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Resumo

A doenca cardiovascular (DCV) é uma importante causa de mortalidade, e a
hipercolesterolemia esta diretamente relacionada ao seu surgimento e
desenvolvimento. Os niveis de lipideos séricos apresentam variabilidade
interindividual e polimorfismos presentes no genoma ja foram associados com esta
variabilidade. O manejo da hipercolesterolemia é realizado através do uso de
farmacos com potencial hipolipemiante, dentre eles as estatinas. Clinicamente, a
eficacia das estatinas apresenta um elevado grau de variabilidade e pode ser
influenciada pela genética de cada individuo e pelo dimorfismo sexual, dentre outros
fatores. Homens e mulheres apresentam diferentes mecanismos de regulacéao
génica, que podem estar relacionados a diferencas na resposta farmacolégica. Tais
mecanismos podem ser estrégeno-dependentes, visto que o estrégeno, quando
ligado aos seus receptores, atua como um fator de transcricdo. Foram avaliadas as
caracteristicas clinicas da coorte em estudo composta por 495 individuos
provenientes da regido metropolitana de Porto Alegre, de ascendéncia europeia.
Neste estudo foram analisados 13 polimorfismos de base Unica (SNPs) no gene que
codifica o receptor de estrégeno 1 (ESR1) e 10 SNPs no gene codifica o receptor de
estrogeno 2 (ESR2) e a sua possivel associacdo na determinacgao de niveis lipidicos
basais e na resposta da terapia com sinvastatina ou atorvastatina. As mulheres
desta coorte apresentaram maiores niveis basais de colesterol total (CT),
lipoproteinas de baixa densidade (LDL-C) e lipoproteinas de alta densidade (HDL-C)
guando comparadas aos homens (p < 0,0001). Apo6s o tratamento, mulheres tiveram
uma maior reducao dos niveis de colesterol total e de LDL-C que homens. O ajuste
para covariaveis mostrou que os niveis basais de CT e de LDL-C sao responsaveis
por cerca de 30% da eficacia das estatinas (p < 0,001), independentemente do sexo.
Mialgia (com ou sem alteracdo de creatinofosfoquinase - CPK) ocorreu mais
frequentemente em mulheres (25,9%) (p = 0,002), enquanto o aumento isolado de
CPK e alteragbes de funcao hepatica foram mais frequentemente observados em
homens (17,9%) (p = 0,017). Considerando o gene ESRT1, foram observadas
associagdes significativas entre o SNP rs1801132 e os niveis basais de TG
(triglicerideos) (p = 0,002, valor de p corrigido para multiplos testes [pC] = 0,022).
Para algumas das associacoes observadas, quando aplicada a corre¢cdo para
multiplos testes, observou-se um valor de p>0,05: ESR7 rs3020314 com 0s niveis



de TG basais (p = 0,013, pC = 0,143); ESR1rs4870061 e niveis basais de HDL-C (p
= 0,045, pC = 0,495) e niveis basais de TG (p = 0,040, pC = 0,440). No que diz
respeito a eficacia do tratamento, o genétipo C/C do ESRT 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 reducdo de CT (p = 0,019, pC = 0,209) e TG (p = 0,026, pC =
0,286). A analise dos polimorfismos no gene ESR2 aponta para uma associagao
entre portadoras dos genoétipos G/A e A/A e menores niveis de LDL-C (p = 0,023, pC
= 0,115). As associacdes dos polimorfismos dos genes ESR1 e ESR2 com niveis
basais e eficacia foram observadas apenas em mulheres. Os resultados obtidos
demonstram que os niveis basais de CT e LDL-C sdo os principais preditores da
eficacia do tratamento, independentemente do sexo. Adicionalmente, sugerimos que
existe dimorfismo sexual na seguranca do tratamento com sinvastatina/atorvastatina.
Polimorfismos nos genes ESR1 e ESR2 sao em parte responsaveis pela variacao
nos niveis de LDL-C, HDL-C e TG e esse efeito, nesta coorte, parece ser especifico

do género feminino.

Palavras-chave: Doenca cardiovascular, farmacogenética, estatinas, lipideos, gene
ESR1, gene ESR2.



