Adicionalmente, sugerimos que 

existe dimorfismo sexual na segurança do tratamento com sinvastatina/atorvastatina. 

Polimorfismos nos genes ESR1 e ESR2 são em parte responsáveis pela variação 

nos níveis de LDL-C, HDL-C e TG e esse efeito, nesta coorte, parece ser específico 

do gênero feminino.  

 

Palavras-chave: Doença cardiovascular, farmacogenética, estatinas, lipídeos, gene 

ESR1, gene ESR2. 
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Abstract 

 

 Cardiovascular disease (CVD) is a major cause of mortality, and 

hypercholesterolemia is directly related to its emergence and development. Serum 

lipid levels have interindividual variability and genome polymorphisms have been 

associated with this variability. The hypercholesterolemia treatment is accomplished 

through lipid-lowering drugs use, including statins. Clinically, the statins efficacy has 

a high degree of variability and can be influenced by genetics and sexual 

dimorphism, among other factors. Men and women have different gene regulation 

mechanisms, which may be related to differences in the pharmacological response. 

These mechanisms may be estrogen-dependent, since estrogen, when bound to 

their receptors, acts as a transcription factor. We evaluated clinical characteristics of 

a cohort with 495 individuals from the Porto Alegre metropolitan area, of European 

descent. This study analyzed 13 single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the 

ESR1 gene and 10 SNPs in ESR2 gene and their possible association on 

determining baseline lipid levels and simvastatin or atorvastatin therapy response. 

Women showed higher baseline levels of total cholesterol (TC), low density 

lipoproteins (LDL-C) and high density lipoproteins (HDL-C) compared to males (p 

<0.0001). After treatment, women had a greater TC and LDL-C reduction than men. 

The covariates adjustment showed that TC and LDL-C baseline levels are 

responsible for about 30% of the statins efficacy variation (p <0.001), regardless of 

sex. Muscle pain (with or without change in creatinephosphokinase - CPK) occurred 

more often in women (25.9%) (p = 0.002), while the isolate increased CPK and liver 

function abnormalities were observed more frequently in men (17.9%) (p = 0.017). 

Considering ESR1 gene, significant associations were observed between rs1801132 

with baseline TG (triglycerides) (p = 0.002, p-value corrected for multiple testing (pC) 

= 0.022). For some of the observed associations, when applied correction for multiple 

tests, there was a p-value >0.05: ESR1 rs3020314 with baseline TG levels (p = 

0.013, pC = 0.143); ESR1 rs4870061 and baseline HDL-C levels (p = 0.045, pC = 

0.495) and baseline TG levels (p = 0.040, pC = 0.440). With respect to efficacy, 

ESR1 rs2234693 C / C genotype was associated with greater increases in HDL-C (p 

= 0.037; pC = 0.407) and T allele of rs3798577 was associated with greater reduction 

of TC (p = 0.019; pC = 0.209) and TG (p = 0.026; pC = 0.286). The polymorphisms 

analysis in the ESR2 gene indicates an association between the G/A + A/A 
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genotypes and lower levels of LDL-C (p = 0.023, pC = 0.115). The association of 

polymorphisms of ESR1 and ESR2 genes with baseline and efficacy were observed 

only in women. The results show that of TC and LDL-C baseline levels are major 

predictors of treatment efficacy, regardless of sex. Additionally, we suggest that there 

is sexual dimorphism in the safety of simvastatin/atorvastatin treatment. ESR1 and 

ESR2 SNPs are partly responsible for LDL-C, HDL-C and TG variation and this 

effect, in this cohort, it seems be sex-specific. 

 

Keywords: Cardiovascular disease, pharmacogenetics, statins, lipids, ESR1 gene, 

ESR2 gene. 
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1.1 Doença cardiovascular 

 

 A doença cardiovascular (DCV) – o que inclui doenças cardíacas e acidente 

vascular cerebral (AVC) – representa a principal causa de morte no Brasil e em todo 

o mundo. A DCV afeta indivíduos de todas as idades e grupos populacionais, 

incluindo mulheres e crianças. Dados da Organização Mundial da Saúde (2011) 

mostram que 394,6 em cada 1.000 mortes no Brasil são decorrentes de DCV, sendo 

a doença cardíaca isquêmica a mais frequente (WHO 2015). O elevado índice de 

mortalidade por DCV pode ser relacionado ao aumento da expectativa de vida 

associado a hábitos de vida que predispõem ao risco cardiovascular. Além disso, o 

tratamento para esta patologia representa custos elevados com medicamentos e 

assistência médica (NCEP 2002). Diante desse contexto, estudos que estejam 

focados na prevenção e manejo da DCV apresentam grande relevância dentro da 

comunidade científica.  

 A DCV pode surgir ou sofrer agravos através da ação de diferentes fatores de 

risco, dentre os quais podemos citar: idade, sexo, história familiar de DCV precoce, 

obesidade, sedentarismo, dieta aterogênica, hipertensão arterial sistêmica, 

tabagismo, diabetes melito e hipercolesterolemia (NCEP 2002). Além destes, a 

síndrome metabólica somada ao tabagismo tem contribuído para o desenvolvimento 

de DCV precoce. A síndrome metabólica é uma condição originada pela união de 

vários fatores de risco em um indivíduo. São eles: obesidade, dislipidemia, pressão 

arterial elevada, aumento da resistência insulínica, perfil pró-trombótico e pró-

inflamatório (NCEP 2002). Existe um elevado grau de desenvolvimento de DCV em 

indivíduos com síndrome metabólica, fato este que torna difícil separar a 

contribuição de cada fator individualmente. 

 

1.2 Perfil lipídico 

 
 Dentre todos os fatores de risco para DCV acima listados, a 

hipercolesterolemia é uma condição que apresenta destaque. Ela se manifesta 

através de altos níveis de colesterol sérico encontrado nas lipoproteínas de baixa-

densidade (LDL-C) e altos níveis de triglicerídeos (TG), assim como baixos níveis 

das lipoproteínas de alta densidade (HDL-C) (NCEP 2002).  
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 O National Cholesterol Education Program – Adult Treatment Panel III 

(NCEP–ATP III) (NCEP 2002) aborda os cuidados a serem observados no manejo 

da prevenção primária de DCV em pacientes com múltiplos fatores de risco. 

Segundo tal, os níveis de lipídeos e lipoproteínas adequados são: CT <200 mg/dL, 

LDL-C <100 mg/dL, HDL-C >60 mg/dL e TG <150 mg/dL. Adicionalmente, a diretriz 

americana sobre aterosclerose elaborada pelo Colégio Americano de Cardiologia 

(2011) reforça a indicação de que os níveis de LDL-C sejam mantidos em uma 

concentração <100 mg/dL também para uma efetiva prevenção secundária de DCV 

(SMITH et al. 2011). A tabela 1 apresenta os valores de referência para cada 

parâmetro lipídico em adultos maiores de 20 anos, de acordo com a Sociedade 

Brasileira de Dislipidemias e Prevenção da Aterosclerose (2013) (XAVIER  2013). 

A DCV é classificada como uma doença multifatorial, ou seja, fatores 

ambientais e fatores genéticos atuam conjuntamente levando ao desfecho da 

doença. Os conhecimentos atuais indicam que os níveis de HDL-C apresentam uma 

relação inversa com o risco de desenvolvimento de DCV e eles apresentam uma 

forte herdabilidade (estimada em cerca de 40-70%) (WEISSGLAS-VOLKOV et al. 

2007). A alta herdabilidade genética também é observada em relação aos níveis de 

LDL-C e de TG. Nos últimos anos, estudos de associação genética demonstraram 

ser uma ferramenta importante na identificação de variantes genéticas que estariam 

influenciando essas características. No entanto, o papel funcional de muitas dessas 

variantes genéticas ainda permanece desconhecido (WEISSGLAS-VOLKOV & 

Pajukanta ). 

 

1.2.1 Metabolismo dos lipídeos e das lipoproteínas 

 

 Considerando a função biológica, os lipídeos apresentam um importante 

papel no organismo humano. Os fosfolipídeos constituem as membranas celulares. 

Os triglicerídeos representam uma das formas mais importantes de armazenamento 

de energia depositada nos tecidos adiposo e muscular. A importância do colesterol 

se dá pela sua capacidade de atuar como um precursor de hormônios esteróides, 

dos ácidos biliares e da vitamina D. O colesterol também participa da formação e 

fluidez das membranas celulares e ativação de enzimas nelas presentes. A sua 

síntese pode ocorrer em qualquer célula nucleada, entretanto, a sua metabolização 
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ou excreção ocorre apenas nos hepatócitos e nos enterócitos (BROWN & 

GOLDSTEIN 1983). 

 

 

Tabela 1. Valores de referência para cada parâmetro lipídico em adultos maiores de 

20 anos. 

Lipídeos Valores (mg/dl) Categoria 

CT 

<200 Desejável 

200 - 239 Limítrofe 

≥ 240 Alto 

LDL-C 

<100 Ótimo 

100 - 129 Desejável 

130 – 159  Limítrofe 

160 – 189  Alto 

≥ 190 Muito alto 

HDL-C 
>60  Desejável 

<40 Baixo 

TG 

130 - 159 Desejável 

160 – 189  Alto 

≥ 190 Muito alto 

Fonte: V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevenção da Aterosclerose (2013). 

 

  

 A síntese de lipídeos e lipoproteínas ocorre através de duas vias distintas: a 

via intestinal e a via hepática.  

a) Via intestinal: ocorre a síntese de lipídeos através dos triglicerídeos 

provindos da dieta. No estado pós-prandial, as lipases pancreáticas 

hidrolisam os TG em ácidos graxos livres. Estes, por sua vez, são 

emulsificados pelos sais biliares na luz intestinal formando estruturas 

chamadas micelas, facilitando a movimentação através das 

microvilosidades intestinais. A membrana apical dos enterócitos apresenta 

receptores específicos que promovem a absorção das partículas lipídicas. 