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 variabilty 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: ESR17 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,
ESR1rs2234693 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



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.



1. Introducao
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1.1 Doenca cardiovascular

A doencga cardiovascular (DCV) — o que inclui doencas cardiacas e acidente
vascular cerebral (AVC) — representa a principal causa de morte no Brasil e em todo
o mundo. A DCV afeta individuos de todas as idades e grupos populacionais,
incluindo mulheres e criangas. Dados da Organizacdo Mundial da Saude (2011)
mostram que 394,6 em cada 1.000 mortes no Brasil sdo decorrentes de DCV, sendo
a doenca cardiaca isquémica a mais frequente (WHO 2015). O elevado indice de
mortalidade por DCV pode ser relacionado ao aumento da expectativa de vida
associado a habitos de vida que predispéem ao risco cardiovascular. Além disso, o
tratamento para esta patologia representa custos elevados com medicamentos e
assisténcia médica (NCEP 2002). Diante desse contexto, estudos que estejam
focados na prevengdo e manejo da DCV apresentam grande relevancia dentro da
comunidade cientifica.

A DCV pode surgir ou sofrer agravos através da acao de diferentes fatores de
risco, dentre os quais podemos citar: idade, sexo, histéria familiar de DCV precoce,
obesidade, sedentarismo, dieta aterogénica, hipertensdo arterial sistémica,
tabagismo, diabetes melito e hipercolesterolemia (NCEP 2002). Além destes, a
sindrome metabdlica somada ao tabagismo tem contribuido para o desenvolvimento
de DCV precoce. A sindrome metabdlica € uma condi¢do originada pela unido de
varios fatores de risco em um individuo. Sao eles: obesidade, dislipidemia, presséao
arterial elevada, aumento da resisténcia insulinica, perfil pré-trombético e pro-
inflamatério (NCEP 2002). Existe um elevado grau de desenvolvimento de DCV em
individuos com sindrome metabdlica, fato este que torna dificil separar a
contribuicdo de cada fator individualmente.

1.2 Perfil lipidico

Dentre todos os fatores de risco para DCV acima listados, a
hipercolesterolemia € uma condicdo que apresenta destaque. Ela se manifesta
através de altos niveis de colesterol sérico encontrado nas lipoproteinas de baixa-
densidade (LDL-C) e altos niveis de triglicerideos (TG), assim como baixos niveis
das lipoproteinas de alta densidade (HDL-C) (NCEP 2002).
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O National Cholesterol Education Program — Adult Treatment Panel Il
(NCEP-ATP Ill) (NCEP 2002) aborda os cuidados a serem observados no manejo
da prevencao primaria de DCV em pacientes com multiplos fatores de risco.
Segundo tal, os niveis de lipideos e lipoproteinas adequados sao: 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) reforca a indicacdo de que os niveis de LDL-C sejam mantidos em uma
concentracdo <100 mg/dL também para uma efetiva prevencao secundaria de DCV
(SMITH et al. 2011). A tabela 1 apresenta os valores de referéncia para cada
parametro lipidico em adultos maiores de 20 anos, de acordo com a Sociedade
Brasileira de Dislipidemias e Prevencao da Aterosclerose (2013) (XAVIER 2013).

A DCV é classificada como uma doenca multifatorial, ou seja, fatores
ambientais e fatores genéticos atuam conjuntamente levando ao desfecho da
doenca. Os conhecimentos atuais indicam que os niveis de HDL-C apresentam uma
relagdo 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 € observada em relacao aos niveis de
LDL-C e de TG. Nos ultimos anos, estudos de associacdo genética demonstraram
ser uma ferramenta importante na identificacdo de variantes genéticas que estariam
influenciando essas caracteristicas. No entanto, o papel funcional de muitas dessas
variantes genéticas ainda permanece desconhecido (WEISSGLAS-VOLKOV &
Pajukanta ).