Os ácidos graxos absorvidos formarão os quilomícrons, que 
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posteriormente serão lançados no sistema linfático e chegam até a 

corrente sanguínea. Na circulação, os quilomícrons sofrem ação da lipase 

lipoproteica liberando ácidos graxos, glicerol e colesterol não-esterificado. 

Os ácidos graxos são capturados por células musculares e adipócitos 

onde são armazenados. Os remanescentes de quilomícrons são 

capturados pelo fígado para formação de VLDL. 

b) Via hepática: no fígado, observa-se o envolvimento das lipoproteínas 

VLDL, IDL e LDL no transporte dos lipídeos. As VLDL são ricas em TG e 

contêm apo B100 como principal constituinte. As VLDL formadas no fígado 

são liberadas na corrente sanguínea onde serão hidrolisadas pela lípase 

lipoproteica. Os ácidos graxos liberados são redistribuídos para os tecidos, 

onde podem ser armazenados na forma de tecido adiposo ou utilizados 

pelo músculo esquelético. As VLDL quando têm as partículas de TG 

removidas transformam-se em remanescentes: uma parte é transformada 

em IDL que são rapidamente removidas do plasma; através da ação da 

lípase hepática, outra porção origina LDL. 

 

As lipoproteínas HDL e LDL apresentam importante contribuição no transporte 

de colesterol. Quando em excesso, o colesterol é transportado dos tecidos 

periféricos até o fígado. As lipoproteínas HDL fazem o transporte do colesterol dos 

tecidos para o fígado com a finalidade de que este seja eliminado do organismo. A 

porção de colesterol que está ligado à molécula de HDL é chamada HDL colesterol 

(HDL-C). As lipoproteínas LDL fazem o transporte inverso: distribuem o colesterol 

hepático para os tecidos. As LDL quando ligadas ao colesterol são denominadas 

LDL-C. HDL e LDL são moléculas muito ricas em colesterol e estão envolvidas na 

formação e na progressão de placas ateroscleróticas levando ao desenvolvimento 

de DCV. A quantidade de LDL-C (popularmente chamado de “colesterol ruim”) 

presente na circulação está diretamente relacionada com o desenvolvimento de 

ateroesclerose, enquanto que a HDL-C (o chamado “colesterol bom”) apresenta um 

papel protetor ao sistema cardiovascular (KANE 2005). 
 

 

1.2.2 Classificação das dislipidemias 
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 As dislipidemias primárias podem ser classificadas considerando as 

características genéticas ou fenotípicas. Genotipicamente, as dislipidemias podem 

ser divididas em monogênicas (causadas por mutações em um só gene) e 

poligênicas (quando ocorrem associações de múltiplas mutações consideradas de 

pequeno efeito quando isoladas). Para a classificação fenotípica, são observados os 

valores séricos de CT, LDL-C, TG e HDL-C para uma classificação que envolve 

quatro tipos bem definidos: 

a) hipercolesterolemia isolada: elevação isolada de LDL-C (≥ 160 mg/dl); 

b) hipertrigliceridemia isolada: elevação isolada dos TGs (≥ 150 mg/dl) que 

reflete o aumento do número e/ou do volume de partículas ricas em TG, como 

VLDL, IDL e quilomícrons;  

c) hiperlipidemia mista: valores aumentados de LDL-C (≥ 160 mg/dl) e TG (≥ 150 

mg/dl).  

d) HDL-C baixo: redução do HDL-C (homens < 40 mg/dl e mulheres < 50 mg/dl) 

isolada ou em associação o aumento de LDL-C ou de TG (HEGELE 2001, 

SPOSITO et al. 2007). 

  

1.2.3 Genética das dislipidemias 

 

 Estudos de associação de variantes genéticas demonstram que os níveis de 

lipídeos séricos apresentam elevadas taxas de herdabilidade. A taxa de 

herdabilidade aproximada para LDL-C, HDL-C e TG está entre 60-70% (SUNG et al. 

2009). Dessa maneira, os 30% restantes estão relacionados com fatores externos 

ou ambientais. Vários estudos têm sido desenvolvidos com o intuito de apontar quais 

seriam as modificações presentes na molécula de DNA responsáveis pelas 

variações nos níveis lipídicos. Grande parte destes estudos estão focados em 

polimorfismos de base única (single nucleotide polymorphism - SNP) que podem 

alterar a funcionalidade de genes.  

 Teslovich et al. (2010) realizaram um grande estudo de associação do 

genoma (GWAS), no qual realizaram um screening de mais de 100.000 indivíduos 

de ascendência europeia. Os resultados obtidos demonstraram o envolvimento de 

95 lócus gênicos associados com a determinação dos níveis de lipídeos e 

lipoproteínas, dentre eles, dois lócus mostraram associação sexo-específica: o lócus 
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KLF14 (Kruppel-like factor) foi associado com TG e o lócus ABCA8 (gene que 

codifica o transportador ATP binding cassete A8) foi associado com LDL-C.  

 

 

1.3  Hipolipemiantes 

 

 Os hipolipemiantes são fármacos amplamente utilizados na prática clínica 

cujo objetivo é a redução dos níveis de lipídeos séricos. Existem diversas classes de 

fármacos com potencial hipolipemiante. São elas: resinas sequestrantes de ácidos 

biliares, fibratos, ácido nicotínico, inibidores seletivos da absorção de colesterol, 

ezetimiba e inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima-A (HMG-CoA) redutase 

(estatinas ou vastatinas). A escolha da classe de estatina mais indicada para cada 

paciente leva em consideração o tipo de dislipidemia que o paciente apresenta. As 

estatinas são indicadas para pacientes que apresentam hipercolesterolemia com 

níveis de LDL-C elevados (XAVIER  2013). 

 

1.3.1 Estatinas 

  

 A ação das estatinas no organismo ocorre através da inibição da enzima 3-

hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA), uma enzima indispensável pela 

síntese intracelular do colesterol. Quando esta enzima está inibida, observa-se uma 

redução do colesterol intracelular e, como consequência, há o aumento do número 

de receptores de LDL-C nos hepatócitos que então removem mais VLDL, IDL e LDL 

da circulação com o intuito de repor o colesterol intracelular. Esta classe de 

fármacos é responsável por uma redução de 15% a 55% dos níveis de LDL-C e 7% 

a 28% nos níveis de triglicerídeos em adultos. Além disso, atuam elevando os níveis 

de HDL-C de 2% a 10%, reduzindo, dessa forma, a mortalidade cardiovascular 

(SPOSITO et al. 2007). Dentro da classe das estatinas encontramos os seguintes 

fármacos: sinvastatina, atorvastatina, rosuvastatina, pitavastatina, fluvastatina, 

pravastatina, lovastatina e cerivastatina (NEUVONEN et al. 2006). A primeira 

estatina a ser comercializada foi a lovastatina no final da década de 1980. 

Posteriormente foram lançadas, no Brasil, a sinvastatina (1990), pravastatina (1991), 
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fluvastatina (1995), atorvastatina (1998), cerivastatina (1998) e rosuvastatina (2004). 

No Brasil, as estatinas que estão registradas na Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA) são: sinvastatina, atorvastatina, pravastatina, fluvastatina, 

rosuvastatina e lovastatina. Todas estão em comercialização, sendo que apenas a 

atorvastatina e a rosuvastatina ainda estão sob proteção patentária (SAÚDE 2009). 

No Brasil, o Sistema Único de Saúde (SUS), através da dispensação do Ministério 

da Saúde fornece gratuitamente à população as seguintes estatinas: lovastatina, 

sinvastatina, pravastatina, fluvastatina e atorvastatina, dentre as quais, as mais 

amplamente utilizadas são atorvastatina e sinvastatina (DATASUS 2015). 

Entretanto, nas clínicas médicas observa-se um aumento na prescrição de 

rosuvastatina, embora seu acesso não esteja disponível no SUS. A cerivastatina foi 

retirada do mercado em 2001 devido à miotoxicidade seguida de morte de 31 

indivíduos nos Estados Unidos. Cabe ressaltar que destes, 13 faziam uso 

concomitante de genfibrozil (STAFFA et al. 2002). Dessa maneira, o uso 

concomitante de outros fármacos pode aumentar o risco de efeitos adversos severos 

(POGSON et al. 1999). Uma metanálise realizada por Weng et al. (2010) analisou 25 

estudos e os resultados demonstram que em doses comparáveis, as seis estatinas 

disponíveis no mercado (lovastatina, sinvastatina, pravastatina, fluvastatina, 

atorvastatina e rosuvastatina) apresentam efeitos terapêuticos equivalentes: 

atorvastatina 10 mg, fluvastatina 80 mg, lovastatina 40/80 mg e sinvastatina 20 mg 

são capazes de reduzir os níveis de LDL-C em 30 a 40%. A elevação do HDL-C e a 

redução dos TG também se mostraram similares entre as diferentes estatinas em 

doses equivalentes (WENG et al. 2010).  

 Três importantes metanálises demonstram que as estatinas apresentam um 

grande potencial na redução do risco cardiovascular (BAIGENT et al. 2005, 

BAIGENT et al. 2010, MIHAYLOVA et al. 2012). O CTT (Cholesterol Treatment 

Trialists’ Collaboration) foi criado em 1994 com o intuito de agrupar dados de 

estudos menores e de reanalisar estes dados de forma a aumentar o poder 

estatístico em relação aos efeitos da terapia hipolipemiante. Dessa maneira, 

periodicamente, são realizadas metanálises de dados de morbi-mortalidade de 

ensaios clínicos randomizados de grande escala que utilizam a terapia 

hipolipemiante. Baigent et al. (2005) ao analisarem dados de 90.056 indivíduos em 

14 trials com estatinas com duração de 5 anos concluíram que as estatinas 

apresentam efeitos favoráveis no organismo. Esta terapia pode reduzir a incidência 



 

25 

 

de eventos coronarianos em 5 anos, melhora a revascularização das coronárias e 

reduz a ocorrência de acidentes vasculares cerebrais na taxa de aproximadamente 

20% a cada 1 mmol/L (38,7 mg/dL) de redução nos níveis de LDL-C. Em um 

segundo momento, este mesmo grupo avaliou os efeitos de reduções adicionais no 

LDL-C em indivíduos com regime de estatinas padrão e sem diagnóstico de DCV. 

Os resultados observados foram uma redução de 28% dos principais eventos 

vasculares quando utilizada uma dose maior de estatinas. Uma redução de 2-3 

mmol/L (77,4 – 116,1 mg/dL) de LDL-C reduziria em 40 – 50% o risco de eventos 

cardiovasculares (BAIGENT et al. 2010). Indivíduos com baixo risco de 

desenvolvimento de DCV também foram analisados. Os participantes foram 

divididos em cinco categorias considerando o maior risco de eventos vasculares em 

5 anos. Para os indivíduos com risco de ocorrência de eventos cardiovasculares 

menor do que 10% em 5 anos, a redução de 1 mmol/L (38,7 mg/dL) de LDL-C 

levaria a uma redução de 11 em cada 1.000 eventos em 5 anos (MIHAYLOVA et al. 

2012).  

 Adicionalmente, estudos demonstram que as estatinas apresentam outros 

benefícios além da melhora do perfil lipídico, os chamados efeitos pleiotrópicos. Ray 

et al. (2006) realizaram um estudo de revisão sobre os ensaios clínicos realizados 

com uso de estatinas e observaram que as estatinas não só agem sobre o perfil 

lipídico, mas também promovem melhoras sobre os marcadores de inflamação, 

oxidação e trombose. 

 Em contrapartida, reações adversas a medicamentos (RAM) são observadas 

em um pequeno número de indivíduos que fazem uso de estatinas, tais como: 

toxicidade hepática (1-3%), mialgia (6,2-9,1%) e rabdomiólise (lise do tecido 

muscular esquelético devido à lesão no tecido muscular) (0,1%) (Hamilton-Craig 

2001). Dentre eles, o efeito adverso mais comum é a mialgia, com ou sem aumento 

da creatinafosfoquinase (CPK), a qual pode surgir semanas ou anos após o início do 

tratamento. De maneira geral, cerca de 10% dos pacientes que usam estatinas 

relatam queixas musculares (THOMPSON et al. 2006), o que pode ser devido ao 

uso de co-medicações. Interações farmacocinéticas e farmacodinâmicas entre 

diferentes fármacos administrados concomitantemente, mais especificamente, 

fármacos que propiciam concentrações elevadas de estatinas na corrente sanguínea 

e no tecido muscular, podem aumentar a toxicidade muscular (KESKITALO et al. 

2008). O mecanismo através do qual os efeitos adversos a esta terapia ocorrem não 



 

26 

 

estão bem determinados, entretanto alguns fatores de risco são observados: idade 

avançada, sexo feminino, coadministração de outros fármacos, doenças multi-

sistêmicas e variabilidade genética (SEWRIGHT et al. 2007).  

Conforme mencionado anteriormente, o uso de estatinas no manejo do perfil 

lipídico é uma prática bem estabelecida na clínica médica. Quando a resposta 

farmacológica das estatinas é avaliada observa-se que a maioria dos usuários 

responde positivamente ao tratamento, normalizando os níveis de lipídeos e 

lipoproteínas. Entretanto, um pequeno número de usuários não apresenta a eficácia 

farmacológica desejada ou desenvolve reações adversas. A resposta de cada 

paciente à terapia pode ser influenciada pela variabilidade genética de cada 

indivíduo, fator este que pode limitar o benefício desejado.  

 

1.4  Dimorfismo sexual 

 

As diferentes características anatômicas, fisiológicas e comportamentais 

observadas entre homens e mulheres são definidas como dimorfismo sexual. O 

dimorfismo sexual, em humanos, está relacionado com a prevalência, 

desenvolvimento e severidade de inúmeras doenças comuns, dentre elas 

encontram-se as doenças autoimunes (LOCKSHIN 2006), asma (POSTMA 2007) e 

doenças cardiovasculares (MENDELSOHN & KARAS 1999). Entre homens e 

mulheres observa-se uma diferença significativa sobre o risco de desenvolvimento 

de DCV (MENDELSOHN AND KARAS 1999, PILOTE et al. 2007, TOUZE AND 

ROTHWELL 2007). A incidência de DCV é menor em mulheres durante o período 

reprodutivo do que em homens da mesma idade (TUNSTALL-PEDOE et al. 1999). O 

hormônio sexual estrogênio (17β-estradiol) pode contribuir para a diminuição da 

incidência de DCV em mulheres (MAHMOODZADEH et al. 2012) devido ao seu 

efeito favorável sobre o perfil lipídico. No entanto, as mulheres após a menopausa 

são mais suscetíveis ao desenvolvimento de DCV do que os homens. Fatores 

hormonais endógenos diferem entre homens e mulheres, e os efeitos e quantidade 

dos hormônios sofrem variações relacionadas à faixa etária (COTREAU et al. 2005, 

SCARABIN-CARRE et al. 2012). Variações na farmacocinética e farmacodinâmica 

entre os sexos também podem estar relacionadas com a eficácia e toxicidade 

farmacológicas (WAXMAN & HOLLOWAY 2009), as quais podem ser o resultado de 
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diferentes mecanismos de regulação gênica em homens e mulheres (RINN & 

SNYDER 2005, RIGBY & KULATHINAL 2015), principalmente no que diz respeito à 

resposta de genes dependentes de hormônios sexuais (ELLEGREN & PARSCH 

2007, OBER et al. 2008). Pilote e cols. (2007) sugerem que a evolução das 

diferenças observadas entre os sexos em relação aos perfis de risco pode ser 

resultado da ação de hormônios sexuais e seus receptores. Gasparotto e cols. 

(2012) demonstraram a presença de associação entre SNPs nos genes ESR1 e 

ESR2 e a prevalência de lipodistrofia e síndrome metabólica em indivíduos 

soropositivos para HIV (vírus da imunodeficiência humana) em uso de terapia 

antirretroviral, sugerindo uma forte influência do dimorfismo sexual na redistribuição 

do tecido adiposo e nos padrões de lipodistrofia observados.  

 

1.4.1 Dimorfismo sexual e estatinas 

Os dados presentes na literatura demonstram controvérsias em relação à 

eficácia das estatinas em homens e mulheres (JOCHMANN et al. 2005, KROBOT et 

al. 2005, XHYHERI & BUGIARDINI 2010, KOSTIS et al. 2012, MOSCA 2012, DESAI 

et al. 2015). Kostis e cols. (2012) realizaram uma metanálise cujo objetivo foi avaliar 

o efeito das estatinas na redução de eventos cardiovasculares em homens e 

mulheres. Foram analisados 18 ensaios clínicos randomizados contemplando um 

total de 141.235 participantes em uso de estatinas e estratificados por sexo. Os 

resultados mostraram que os benefícios das estatinas não diferiam entre os sexos. 

Mosca (2012) avaliou o estudo e pontuou que o estudo de Kostis (2012) não 

forneceu os dados de eficácia no uso de estatinas, relativas às diferenças sexuais e 

segurança.  

Estudos anteriores demonstram que a porcentagem de homens que atingiu 

níveis normais de CT e LDL-C após o tratamento com estatinas é significativamente 

maior em comparação com as mulheres (MOSCA et al. 2005, SPINAROVA et al. 

2012). Adicionalmente, o risco de efeitos adversos parece ser maior em mulheres 

quando comparado aos homens durante o tratamento com estatinas e ainda se 

observa que as concentrações plasmáticas de estatinas são maiores nas mulheres 

(JOCHMANN et al. 2005). 
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1.5  Farmacogenética 

A farmacogenética abrange o estudo da variabilidade genética na variação 

individual da resposta aos fármacos (TRIBUT et al. 2002). Os estudos 

farmacogenéticos estão focados na variação de genes que codificam proteínas 

relacionadas ao metabolismo dos medicamentos (WEINSHILBOUM & WANG 2006). 

Ou seja, indivíduos diferentes, pela sua constituição genética única, podem 

apresentar diferentes respostas diante de uma dose-padrão de fármaco. Uma dose 

de fármaco considerada como sendo ideal no manejo de uma condição patológica 

pode não apresentar o efeito desejado ou ainda causar um efeito indesejado em 

diferentes indivíduos (SHIN et al. 2009, MYBURGH et al. 2012). Existem diversos 

fatores que estão relacionados com a eficácia farmacológica tais como a idade, o 

sexo, a funcionalidade dos órgãos, a história da doença, interações medicamentosas 

(FRANCONI & CAMPESI 2014), entretanto, sabe-se que as diferenças 

interindividuais também são influenciadas pela variação genética de cada indivíduo 

(POSTMUS et al. 2012). 