1.2.1 Metabolismo dos lipideos e das lipoproteinas

Considerando a funcao biolégica, os lipideos apresentam um importante
papel no organismo humano. Os fosfolipideos constituem as membranas celulares.
Os triglicerideos representam uma das formas mais importantes de armazenamento
de energia depositada nos tecidos adiposo e muscular. A importancia do colesterol
se da pela sua capacidade de atuar como um precursor de horménios esteréides,
dos &cidos biliares e da vitamina D. O colesterol também participa da formacao e
fluidez das membranas celulares e ativagdo de enzimas nelas presentes. A sua

sintese pode ocorrer em qualquer célula nucleada, entretanto, a sua metabolizagéo
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ou excregcao ocorre apenas nos hepatécitos e nos enterécitos (BROWN &
GOLDSTEIN 1983).

Tabela 1. Valores de referéncia para cada parametro lipidico em adultos maiores de

20 anos.
Lipideos Valores (mg/dl) Categoria
<200 Desejavel
CT 200 - 239 Limitrofe
=240 Alto
<100 Otimo
100 - 129 Desejavel
LDL-C 130 - 159 Limitrofe
160 — 189 Alto
=190 Muito alto
HDL.C >60 Desejavel
<40 Baixo
130 - 159 Desejavel
TG 160 — 189 Alto
=190 Muito alto

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

A sintese de lipideos e lipoproteinas ocorre através de duas vias distintas: a

via intestinal e a via hepatica.

a) Via intestinal: ocorre a sintese de lipideos através dos triglicerideos
provindos da dieta. No estado péds-prandial, as lipases pancreaticas
hidrolisam os TG em &acidos graxos livres. Estes, por sua vez, sao
emulsificados pelos sais biliares na luz intestinal formando estruturas
chamadas micelas, facilitando a movimentacdo através das
microvilosidades intestinais. A membrana apical dos enterdcitos apresenta
receptores especificos que promovem a absor¢cao das particulas lipidicas.

Os acidos graxos absorvidos formardo os quilomicrons, que
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posteriormente serdo lancados no sistema linfatico e chegam até a
corrente sanguinea. Na circulacao, os quilomicrons sofrem acao da lipase
lipoproteica liberando acidos graxos, glicerol e colesterol nao-esterificado.
Os é&cidos graxos sao capturados por células musculares e adip6citos
onde sdo armazenados. Os remanescentes de quilomicrons sao
capturados pelo figado para formacéao de VLDL.

b) Via hepatica: no figado, observa-se o envolvimento das lipoproteinas
VLDL, IDL e LDL no transporte dos lipideos. As VLDL sao ricas em TG e
contém apo B100 como principal constituinte. As VLDL formadas no figado
sao liberadas na corrente sanguinea onde serao hidrolisadas pela lipase
lipoproteica. Os acidos graxos liberados sao redistribuidos para os tecidos,
onde podem ser armazenados na forma de tecido adiposo ou utilizados
pelo musculo esquelético. As VLDL quando tém as particulas de TG
removidas transformam-se em remanescentes: uma parte € transformada
em IDL que sao rapidamente removidas do plasma; através da acao da

lipase hepatica, outra porcao origina LDL.

As lipoproteinas HDL e LDL apresentam importante contribuicao no transporte
de colesterol. Quando em excesso, o colesterol é transportado dos tecidos
periféricos até o figado. As lipoproteinas HDL fazem o transporte do colesterol dos
tecidos para o figado com a finalidade de que este seja eliminado do organismo. A
porcao de colesterol que esta ligado a molécula de HDL é chamada HDL colesterol
(HDL-C). As lipoproteinas LDL fazem o transporte inverso: distribuem o colesterol
hepatico para os tecidos. As LDL quando ligadas ao colesterol sdo denominadas
LDL-C. HDL e LDL sao moléculas muito ricas em colesterol e estdo envolvidas na
formacao e na progressao de placas ateroscleréticas levando ao desenvolvimento
de DCV. A quantidade de LDL-C (popularmente chamado de “colesterol ruim”)
presente na circulacdo esta 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 Classificacao das dislipidemias
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As dislipidemias primarias podem ser classificadas considerando as
caracteristicas genéticas ou fenotipicas. Genotipicamente, as dislipidemias podem
ser divididas em monogénicas (causadas por mutacées em um s6 gene) e
poligénicas (quando ocorrem associagdes de multiplas mutagcdes consideradas de
pequeno efeito quando isoladas). Para a classificacao fenotipica, sdo observados os
valores séricos de CT, LDL-C, TG e HDL-C para uma classificacdo que envolve
quatro tipos bem definidos:

a) hipercolesterolemia isolada: elevacéo isolada de LDL-C (= 160 mg/dl);

b) hipertrigliceridemia isolada: elevacao isolada dos TGs (= 150 mg/dl) que
reflete 0 aumento do niumero e/ou do volume de particulas ricas em TG, como
VLDL, IDL e quilomicrons;