Determinantes importantes da resposta farmacológica são as rotas de 

metabolização enzimática e transporte de fármacos. Variações na expressão e 

atividade destas enzimas e proteínas transportadoras determinam diferenças na 

exposição sistêmica e tecidual aos fármacos (URQUHART et al. 2007) podendo, às 

vezes, influenciar na resposta aos fármacos aumentando a variabilidade na eficácia 

terapêutica. A variabilidade interindividual pode ser influenciada pela presença de 

regiões variáveis no genoma de cada indivíduo. Os polimorfismos de base única 

(SNPs) são definidos como um local na sequencia de DNA que difere por apenas 

um nucleotídeo entre os diferentes indivíduos. O genoma humano é composto por 

aproximadamente 3 bilhões de pares de bases (VENTER et al. 2001) e estima-se 

que exista 1 SNP a cada 300 bases no genoma humano (MANOLIO et al. 2008). A 

identificação e o estudo da funcionalidade de SNPs são de grande relevância para o 

entendimento de rotas de metabolismo de fármacos e também de doenças 

genéticas humanas. Nos últimos anos, houve um grande avanço nas pesquisas 

genéticas, permitido uma abordagem estratégica dentro dos estudos de associação.  

 A farmacogenética tem muitas aplicações na farmacoterapia cardiovascular, 

incluindo o rastreio de polimorfismos para escolher agentes com o maior potencial 

de eficácia e menor risco de toxicidade além de possibilitar o ajuste de doses de 
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medicamentos específicos em pacientes com alterações genéticas já identificadas 

(VERSCHUREN et al. 2012). 

 

1.5.1 Farmacogenética das estatinas  

 

Os genes que codificam proteínas relacionadas com as propriedades 

farmacocinéticas e farmacodinâmicas das estatinas são alvos promissores para 

estudos de associação com resposta terapêutica. Nos últimos anos, variações em 

genes relacionados com a farmacocinética e farmacodinâmica foram 

extensivamente estudadas (FIEGENBAUM et al. 2005a, FIEGENBAUM et al. 2005b, 

FIEGENBAUM et al. 2005c, KAJINAMI et al. 2005, KESKITALO et al. 2008, 

NIEMINEN et al. 2008, ZINTZARAS et al. 2009, ROMAINE et al. 2010, SORTICA et 

al. 2012, LIMA et al. 2013). No entanto, os resultados obtidos explicaram apenas 

uma pequena porção da variação observada em resposta às estatinas. 

 Mais de 40 genes foram descritos como candidatos a estarem relacionados 

com a variabilidade do perfil lipídico em resposta às estatinas, bem como, de efeitos 

sobre o sistema cardiovascular, incluindo infarto e morte cardiovascular 

(VERSCHUREN et al. 2012). Em relação à resposta às estatinas, alguns genes com 

forte associação são os genes CETP (BOEKHOLDT et al. 2005), APOE 

(apolipoproteína E) (ZINTZARAS et al. 2009), CLMN (calmina) (BARBER et al. 2010) 

e APOC1 (BARBER et al. 2010). 

 O gene CETP codifica a proteína transferidora de éster de colesterol 

envolvida no metabolismo do colesterol. Pacientes que apresentam a variante B1B1 

do polimorfismo rs708272 (TaqIB) apresentam uma melhor resposta às estatinas 

(BOEKHOLDT et al. 2005). Em relação ao APOE, existem alguns estudos na 

literatura com resultados contraditórios, com relação à associação dos polimorfismos 

rs429358 e rs7412 e resposta às estatinas. Alguns estudos relatam a associação 

entre a variante E2 da APOE e uma melhor resposta às estatinas e diminuição dos 

desfechos cardiovasculares (NIEMINEN et al. 2008). O primeiro GWAS mostrou 

associação significante entre polimorfismos na APOE e resposta de LDL-C 

(THOMPSON et al. 2009), enquanto que uma recente metanálise refutou esta 

associação (ZINTZARAS et al. 2009). Da mesma forma, ainda não está bem 

definida a função da proteína calmina, codificada pelo gene CLMN, sobre o perfil 
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lipídico, mas um GWAS mostrou que usuários de estatina que apresentavam o 

polimorfismo rs8014194 tiveram maior redução nos níveis de CT. Além disso, um 

polimorfismo próximo ao gene da APOE, o rs4420638 no gene APOC1 mostrou 

associação com os níveis de LDL-C em resposta a estatinas (BARBER et al. 2010).  

 O mecanismo de ação das estatinas ocorre através da sua ligação ao 

receptor da HMG-CoA redutase, bloqueando a síntese do colesterol. O receptor da 

HMG-CoA redutase é codificado pelo gene HMGCR e tem sido amplamente 

estudado em indivíduos usuários de estatinas. Um estudo envolvendo 1.536 

participantes avaliou 148 SNPs em 10 genes candidatos envolvidos na síntese de 

colesterol e no metabolismo das estatinas. Dois SNPs no gene HMGCR foram 

associados com redução da eficácia de pravastatina sobre o CT em 22% e sobre o 

LDL-C em 19% (CHASMAN et al. 2004). 

 Polimorfismos relacionados ao metabolismo lipídico, à farmacocinética e à 

farmacodinâmica das estatinas também são relatados na literatura, como por 

exemplo, os genes LDL-R (SANTOS et al. 2014), ABCB1 (KESKITALO et al. 2008) e 

SLCO1B1 (ROMAINE et al. 2010). Sabe-se que, em características com padrão de 

herança multifatorial, cada lócus gênico apresenta um pequeno efeito sobre uma 

determinada característica, e quando somados, esses efeitos podem levar a 

respostas terapêuticas mais favoráveis ou, em alguns casos, à falha terapêutica. 

 

 

1.6 Estrógeno 

 

 O estrógeno (17β-estradiol) é um hormônio sexual considerado um dos mais 

importantes na fisiologia e reprodução feminina. Nas mulheres, durante o período 

reprodutivo, o estrógeno é sintetizado principalmente nas células granulosas do 

ovário (DUBEY & JACKSON 2001) e nos homens a produção ocorre em menores 

quantidades nos testículos (SHARPE 1998). Além disso, também atua na proteção 

de vários estados patofisiológicos, dentre eles, obesidade, DCV, hiperlipidemia, 

diabetes, osteoporose e câncer em homens e mulheres (NILSSON et al. 2001, 

PARAZZINI 2003, DEROO & KORACH 2006). Os estrógenos podem reduzir o risco 

de DCV através de vários mecanismos e dentre eles observa-se a promoção de um 

perfil lipídico mais favorável, dilatação vascular e reparo eficiente de lesões 
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endoteliais (OUYANG et al. 2006). O estrógeno ainda pode estar relacionado com a 

farmacodinâmica e a farmacocinética e modificar vias de sinalização hormonais 

(SPOLETINI et al. 2012, FRANCONI & CAMPESI 2014) e, dessa forma, contribuir 

com as diferenças observadas entre os sexos (MAHMOODZADEH et al. 2012).  

Os estrógenos exercem sua ação pela ligação aos seus receptores 

específicos. O complexo hormônio-receptor reconhece sequências específicas em 

genes que possuem elementos de resposta ao estrógeno, liga-se a estas 

sequências e recruta os demais fatores de transcrição ativando a transcrição destes 

genes (FORYST-LUDWIG & KINTSCHER 2010). Até o momento foram identificadas 

três isoformas de receptores estrogênicos: receptor alfa ou 1 (ERα ou ESR1), 

receptor beta ou 2 (ERβ ou ESR2) e o receptor delta (ESR∆) (KUIPER & 

GUSTAFSSON 1997, ALI et al. 2000). O gene que codifica o receptor de estrógeno 

α (ESRα) é o ESR1 e o gene que codifica o receptor de estrógeno β (ESRβ) é o 

ESR2. Tais genes são expressos no útero, próstata, ovários, testículos, ossos, 

mamas, fígado, rins, glândulas salivares, endotélio vascular, tecido adiposo e certas 

regiões do cérebro (ANGHEL et al. 2010, NILSSON & GUSTAFSSON 2001, ZHAO 

et al. 2010). Os três receptores são codificados por genes distintos e diversos SNPs 

ocorrem nestes genes (NCBI dbSNP 2011).  

Estudos genéticos de associação demonstram que polimorfismos no gene 

ESR1 podem estar relacionados com o risco de doença cardiovascular 

(ROSZKOWSKA-GANCARZ et al. 2010, SHEARMAN et al. 2003, DEMISSIE et al. 

2006, EMRE et al. 2006, SOWERS et al. 2006, ALEVIZAKI et al. 2007, MOLVAREC 

et al. 2007, KLOS et al. 2008, NOGUEIRA-DE-SOUZA et al. 2009, LAMON-FAVA et 

al. 2010, ZHAO et al. 2010), enquanto que polimorfismos no gene ESR2 têm sido 

pouco estudados e a sua relação com fatores de risco de DCV ainda permanece 

pouco entendida. Alguns estudos demonstram a associação de polimorfismos neste 

gene com níveis lipídicos (ALMEIDA et al. 2005, SILVESTRI et al. 2006, SALTIKI et 

al. 2009). 

 Uma revisão de Yoon et al. (2010) sugere que o dimorfismo sexual e os 

receptores de estrógeno α e β podem estar envolvidos na resposta da terapia 

hipolipemiante. Ao melhor do nosso conhecimento, apenas um estudo presente na 

literatura avaliou polimorfismos no gene ESR1 em resposta à terapia com estatinas. 

Kajinami e cols (2005) testaram dois SNPs (rs2234693 e rs9340799) em resposta à 

terapia com atorvastatina 10 mg em pacientes hipercolesterolêmicos e observaram 
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uma associação com níveis de HDL-C. Mulheres portadoras do haplótipo 

rs2234693*C – rs9340799*G apresentaram um aumento significativamente maior 

nos níveis de HDL-C. Essa mesma associação não foi observada em homens. 