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

d) HDL-C baixo: redugdo do HDL-C (homens < 40 mg/dl e mulheres < 50 mg/dl)
isolada ou em associacdo o aumento de LDL-C ou de TG (HEGELE 2001,
SPOSITO et al. 2007).

1.2.3 Genética das dislipidemias

Estudos de associacdo de variantes genéticas demonstram que os niveis de
lipideos séricos apresentam elevadas taxas de herdabilidade. A taxa de
herdabilidade aproximada para LDL-C, HDL-C e TG esta entre 60-70% (SUNG et al.
2009). Dessa maneira, os 30% restantes estédo relacionados com fatores externos
ou ambientais. Varios estudos tém sido desenvolvidos com o intuito de apontar quais
seriam as modificacbes presentes na molécula de DNA responsaveis pelas
variagdes nos niveis lipidicos. Grande parte destes estudos estdo focados em
polimorfismos de base Unica (single nucleotide polymorphism - SNP) que podem
alterar a funcionalidade de genes.

Teslovich et al. (2010) realizaram um grande estudo de associacdo do
genoma (GWAS), no qual realizaram um screening de mais de 100.000 individuos
de ascendéncia europeia. Os resultados obtidos demonstraram o envolvimento de
95 lbécus génicos associados com a determinagcdo dos niveis de lipideos e
lipoproteinas, dentre eles, dois I6cus mostraram associagdo sexo-especifica: o l6cus
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KLF14 (Kruppel-like factor) foi associado com TG e o lécus ABCA8 (gene que
codifica o transportador ATP binding cassete A8) foi associado com LDL-C.

1.3 Hipolipemiantes

Os hipolipemiantes sdo farmacos amplamente utilizados na pratica clinica
cujo objetivo é a reducao dos niveis de lipideos séricos. Existem diversas classes de
farmacos com potencial hipolipemiante. Sao elas: resinas sequestrantes de acidos
biliares, fibratos, acido nicotinico, inibidores seletivos da absorcédo 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 consideracao o tipo de dislipidemia que o paciente apresenta. As
estatinas sdo indicadas para pacientes que apresentam hipercolesterolemia com
niveis de LDL-C elevados (XAVIER 2013).

1.3.1 Estatinas

A acao das estatinas no organismo ocorre através da inibicdo da enzima 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA), uma enzima indispensavel pela
sintese intracelular do colesterol. Quando esta enzima esté inibida, observa-se uma
reducédo do colesterol intracelular e, como consequéncia, h4 o aumento do numero
de receptores de LDL-C nos hepatécitos que entdo removem mais VLDL, IDL e LDL
da circulacdo com o intuito de repor o colesterol intracelular. Esta classe de
farmacos é responsavel por uma reducao de 15% a 55% dos niveis de LDL-C e 7%
a 28% nos niveis de triglicerideos em adultos. Além disso, atuam elevando os niveis
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
farmacos: 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 langadas, 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 estdo registradas na Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) s&o: sinvastatina, atorvastatina, pravastatina, fluvastatina,
rosuvastatina e lovastatina. Todas estdo em comercializacdo, sendo que apenas a
atorvastatina e a rosuvastatina ainda estio sob protecéo patentaria (SAUDE 2009).
No Brasil, o Sistema Unico de Saude (SUS), através da dispensacdo do Ministério
da Saude fornece gratuitamente a populacdo as seguintes estatinas: lovastatina,
sinvastatina, pravastatina, fluvastatina e atorvastatina, dentre as quais, as mais
amplamente utilizadas sao atorvastatina e sinvastatina (DATASUS 2015).
Entretanto, nas clinicas médicas observa-se um aumento na prescricdo de
rosuvastatina, embora seu acesso nao esteja disponivel no SUS. A cerivastatina foi
retirada do mercado em 2001 devido a miotoxicidade seguida de morte de 31
individuos nos Estados Unidos. Cabe ressaltar que destes, 13 faziam uso
concomitante de genfibrozil (STAFFA et al. 2002). Dessa maneira, 0 uso
concomitante de outros farmacos pode aumentar o risco de efeitos adversos severos
(POGSON et al. 1999). Uma metandlise realizada por Weng et al. (2010) analisou 25
estudos e os resultados demonstram que em doses comparaveis, as seis estatinas
disponiveis no mercado (lovastatina, sinvastatina, pravastatina, fluvastatina,
atorvastatina e rosuvastatina) apresentam efeitos terapéuticos equivalentes:
atorvastatina 10 mg, fluvastatina 80 mg, lovastatina 40/80 mg e sinvastatina 20 mg
sao capazes de reduzir os niveis de LDL-C em 30 a 40%. A elevacao do HDL-C e a
reducdo dos TG também se mostraram similares entre as diferentes estatinas em
doses equivalentes (WENG et al. 2010).

Trés importantes metanalises demonstram que as estatinas apresentam um
grande potencial na redugdo 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
estatistico em relagcdo aos efeitos da terapia hipolipemiante. Dessa maneira,
periodicamente, sdo realizadas metanadlises de dados de morbi-mortalidade de
ensaios clinicos randomizados de grande escala que utilizam a terapia
hipolipemiante. Baigent et al. (2005) ao analisarem dados de 90.056 individuos em
14 trials com estatinas com duracdo de 5 anos concluiram que as estatinas

apresentam efeitos favoraveis no organismo. Esta terapia pode reduzir a incidéncia
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de eventos coronarianos em 5 anos, melhora a revascularizacdo das coronarias e
reduz a ocorréncia de acidentes vasculares cerebrais na taxa de aproximadamente
20% a cada 1 mmol/L (38,7 mg/dL) de reducado nos niveis de LDL-C. Em um
segundo momento, este mesmo grupo avaliou os efeitos de reducdes adicionais no
LDL-C em individuos com regime de estatinas padrao e sem diagnéstico de DCV.
Os resultados observados foram uma reducdo de 28% dos principais eventos
vasculares quando utilizada uma dose maior de estatinas. Uma reducdo 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). Individuos 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 individuos com risco de ocorréncia de eventos cardiovasculares
menor do que 10% em 5 anos, a redugdo de 1 mmol/L (38,7 mg/dL) de LDL-C
levaria a uma redugéo de 11 em cada 1.000 eventos em 5 anos (MIHAYLOVA et al.
2012).

Adicionalmente, estudos demonstram que as estatinas apresentam outros
beneficios além da melhora do perfil lipidico, os chamados efeitos pleiotropicos. Ray
et al. (2006) realizaram um estudo de revisdo sobre os ensaios clinicos realizados
com uso de estatinas e observaram que as estatinas ndo s6 agem sobre o perfil
lipidico, mas também promovem melhoras sobre os marcadores de inflamagéo,
oxidacao e trombose.

Em contrapartida, reagdes adversas a medicamentos (RAM) s&o observadas
em um pequeno numero de individuos que fazem uso de estatinas, tais como:
toxicidade hepatica (1-3%), mialgia (6,2-9,1%) e rabdomiblise (lise do tecido
muscular esquelético devido a lesdao 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 apos o inicio 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-medicagdes. Interacbes farmacocinéticas e farmacodinamicas entre
diferentes farmacos administrados concomitantemente, mais especificamente,
farmacos que propiciam concentracoes elevadas de estatinas na corrente sanguinea
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 nao
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estdo bem determinados, entretanto alguns fatores de risco sdo observados: idade
avancada, sexo feminino, coadministracdo de outros farmacos, doencas multi-
sistémicas e variabilidade genética (SEWRIGHT et al. 2007).