 Dessa maneira, o estudo de polimorfismos em genes de receptores de 

estrógeno pode ajudar a determinar o papel da variabilidade genética na resposta à 

terapia hipolipemiante. Além disso, esta abordagem pode identificar características 

potenciais específicas de gênero envolvidas na eficácia farmacológica. 
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 A dislipidemia constitui-se como o principal fator de risco para o 

desenvolvimento de DCV, a principal causa de morte no mundo. A literatura mostra 

que existe diferença sobre o risco de desenvolvimento de DCV entre homens e 

mulheres de mesma idade. A hipercolesterolemia é uma condição que apresenta 

destaque dentre os fatores de risco para o desenvolvimento de DCV e é 

determinada por fatores genéticos e ambientais. Muitos esforços têm sido realizados 

na tentativa de elucidar o tamanho do efeito que o componente genético apresenta 

em relação ao risco de DCV e também quais são as variantes envolvidas, 

entretanto, ainda existe uma lacuna dentro desse campo.  

O controle da dislipidemia através da utilização de fármacos hipolipemiantes 

tem crescido em todo o mundo e, por isso, a investigação da influência da 

variabilidade genética na resposta deste tipo de terapia (eficácia e desenvolvimento 

de efeitos adversos) ganha enorme relevância. Somado a isso, as diferenças 

observadas entre os sexos, como a maior concentração de estrógeno nas mulheres, 

também podem contribuir para a heterogeneidade dos níveis lipídicos em resposta à 

terapia hipolipemiante. Yoon (2010) em um estudo de revisão sugere que o 

dimorfismo sexual e os receptores estrogênicos apresentam um envolvimento com a 

resposta a terapias hipolipemiantes. Ao melhor de nosso conhecimento existe 

apenas um estudo presente na literatura avaliando dois polimorfismos no gene 

ESR1 (rs2234693 e rs9340799) com a resposta à terapia com atorvastatina 

(Kajinami et al., 2005). Os resultados deste estudo demonstram que os dois 

polimorfismos analisados foram associados com diferentes níveis de HDL-C em 

resposta à terapia com atorvastatina (10 mg). Essa associação foi detectada apenas 

em mulheres e não em homens. Em relação ao gene ESR2 não localizamos na 

literatura estudos de associação com a eficácia e com a segurança da terapia com 

estatinas. Nesse contexto, o estudo de polimorfismos nos receptores de estrógeno 

pode nos auxiliar na determinação do efeito da variabilidade genética desses genes 

na magnitude da resposta hipolipemiante e no desenvolvimento de efeitos adversos 

em pacientes usuários de estatinas. Assim como, determinar se existe dimorfismo 

sexual na eficácia farmacológica do tratamento e se este dimorfismo pode ser 

explicado parcialmente ou ser influenciado por estes polimorfismos. Por isso, 

enfatizamos a importância da realização de estudos de coorte com 

acompanhamento dos casos para avaliar a eficácia de tratamentos com estas 

estatinas.



 

49 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

4. Delineamento do estudo 
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 Este estudo de coorte prospectivo foi realizado com 495 indivíduos 

hipercolesterolêmicos em uso de terapia hipolipemiante com sinvastatina ou 

atorvastatina. Os participantes do estudo eram descendentes de europeus, 

classificados pela cor da pele e por características morfológicas, residentes na 

região metropolitana de Porto Alegre, Brasil, e foram selecionados por conveniência 

em uma clínica de cardiologia em Porto Alegre.  
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5. Objetivos 
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5.1 Objetivo geral 
 

Avaliar o perfil lipídico basal e a resposta da terapia com hipolipemiantes 

(sinvastatina ou atorvastatina), separadamente entre homens e mulheres e a 

possível associação de variantes genéticas em genes relacionados ao mecanismo 

de ação dos estrogênios. 

 

5.2 Objetivos específicos 
 
 5.2.1 Descrever as características gerais da coorte estudada; 

 5.2.2 Investigar a associação de polimorfismos nos genes ESR1 e ESR2 com 

o perfil lipídico basal em pacientes usuários de terapia hipolipemiante; 

 5.2.3 Investigar a associação de polimorfismos nos genes ESR1 e ESR2 com 

a resposta da terapia hipolipemiante;  

 5.2.4 Investigar se os polimorfismos genéticos estudados podem influenciar 

diferentemente na resposta terapêutica hipolipemiante em homens e mulheres. 
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6. Artigos científicos elaborados 
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 Os resultados obtidos a partir deste trabalho permitiram a elaboração de três 

artigos científicos. 

 
 
Artigo 1 

 

Evaluation of Sexual Dimorphism in the Efficacy and Safety of 

Simvastatin/Atorvastatin Therapy in a Southern Brazilian Cohort 

Publicado na revista Arquivos Brasileiros de Cardiologia em julho de 2014. 

 

 

Artigo 2 

 

ESR1 polymorphisms and statin therapy response: a gender-specific approach. 

Publicado na revista The Pharmacogenomics Journal em 25 de agosto de 2015. 

 

 

Artigo 3 

 

ESR2 rs1256049: a potential role on LDL-C baseline levels in elderly women. 

Submetido à revista Annals of Nutrition & Metabolism em 24 de abril de 2015. 
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Abstract 

Aims: A high degree of variability is observed in the baseline lipid level determination 

and in the statin clinical response between men and women. Sex-specific differences 

in gene regulatory mechanisms, particularly those governed by response to sex 

hormones, may be involved. 

Methods: Ten single nucleotide polymorphisms (SNPs) within the ESR2 gene were 

typed. The basal lipid and lipoprotein levels and the response to lipid-lowering 

therapy were evaluated in a cohort of 495 hypercholesterolemic patients of European 

descent receiving simvastatin or atorvastatin, stratified by sex.  

Results: Significant associations were detected between rs1256049 and LDL-C 

baseline levels in women. G/A and A/A genotypes showed lower LDL-C levels than 

G/G homozygotes (3.85 ± 0.92 versus 4.39 ± 0.91, respectively) (p = 0.023, pC 

(corrected p-value) = 0.115). The SNP set analyzed showed no association with 

simvastatin/atorvastatin efficacy in this cohort. 

Conclusion: We consider rs1256049 a relevant variable in determining baseline LDL-

C. It had already been associated with lipids and lipoproteins in previous studies by 

our research group. We suggest further replicative studies include ESR2 rs1256049. 

 
 
Keywords: cardiovascular disease, ESR2, statin, lipids, pharmacogenetics, 
rs1256049. 
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1. Introduction 

 Statin therapy shows high efficacy in controlling lipid levels [1-3]. However, a 

high degree of differences is observed between men and women in the clinical 

response to statins [4], especially for primary prevention [5-7]. Few studies have 

shown significant cardiovascular benefits of statins in women [8, 9], although there is 

a lack of sex-specific approaches in cardiovascular research [9, 10]. Reiner et al. [7], 

in a statin and cardiovascular disease (CVD) review, emphasized that a statin 

therapy trial in women is needed.  

 Sexual dimorphism is observed with regard to CVD risk [11]. This fact may be 

the result of sex-specific differences in gene regulatory mechanisms, particularly 

those governed by the response to sex hormones [12, 13]. A review from Yoon [14] 

suggests that sexual dimorphism and the estrogen receptors (ERα and ERβ) are 

involved in the lipid-lowering therapy response. Estrogens modulate the lipid profile, 

vasodilation, inflammation, and the fibrinolysis pathway [15, 16] and act through their 

receptors: ERα, coded by the ESR1 gene, and ERβ, coded by the ESR2 gene [17]. 

The estrogen receptors are ligand-activated transcription factors that regulate many 

genomic events [18]. These receptors are expressed in vascular endothelial, smooth 

muscle and myocardial cells in women and men [19].  

 Some associations with ESR2 polymorphisms have drawn attention. There are 

two ESR2 single nucleotide polymorphisms (SNPs) that are the focus of CVD related 

studies: rs4986938 (AluI 1730G>A) and rs1256049 (Rsa I 1082G>A). The rs4986938 

effects on the lipid profiles are unclear [20-25]. The ESR2 rs1256049 studies show 

an association with CVD protection and myocardial infarction in women but not in 

men [26] and with atherosclerosis in young adults from Finland [27]. On the other 

hand, Mansur et al. [28] reported no association between rs1256049 and premature 
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coronary artery disease (CAD). Zhao et al. [24] did not observe an association with 

hyperlipidemia in Chinese Han postmenopausal women. Almeida et al. [29] detected 

an association between the rs1256049 A allele and lower total cholesterol (T-chol) 

and LDL-C levels in Hormone Therapy users (HT+) postmenopausal women. 

 Therefore, the link between these SNPs and CVD risk remains inconclusive, 

as well as with the sexual dimorphism in statin therapy. The aim of this study was to 

evaluate the association of ESR2 SNPs with baseline lipid and lipoprotein levels and 

with the efficacy of atorvastatin/simvastatin lipid-lowering therapy in a European-

descent cohort in a sex-specific manner.  

 

2. Methods 

 
2.1 Subjects 

 This open prospective study was conducted with 495 hypercholesterolemic 

patients (331 women and 164 men) who were simvastatin/atorvastatin users and had 

European descent (Table 1). Expanded sample descriptions are available in 

Smiderle et al. [30]. This cohort did not include subjects with age lower than 20 

years, triglyceride concentration of 4.52 mmol/L or higher, altered thyroid stimulating 

hormone levels, impaired hepatic or renal function, unstable or uncontrolled clinically 

significant disease and who had previously undergone therapy with other lipid-

lowering drugs within less than six months. Physical examinations, clinical data and 

clinical laboratory evaluations were obtained by the physician. The biochemical 

evaluation was performed prior to the initiation of statin therapy and after six months 

(6 ± 3 months) of treatment. The statin therapy regimen and dose administered were 

determined by the physician according to the subjects’ clinical characteristics. A 

standardized statin dosage variable was created (ratio of 2 simvastatin : 1 
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atorvastatin) [31]. The standardized mean dose of statins used for this cohort was 

10.2 ± 4.6 mg. Subjects were maintained on other medication schemes throughout 

the study without change. The study design is consistent with the principles of the 

Declaration of Helsinki and was approved by the Federal University of Health 

Sciences of Porto Alegre Ethics Committee.  