Conforme mencionado anteriormente, o uso de estatinas no manejo do perfil
lipidico € uma pratica bem estabelecida na clinica médica. Quando a resposta
farmacolégica das estatinas € avaliada observa-se que a maioria dos usuarios
responde positivamente ao tratamento, normalizando os niveis de lipideos e
lipoproteinas. Entretanto, um pequeno nimero de usuarios nao apresenta a eficacia
farmacolégica desejada ou desenvolve reacbes adversas. A resposta de cada
paciente a terapia pode ser influenciada pela variabilidade genética de cada

individuo, fator este que pode limitar o beneficio desejado.

1.4 Dimorfismo sexual

As diferentes caracteristicas anatdmicas, fisiolégicas e comportamentais
observadas entre homens e mulheres sdo definidas como dimorfismo sexual. O
dimorfismo sexual, em humanos, esta relacionado com a prevaléncia,
desenvolvimento e severidade de inumeras doencas comuns, dentre elas
encontram-se as doencgas autoimunes (LOCKSHIN 2006), asma (POSTMA 2007) e
doencas cardiovasculares (MENDELSOHN & KARAS 1999). Entre homens e
mulheres observa-se uma diferenca significativa sobre o risco de desenvolvimento
de DCV (MENDELSOHN AND KARAS 1999, PILOTE et al. 2007, TOUZE AND
ROTHWELL 2007). A incidéncia de DCV é menor em mulheres durante o periodo
reprodutivo do que em homens da mesma idade (TUNSTALL-PEDOE et al. 1999). O
hormonio sexual estrogénio (17B-estradiol) pode contribuir para a diminuicdo da
incidéncia de DCV em mulheres (MAHMOODZADEH et al. 2012) devido ao seu
efeito favoravel sobre o perfil lipidico. No entanto, as mulheres apés a menopausa
sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento de DCV do que os homens. Fatores
hormonais enddgenos diferem entre homens e mulheres, e os efeitos e quantidade
dos horménios sofrem variacdes relacionadas a faixa etaria (COTREAU et al. 2005,
SCARABIN-CARRE et al. 2012). Variagbes na farmacocinética e farmacodinamica
entre 0os sexos também podem estar relacionadas com a eficacia e toxicidade
farmacolégicas (WAXMAN & HOLLOWAY 2009), as quais podem ser o resultado de
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diferentes mecanismos de regulacdo génica em homens e mulheres (RINN &
SNYDER 2005, RIGBY & KULATHINAL 2015), principalmente no que diz respeito a
resposta de genes dependentes de hormdnios sexuais (ELLEGREN & PARSCH
2007, OBER et al. 2008). Pilote e cols. (2007) sugerem que a evolucao das
diferencas observadas entre os sexos em relacdo aos perfis de risco pode ser
resultado da acdo de horménios sexuais e seus receptores. Gasparotto e cols.
(2012) demonstraram a presenca de associacdo entre SNPs nos genes ESRT e
ESR2 e a prevaléncia de lipodistrofia e sindrome metabdlica em individuos
soropositivos para HIV (virus da imunodeficiéncia humana) em uso de terapia
antirretroviral, sugerindo uma forte influéncia do dimorfismo sexual na redistribui¢cao

do tecido adiposo e nos padrdes de lipodistrofia observados.

1.4.1 Dimorfismo sexual e estatinas

Os dados presentes na literatura demonstram controvérsias em relagao a
eficacia 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 metanalise cujo objetivo foi avaliar
o efeito das estatinas na reducdo de eventos cardiovasculares em homens e
mulheres. Foram analisados 18 ensaios clinicos randomizados contemplando um
total de 141.235 participantes em uso de estatinas e estratificados por sexo. Os
resultados mostraram que os beneficios das estatinas nao diferiam entre os sexos.
Mosca (2012) avaliou o estudo e pontuou que o estudo de Kostis (2012) nao
forneceu os dados de eficacia no uso de estatinas, relativas as diferencas sexuais e
seguranga.

Estudos anteriores demonstram que a porcentagem de homens que atingiu
niveis normais de CT e LDL-C apéds o tratamento com estatinas é significativamente
maior em comparacao 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 concentragdes plasmaticas de estatinas sdo maiores nas mulheres
(JOCHMANN et al. 2005).
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1.5 Farmacogenética

A farmacogenética abrange o estudo da variabilidade genética na variacao
individual da resposta aos farmacos (TRIBUT et al. 2002). Os estudos
farmacogenéticos estdo focados na variagdo de genes que codificam proteinas
relacionadas ao metabolismo dos medicamentos (WEINSHILBOUM & WANG 2006).
Ou seja, individuos diferentes, pela sua constituicio genética Unica, podem
apresentar diferentes respostas diante de uma dose-padrao de farmaco. Uma dose
de farmaco considerada como sendo ideal no manejo de uma condicao patolégica
pode ndo apresentar o efeito desejado ou ainda causar um efeito indesejado em
diferentes individuos (SHIN et al. 2009, MYBURGH et al. 2012). Existem diversos
fatores que estdo relacionados com a eficacia farmacoldgica tais como a idade, o
sexo, a funcionalidade dos 6rgaos, a histéria da doencga, interagdes medicamentosas
(FRANCONI & CAMPESI 2014), entretanto, sabe-se que as diferencas
interindividuais também sao influenciadas pela variacao genética de cada individuo
(POSTMUS et al. 2012).

Determinantes importantes da resposta farmacolégica sao as rotas de
metabolizacdo enzimatica e transporte de farmacos. Variacbes na expressao e
atividade destas enzimas e proteinas transportadoras determinam diferencas na
exposicao sistémica e tecidual aos farmacos (URQUHART et al. 2007) podendo, as
vezes, influenciar na resposta aos farmacos aumentando a variabilidade na eficacia
terapéutica. A variabilidade interindividual pode ser influenciada pela presenca de
regides variaveis no genoma de cada individuo. Os polimorfismos de base Unica
(SNPs) sao definidos como um local na sequencia de DNA que difere por apenas
um nucleotideo entre os diferentes individuos. O genoma humano € composto por
aproximadamente 3 bilhdes 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
identificacédo e o estudo da funcionalidade de SNPs sao de grande relevancia para o
entendimento de rotas de metabolismo de farmacos e também de doencas
genéticas humanas. Nos ultimos anos, houve um grande avanco nas pesquisas
genéticas, permitido uma abordagem estratégica dentro dos estudos de associacao.

A farmacogenética tem muitas aplicacées na farmacoterapia cardiovascular,
incluindo o rastreio de polimorfismos para escolher agentes com o maior potencial

de eficacia e menor risco de toxicidade além de possibilitar 0 ajuste de doses de
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medicamentos especificos em pacientes com alteracdes genéticas ja identificadas
(VERSCHUREN et al. 2012).

1.5.1 Farmacogenética das estatinas

Os genes que codificam proteinas relacionadas com as propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas das estatinas sdo alvos promissores para
estudos de associacdo com resposta terapéutica. Nos ultimos anos, variacoes em
genes relacionados com a farmacocinética e farmacodinamica foram
extensivamente estudadas (FIEGENBAUM et al. 2005a, FIEGENBAUM et al. 2005b,
FIEGENBAUM et al. 2005¢c, 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 porcao da variacao observada em resposta as estatinas.

Mais de 40 genes foram descritos como candidatos a estarem relacionados
com a variabilidade do perfil lipidico em resposta as estatinas, bem como, de efeitos
sobre o sistema cardiovascular, incluindo infarto e morte cardiovascular
(VERSCHUREN et al. 2012). Em relacao a resposta as estatinas, alguns genes com
forte associacdo sdo os genes CETP (BOEKHOLDT et al. 2005), APOE
(apolipoproteina E) (ZINTZARAS et al. 2009), CLMN (calmina) (BARBER et al. 2010)
e APOCT (BARBER et al. 2010).