 
2.2 Biochemical and genetic analysis  

 Serum levels of T-chol, high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) and 

triglycerides (TG) were determined from peripheral blood obtained after 12 hours of 

fasting by standard methods using commercial kits. The low-density lipoprotein 

cholesterol (LDL-C) levels were assessed as previously described [32].  

 Genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes or from buccal 

mucosa cells. The SNP selection was performed using the HapMap database [33] 

and the Haploview software [34] and are shown in Table 2. The SNP genotyping was 

performed using validated TaqMan® genotyping assays with hydrolysis probes (Life 

Technologies, California, USA). For each genotype, two samples were confirmed by 

sequencing using a BigDye® terminator v3.1 cycle sequencing kit with an ABI3130 

Genetic Analyzer (Life Technologies, California, USA). Reactions were performed 

according to the manufacturer’s recommendations.  

2.4 Statistical analysis 

 The analyses were conducted using SPSS® software (version 18.0, Chicago, 

IL, USA). Allele frequencies, Hardy-Weinberg equilibrium and linkage disequilibrium 

(LD) were estimated using the Haploview algorithm [34]. Haplotype frequencies were 

estimated with the Multiple Locus Haplotype Analysis program (version 2.0) [35]. Due 

to the skewed distribution of triglyceride levels, these values were log transformed 
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prior to analysis. To determine genotype and haplotype associations with baseline 

lipid levels, we performed General Linear Model with the type III sum of squares and 

Tukey post hoc tests when appropriate. The model was adjusted for age, smoking 

status, prior CVD and hypertension. The statin efficacy was obtained from the 

difference in pre- and post-treatment lipid levels, multiplied by 100 and divided by the 

pre-treatment level for each parameter. Changes in the mean percentage of plasma 

lipid levels between ESR2 genotypes and haplotypes were assessed using the 

General Linear Model with the type III sum of squares. Models were adjusted for age, 

smoking, baseline lipid level, prior CVD, controlled hypothyroidism and antithrombotic 

use because there were differences in sex frequency (Table 1). A p-value <0.05 was 

considered statistically significant. The false discovery rate (FDR) procedure 

proposed by Benjamini and Hochberg [36] was performed for multiple testing 

corrections. 

 

3. Results  

 3.1 General sample characteristics 

 The SNP set allele frequencies were similar to those reported in the NCBI 

SNP database [37], and the SNPs tagged are shown in Table 2. From all SNPs 

tested, only five are under expected from Hardy-Weinberg equilibrium and are 

included in the association analysis. The cohort was sex-stratified to perform 

association tests. The mean age of women (62.3 ± 10.7) was higher than that of the 

men (59.9 ± 11.1) (p = 0.021). The majority of women studied were post-menopausal 

and hormone-deficient.  

 3.2 ESR2 SNPs and baseline lipid levels 
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 The rs1256049 A allele showed low allele frequency (MAF: A = 0.02). 

Therefore, homozygous A/A were grouped with the G/A genotype to perform the 

analyses. Significant associations were detected between rs1256049 and LDL-C 

baseline levels in women. G/A and A/A showed lower LDL-C levels than G/G 

homozygotes (3.85 ± 0.92 versus 4.39 ± 0.91, respectively) (p = 0.023, pC = 0.115). 

(Table 3).  

 Another ESR2 single locus showed no association with basal lipid and 

lipoprotein levels in either gender. Figure 1 shows the LD scheme from the analyzed 

SNPs. The rs4365213 and rs1256049 present a complete LD (D’ = 1.0; CI: 0.64 – 

1.0), had their haplotype derived and showed no association with basal lipid and 

lipoprotein levels. 

 

 3.3 ESR2 SNPs and statin efficacy 

 The SNP set analyzed showed no association with simvastatin/atorvastatin 

efficacy in this cohort. The average treatment time did not differ between genders 

(women: 6.4 ± 3.4 months; men: 6.1 ± 2.9 months) (p = 0.357). The standard statin 

dose was also similar (women: 10.3 ± 4.7 mg; men: 10.2 ± 4.3 mg) (p = 0.840). 

Regarding the LD pattern (Figure 1), the rs4365213 and rs1256049 haplotype 

deviation showed no association with statin efficacy in either sex. 

  

 

4. Discussion 

 Our research focused on ESR2 SNPs in determining baseline lipid and 

lipoprotein levels and the possible association with the simvastatin/atorvastatin 

efficacy, stratified by women and men, in a South Brazilian cohort with European 
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descent. This cohort has been previously analyzed, and a more robust sample 

description can be found in Smiderle et al. [30].  

 Statin efficacy is variable, particularly between men and women. This might be 

explained by biological factors (metabolism, genetic and epigenetic backgrounds, 

age and sex) [11, 38] and by environmental factors [39]. Genetic factors include DNA 

sequence changes that might change the gene expression pattern and influence 

different metabolism pathways. Women and men have different responses to a wide 

range of therapies, and numerous studies suggest a link between genetic 

polymorphisms and drug effects [40, 41]. However, there is a lack of information 

about sex and pharmacogenetics on drug activity interaction [39].  

 We detected significant differences only between rs1256049 and LDL-C 

baseline levels in women. After multiple test correction, the p-value did not remain 

significant. However, the appropriate application of this correction test is not clear 

because the probability of a type II error increases when the probability of a type I 

error decreases [42]. This observation is particularly important because this SNP, 

rs1256049, had already been associated with lipids and lipoproteins in previous 

studies by our research group. Almeida et al. [29] detected an association between 

ESR2 rs1256049 and T-chol and LDL-C levels in premenopausal women and in 

postmenopausal women in therapy with estrogen/progestogen hormones. G/A 

carriers exhibited lower T-chol and LDL-C levels than G/G carriers, suggesting that 

the ESR2 rs1256049 genotype may influence T-chol and LDL-C levels in women with 

abundant estrogen levels. In the present study, the vast majority of women were 

postmenopausal. However, information about hormone therapy use was lost for 

some subjects. The hormone-deficient status led to a worse lipid profile due to a 

decrease in estrogen production, resulting in the downregulation of LDL receptors in 
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the liver and decreased clearance of LDL-C from the serum [43]. Additionally, 

Smiderle et al. [44] analyzed two SNPs in the ESR2 gene (rs3020450 and 

rs7154455) in the same cohort studied by Almeida et al. [29] and derived haplotypes 

with ESR2 SNPs previously studied (rs4986938 and rs1256049). The haplotype 

analysis shows that only ESR2 rs1256049 was associated with T-chol and LDL-C in 

premenopausal and HT+ postmenopausal women. Thus, the observation noted by 

this study reinforces the hypothesis that rs1256049 may be involved in ESR2 

expression and in the lipid and lipoprotein pathway. The rs1256049 comprises a G to 

A nucleotide change in exon 5, constituting a synonymous mutation [45], and might 

alter gene expression as previously described [46, 47]. 

 This approach has limitations: (1) subjects were not matched by age between 

gender sub-samples, (2) the difference in proportion of women and men because of 

the convenience sampling, (3) we do not have lifestyle information (diet and physical 

exercise), (4) there was a lack of information regarding hormonal status (in women), 

(5) this is an observational study. 

 To the best of our knowledge, there are no studies in the literature evaluating 

the ESR2 role in baseline lipid levels and in statin therapy response. In summary, this 

research emphasizes the involvement of ESR2 rs1256049 on determining the 

baseline LDL-C in women, with no relation to statin efficacy in this cohort. However, 

definitive conclusions should be assessed in performing prospective follow-up 

investigations. CVD and pharmacogenetics can be influenced by several factors and 

considering the genetic role, multiple loci can be involved. We therefore consider 

rs1256049 a relevant variable for determining baseline LDL-C. We suggest further 

replicative studies including ESR2 rs1256049 consider the baseline and the 
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interindividual statin response variability to allow physicians better therapeutic 

outcomes. 
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Table 1. Characteristics of the sample* 

Characteristics  All  Women  Men  pa 
 

Number  495  331 (66.9%)  164 (33.1%)   

Age (years)  61.5 ± 10.9  62.3 ± 10.7  59.9 ±  11.1  0.021  

Statin Use
 
(%)     0.229  

Simvastatin  85.1  86.8  81.8   

Atorvastatin  14.9  13.2  18.2   

Treatment time (months) 6.3 ± 
3.2 

6.4 ± 3.4 6.1 ± 2.9 0.357 

Standard dose (mg) 10.2 ± 
4.6 

10.3 ± 4.7 10.2 ± 4.3 0.840 

Post-menopausal (%)   76.0    

Hormone therapy use (%)  14.1    

Smoking (%)     0.020  

     Past  12.1  8.9  18.2   

     Current  8.7  8.1  9.8   

     Never  78.5  82.8  71.2   

Hypertension (%) 71.7 71.2 73.1 0.649 

Prior CVD (%)  32.5 28.8  40.0  0.014 
Controlled hypothyroidism (%)  15.1  20.5  4.5  <0.001  

Values of age, treatment time and standard dose are expressed as mean ± standard 
deviation; a p-values are women x men comparisons; *data already published 30. 
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Table 2. ESR2 SNP set genotyped in the total sample and the tagged SNPs. 

a Allele frequencies observed in our study. 
 

SNPs Chromosome 
position 

ESR1 
location 

Base 
changed 

Minor allele 
frequencya 

Tagged 
SNP 

rs4986938 64699816 UTR – 3’ G →A 0.38 (A)  

rs944045 64701446 intron 1 A →G 0.08 (G) rs1109056 

rs1256062 64703318 intron 2 A→G 0.14 (G) rs10144225 
rs2274705 
rs8017441 

 
rs4365213 64720264 intron 3 T→C 0.42 (C) rs12435857 

rs6573549 
rs1256061 

 
rs1256049 64724051 synonymous 

mutation  
exon 5 

G→A 0.02 (A) rs944461 
rs1256060 
rs944050 

rs1256055 
rs944460 

rs1256053 
rs953592 

 
rs1256033 64745399 intron 6 A→G 0.43 (A) rs10143616 

rs1256040 
rs1256030 
rs960070 

rs6573553 
rs1256031 

rs3783736 64751372 intron 8 A→C 0.42 (A)  

rs17179740 64756751 intron 8 G→A 0.40 (A)  

rs1952586 64759419 intron 8 G→A 0.14 (G)  

rs1271572 64761917 UTR – 5’ G→T 0.41 (T)  
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Table 3. Baseline and mean change of lipid and lipoprotein levels according to ESR2 rs1256049 in women and men. 

rs1266049 

 Women Men 

 G/G G/A + A/A p pC G/G G/A + A/A pa pC 

No. of subjects 301 17   142 8   

Baseline (mmol/L)         
TC 6.59 ± 0.99 6.14 ± 1.23 0.158a  6.04 ± 1.00 5.84 ± 0.58 0.387a  
LDL-C 4.39 ± 0.87 3.85 ± 0.92 0.023a 0.115 4.02 ± 0.94 3.54 ± 0.56 0.106a  
HDL-C 1.39 ± 0.33 1.33 ± 0.26 0.714a  1.19 ± 0.27 1.26 ± 0.26 0.637a  
TG 1.70 ± 0.75 2.06 ± 0.87 0.078a  1.75 ± 0.81 1.72 ± 0.47 0.691a  
         
Post-treatment (mmol/L)         
TC 4.69 ± 0.77 4.88 ± 1.33 0.053b  4.56 ± 0.94 4.15 ± 0.50 0.365b  
LDL-C 2.65 ± 0.68 2.59 ± 1.12 0.591b  2.65 ± 0.77 2.22 ± 0.48 0.300b  
HDL-C 1.41 ± 0.36 1.41 ± 0.32 0.179b  1.23 ± 0.30 1.28 ± 0.27 0.961b  
TG 1.37 ± 0.58 1.70 ± 0.99 0.677b  1.45 ± 0.64 1.37 ± 0.51 0.871b  
         
Mean change (%)         
TC -27.7 ± 12.4 -20.1 ± 11.6 0.142c  -23.6 ± 12.2 -28.6 ± 4.9 0.221c  
LDL-C -38.1 ± 17.8 -34.0 ± 18.8 0.960c  -32.9 ± 16.9 -41.7 ± 8.39 0.152c  
HDL-C 2.27 ± 21.1 11.5 ± 20.5 0.210c  4.98 ± 22.4 2.5 ± 13.5 0.790c  
TG -12.9 ± 29.5 -16.6 ± 27.3 0.981c  -9.52 ± 34.3 -18.6± 21.7 0.886c  

All data are presented as mean ± standard deviation, TC indicates, Total cholesterol; LDL-C, Low-density lipoprotein 
cholesterol; HDL-C, High-density lipoprotein cholesterol; TG, triglycerides; a p-values after adjustment for age, 
smoking status, prior CVD and hypertension; b p-values after adjustment for age, smoking status, prior CVD,  
hypertension,  baseline lipid level, standard dose and treatment time; c p-values after adjustment for age, smoking, 
baseline lipid level, standard dose, treatment time, prior CVD, hypertension, controlled hypothyroidism and 
antithrombotic use; pC, corrected p-value by Benjamini and Hochberg correction procedure.  
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 Figure 1. Linkage disequilibrium (LD) structure and correlation of 5 SNPs in ESR2.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
The plot was built using Haploview with D’ color scheme (D’= 0 white color, D’<1 
shades of pink and D’=1 red color). The value within each diamond represents the 
pair-wise r² (correlation) between the two SNPs. The block 1 represents SNPs that 
were in LD and were used in the haplotype analysis. LD was considered when D’≥ 
0.90. 
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7. Conclusão 
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 As doenças cardiovasculares (DCV) acometem o coração e os vasos 

sanguíneos. O controle da hiperlipidemia, principalmente no que se refere aos níveis 

de CT e LDL-C, através do uso de estatinas constitui a principal estratégia 

farmacológica utilizada clinicamente. O uso de estatinas, tanto para a prevenção 

primária (indivíduos sem história prévia de DCV) quando secundária (indivíduos com 

história prévia de DCV) permitiu uma significativa redução de risco de novos eventos 

cardiovasculares. Metanálises presentes na literatura demonstram a variabilidade 

interindividual observada na resposta às estatinas, à qual pode ser influenciada por 

variações genéticas e também por diferenças entre os sexos, estas últimas, 

denominadas dimorfismo sexual.  

 Dessa forma o objetivo da nossa pesquisa foi avaliar o perfil clínico da coorte, 

bem como avaliar o perfil lipídico basal e a resposta da terapia com sinvastatina ou 

atorvastatina, separadamente entre homens e mulheres e a possível associação de 

variantes de genes relacionados ao mecanismo de ação dos estrógenos. 

 Na avaliação do perfil clínico da coorte estudada observou-se que as 

mulheres: apresentaram em média níveis de CT e LDL-C mais elevados do que 

homens; são em média 3 anos mais velhas do que os homens; a maioria encontra-

se no período de pós-menopausa e em status de deficiência hormonal. O nível basal 

de lipoproteínas foi um forte preditor da resposta às estatinas. Indivíduos que 

apresentam pior perfil lipídico geralmente apresentam uma resposta mais favorável 

quando recebem estatinas. Em contrapartida, a idade e o status de deficiência 

hormonal tendem a um perfil lipídico desfavorável. A porcentagem de homens e 

mulheres que apresentou níveis normalizados de lipídeos após o tratamento foi 

semelhante. Não houve diferença entre a porcentagem média de mudança nos 

níveis de lipídeos antes e após o tratamento com estatinas, de acordo com o sexo. 

Nesta coorte, embora as mulheres apresentassem perfil lipídico mais desfavorável, o 

percentual de redução de TC e LDL-C foi muito semelhante aos homens. Fato que 

pode ser explicado pelo nível basal ser um forte preditor de eficácia: ele explica em 

torno de 36% da redução nos níveis de CT e de LDL-C nesta coorte. 

 Sugerimos a presença de dimorfismo sexual na segurança desta terapia. 

RAMs foram observadas em 74 dos 495 indivíduos avaliados. Mialgia (com ou sem 

alteração de creatinafosfoquinase - CPK) ocorreu mais frequentemente em mulheres 

(25,9%), enquanto que o aumento isolado de CPK e alterações de função hepática 

foram mais frequentemente observados em homens (17,9%). Além disso, mulheres 
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que receberam bloqueadores do canal de cálcio, diuréticos e antitrombóticos 

concomitantemente ao uso de estatinas, apresentaram maior ocorrência de RAM do 

que homens. A distribuição de gordura corporal em mulheres pode influenciar no 

volume de distribuição de fármacos, aumentando o seu tempo de meia-vida e, por 

consequência, produzir reações indesejadas como mialgia. O uso de outros 

fármacos, como por exemplo, inibidores ou indutores de enzimas da família do 

citocromo P 450, concomitante ao uso de estatinas também podem contribuir com a 

RAM. 

 Os perfis de lipídeos e lipoproteínas basais sofrem influências ambientais e 

genéticas. Polimorfismos genéticos podem estar relacionados com a determinação 

destes parâmetros. Este trabalho investigou 13 SNPs no gene ESR1 e 10 SNPs no 

gene ESR2. Foram observadas associações entre SNPs no gene ESR1 com os 

níveis de HDL-C e TG basais e com níveis de CT e TG em resposta às estatinas em 

mulheres.  

 A análise incluindo polimorfismos nos genes que codificam os receptores de 

estrógenos demonstrou, nesta coorte, associação com níveis de lipídeos e 

lipoproteínas apenas em mulheres, tanto nos níveis basais quanto na resposta ao 

tratamento. Tal observação pode ser resultado de variações na expressão destes 

genes (ESR1 e ESR2) e influenciar no metabolismo de estatinas diferentemente em 

homens e mulheres. Ainda considerando o componente genético, todas as 

associações com o gene ESR1 observadas incluíram níveis basais de HDL-C e TG e 

eficácia de TG. O efeito das estatinas ocorre principalmente sobre a redução de CT 

e LDL-C, o que explica o seu uso na prevenção do desenvolvimento de DCV. O 

gene ESR1 demonstrou associação com resposta de CT e TG. O nível de TG não é 

utilizado como preditor de risco cardiovascular, porém é claro o seu envolvimento na 

formação e desenvolvimento da placa aterosclerótica contribuindo para o 

desenvolvimento de DCV. 

 Uma observação particularmente interessante é a associação entre o 

rs1256049 do gene ESR2 e níveis basais de LDL-C. Este SNP vem sendo estudado 

pelo nosso grupo de pesquisa e a sua associação na determinação dos níveis de 

LDL-C se mantêm nas diferentes amostras estudadas. Essa observação reforça a 

hipótese de que este polimorfismo possa apresentar funcionalidade, ou seja, possa 

estar influenciando na expressão do gene ESR2. Ou ainda, este polimorfismo pode 

estar em desequilíbrio de ligação com outro polimorfismo funcional cujo papel na 
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resposta a estatinas ainda não está descrito na literatura. Assim, estudos avaliando 

a expressão desta variante genética poderiam trazer respostas definitivas. 

 Cabe ressaltar que a nossa amostra é constituída por uma maior proporção 

de mulheres. Pelo fato de ser uma amostra coletada por conveniência, o 

cronograma de estudos inviabilizou a continuidade da coleta de um maior número de 

pacientes. E ainda, o número de mulheres que fazem acompanhamento médico 

regular é maior do que o número de homens, o que culminou na obtenção de dados 

clínicos de um maior número de mulheres. 

 Estudos como o nosso, definido como estudo de associação genética, 

utilizam estratégias focadas em variantes genéticas que possam estar relacionadas 

com a fisiopatologia de condições complexas, como o perfil lipídico e a DCV. A 

resposta farmacológica é influenciada por fatores genéticos e ambientais. Identificar 

as variantes genéticas que influenciam na eficácia farmacológica e compreender o 

seu efeito pode contribuir para o desenvolvimento de uma terapêutica 

individualizada, permitindo aumentar a eficácia, reduzir os eventos indesejados - 

secundários aos fármacos - e aumentar a aderência à terapia. 
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8. Anexos 
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8.1 Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da UFCSPA. 
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8.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 
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8.3 Guia para autores para a submissão de artigo no periódico Annals of 
Nutrition and Metabolism 
 

Submission 
 
Manuscripts written in English are considered and should be submitted online 

 
Conditions 
 
All manuscripts are subject to editorial review. 
Manuscripts are received with the explicit understanding that they are not under 
simultaneous consideration by any other publication. Submission of an article for 
publication implies the transfer of the copyright from the author to the publisher upon 
acceptance. Accepted papers become the permanent property of ‘Annals of Nutrition 
and Metabolism’ and may not be reproduced by any means, in whole or in part, 
without the written consent of the publisher. It is the author's responsibility to obtain 
permission to reproduce illustrations, tables, etc. from other publications. 
 
 
Types of Articles 
 
The journal consists of the following sections: 
Original Papers are full-length research papers which will be considered for the 
journal. These articles cover topics relevant to clinical studies. Basic and 
experimental work appears only if directly related to clinical issues (max. 3,000 
words). 
 
Review Articles/Systematic Reviews Reviews in which a specific field is reviewed 
through an exhaustive literature survey. An Abstract is required and should be 
divided into Background, Summary and Key Messages. Review Articles should 
consist of a maximum of 4,000 words. 
 
Commentaries and Viewpoint of an editorial nature may be submitted to the 
journal. In these communications, usual manuscript subdivisions do not apply and a 
summary statement is not needed; however, a very brief reference list may be 
included (max. 500 words). 
 
Meeting Reports are brief summaries of scientific meetings in the field of nutrition 
and metabolism. Authors should write to the Editor inquiring about potential interest 
before submitting the paper (max. 1,500 words). 
 
Letters to the Editor are encouraged if they directly concern articles previously 
published in this journal or clinical subjects related to the matters discussed. The 
Editor reserves the right to submit copies of such letters to the authors of the articles 
concerned prior to publication in order to permit them to respond in the same issue of 
the journal (max. 500 words). 
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Editorials are usually invited by the Editor (max. 1,000 words). Please send 
suggestions to the Editor. 
 
 
Conflicts of Interest 
 
Authors are required to disclose any sponsorship or funding arrangements relating to 
their research and all authors should disclose any possible conflicts of interest. 
Conflict of interest statements will be published at the end of the article. 
 
 
Ethics 
 
Published research must comply with the guidelines for human studies and animal 
welfare regulations. Authors should state that subjects have given their informed 
consent and that the study protocol has been approved by the institute's committee 
on human research. Further, they should also state that animal experiments conform 
to institutional standards. 
 
 
Plagiarism Policy 
 
 
Whether intentional or not, plagiarism is a serious violation. We define plagiarism as 
a case in which a paper reproduces another work with at least 25% similarity and 
without citation. If evidence of plagiarism is found before/after acceptance or after 
publication of the paper, the author will be offered a chance for rebuttal. If the 
arguments are not found to be satisfactory, the manuscript will be retracted and the 
author sanctioned from publishing papers for a period to be determined by the 
responsible Editor(s). 
 
 
Arrangement 
 
Title page: The first page of each paper should indicate the title, the authors' names, 
the institute where the work was conducted, and a short title for use as running head. 
NB: Authors wishing to preserve the phonetic meaning of diacritics (PubMed reduces 
diacritics to their root characters) must spell their names accordingly when submitting 
manuscripts (e.g. Müller should be Mueller). 
 
Full address: The exact postal address of the corresponding author complete with 
postal code must be given at the bottom of the title page. Please also supply phone 
and fax numbers, as well as e-mail address. 
 
Key words: Please supply 3–10 key words in English that reflect the content of the 
paper. 
 
Abstract of Reviews: Should be divided into the following subsections: Background, 
Summary and Key Messages. The Background should provide a brief clinical context 
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for the review and is followed by the Summary, which should include a concise 
description of the main topics covered in the text. The Key Messages encapsulate 
the main conclusions of the review. 
 
 
Abstract: Each paper needs an abstract of up to 200 words. It should be structured 
as follows: 
 
   Background/Aims: What is the major problem that prompted the study? 
 
   Methods: How was the study performed? 
 
   Results: Most important findings? 
 
   Conclusions: Most important conclusion? 
 
 
Footnotes: Avoid footnotes. 
 
 
Tables and illustrations: Tables are part of the text. Place them at the end of the 
text file. Illustration data must be stored as separate files. Do not integrate figures 
into the text. Electronically submitted b/w half-tone and color illustrations must have a 
final resolution of 300 dpi after scaling, line drawings one of 800–1,200 dpi. 
 
 
Color Illustrations 
 
Online edition: Color illustrations are reproduced free of charge. In the print version, 
the illustrations are reproduced in black and white. Please avoid referring to the 
colors in the text and figure legends.  
 
Print edition: Up to 6 color illustrations per page can be integrated within the text at 
CHF 960.00 per page. 
 
 
References 
 
In the text identify references by Arabic numerals [in square brackets]. Material 
submitted for publication but not yet accepted should be noted as ‘unpublished data’ 
and not be included in the reference list. The list of references should include only 
those publications which are cited in the text. Do not alphabetize; number references 
in the order in which they are first mentioned in the text. The surnames of the authors 
followed by initials should be given. There should be no punctuation other than a 
comma to separate the authors. Preferably, cite all authors. Abbreviate journal 
names according to the Index Medicus system. Also see International Committee of 
Medical Journal Editors: Uniform requirements for manuscripts submitted to 
biomedical journals (www.icmje.org). 
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characterization of two complete Ara h 2 isoforms cDNA. Int 
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(b) Papers published only with DOI numbers:  
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Reference Management Software: Use of EndNote is recommended for easy 
management and formatting of citations and reference lists. 
 
 
Digital Object Identifier (DOI) 
 
S. Karger Publishers supports DOIs as unique identifiers for articles. A DOI number 
will be printed on the title page of each article. DOIs can be useful in the future for 
identifying and citing articles published online without volume or issue information. 
More information can be found at www.doi.org 
 
 
Supplementary Material 
 
Supplementary material is restricted to additional data that are not necessary for the 
scientific integrity and conclusions of the paper. Please note that all supplementary 
files will undergo editorial review and should be submitted together with the original 
manuscript. The Editors reserve the right to limit the scope and length of the 
supplementary material. Supplementary material must meet production quality 
standards for Web publication without the need for any modification or editing. In 
general, supplementary files should not exceed 10 MB in size. All figures and tables 
should have titles and legends and all files should be supplied separately and named 
clearly. Acceptable files and formats are: Word or PDF files, Excel spreadsheets 
(only if the data cannot be converted properly to a PDF file), and video files (.mov, 
.avi, .mpeg). 
Author's ChoiceTM 

 
Karger's Author's ChoiceTM service broadens the reach of your article and gives all 
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users worldwide free and full access for reading, downloading and printing at 
www.Karger.com. The option is available for a one-time fee of CHF 3,000.00, which 
is a permissible cost in grant allocation. More information can be found at 
www.karger.com/authors_choice. 
 
 
NIH-Funded Research 
 
The U.S. National Institutes of Health (NIH) mandates under the NIH Public Access 
Policy that final, peer-reviewed manuscripts appear in its digital database within 12 
months of the official publication date. As a service to authors, Karger submits your 
manuscript on your behalf to PubMed Central (PMC) immediately upon publication. It 
usually receives a PMCID within approximately a month and will appear in PMC after 
12 months. For those selecting our premium Author's ChoiceTM service, the usual 
embargo will be overridden, accelerating the accessibility of your work. More details 
on NIH's Public Access Policy are available here. 
 
 
Self-Archiving 
 
Karger permits authors to archive their pre-prints (i.e. pre-refereeing) or post-prints 
(i.e. final draft post-refereeing) on their personal or institution's servers, provided the 
following conditions are met: Articles may not be used for commercial purposes, must 
be linked to the publisher's version, and must acknowledge the publisher's copyright. 
Authors selecting Karger's Author's ChoiceTM feature, however, are also permitted to 
archive the final, published version of their article, which includes copyediting and 
design improvements as well as citation links.  
 
Page Charges 
 
There are no page charges for papers of 3 or fewer printed pages (including tables, 
illustrations and references). Each additional complete or partial page is charged to 
the author at CHF 325.00. The allotted size of a paper is equal to approx. 10 
manuscript pages (including tables, illustrations and references). 
 
Proofs 
 
Unless indicated otherwise, proofs are sent to the first-named author and should be 
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