O gene CETP codifica a proteina transferidora de éster de colesterol
envolvida no metabolismo do colesterol. Pacientes que apresentam a variante B1B1
do polimorfismo rs708272 (TaqlB) apresentam uma melhor resposta as estatinas
(BOEKHOLDT et al. 2005). Em relacdo ao APOE, existem alguns estudos na
literatura com resultados contraditérios, com relacado a associacao dos polimorfismos
rs429358 e rs7412 e resposta as estatinas. Alguns estudos relatam a associacao
entre a variante E2 da APOE e uma melhor resposta as estatinas e diminuicao dos
desfechos cardiovasculares (NIEMINEN et al. 2008). O primeiro GWAS mostrou
associacao significante entre polimorfismos na APOE e resposta de LDL-C
(THOMPSON et al. 2009), enquanto que uma recente metanalise refutou esta
associacdo (ZINTZARAS et al. 2009). Da mesma forma, ainda ndo esta bem
definida a funcado da proteina calmina, codificada pelo gene CLMN, sobre o perfil
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lipidico, mas um GWAS mostrou que usuarios de estatina que apresentavam o
polimorfismo rs8014194 tiveram maior redugéo nos niveis de CT. Além disso, um
polimorfismo proximo ao gene da APOE, o rs4420638 no gene APOC1 mostrou
associacao com os niveis de LDL-C em resposta a estatinas (BARBER et al. 2010).

O mecanismo de agdo das estatinas ocorre através da sua ligagdo ao
receptor da HMG-CoA redutase, bloqueando a sintese do colesterol. O receptor da
HMG-CoA redutase € codificado pelo gene HMGCR e tem sido amplamente
estudado em individuos usuarios de estatinas. Um estudo envolvendo 1.536
participantes avaliou 148 SNPs em 10 genes candidatos envolvidos na sintese de
colesterol e no metabolismo das estatinas. Dois SNPs no gene HMGCR foram
associados com reducao da eficacia de pravastatina sobre o CT em 22% e sobre o
LDL-C em 19% (CHASMAN et al. 2004).

Polimorfismos relacionados ao metabolismo lipidico, a farmacocinética e a
farmacodindmica das estatinas também sao 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 caracteristicas com padrao de
heranca multifatorial, cada l6cus génico apresenta um pequeno efeito sobre uma
determinada caracteristica, e quando somados, esses efeitos podem levar a

respostas terapéuticas mais favoraveis ou, em alguns casos, a falha terapéutica.

1.6 Estrégeno

O estrégeno (17B-estradiol) € um horménio sexual considerado um dos mais
importantes na fisiologia e reproducdo feminina. Nas mulheres, durante o periodo
reprodutivo, o estrogeno é sintetizado principalmente nas células granulosas do
ovario (DUBEY & JACKSON 2001) e nos homens a producédo ocorre em menores
quantidades nos testiculos (SHARPE 1998). Além disso, também atua na protecao
de vérios estados patofisiolégicos, dentre eles, obesidade, DCV, hiperlipidemia,
diabetes, osteoporose e cancer em homens e mulheres (NILSSON et al. 2001,
PARAZZINI 2003, DEROO & KORACH 2006). Os estrogenos podem reduzir o risco
de DCV através de varios mecanismos e dentre eles observa-se a promog¢ao de um
perfil lipidico mais favoravel, dilatagdo vascular e reparo eficiente de lesbes
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endoteliais (OUYANG et al. 2006). O estrogeno ainda pode estar relacionado com a
farmacodindmica e a farmacocinética e modificar vias de sinalizacdo hormonais
(SPOLETINI et al. 2012, FRANCONI & CAMPESI 2014) e, dessa forma, contribuir
com as diferengas observadas entre os sexos (MAHMOODZADEH et al. 2012).

Os estrégenos exercem sua acao pela ligacdo aos seus receptores
especificos. O complexo horménio-receptor reconhece sequéncias especificas em
genes que possuem elementos de resposta ao estrogeno, liga-se a estas
sequéncias e recruta os demais fatores de transcri¢cdo ativando a transcricao destes
genes (FORYST-LUDWIG & KINTSCHER 2010). Até o momento foram identificadas
trés isoformas de receptores estrogénicos: receptor alfa ou 1 (ERa ou ESR1),
receptor beta ou 2 (ERP ou ESR2) e o receptor delta (ESRA) (KUIPER &
GUSTAFSSON 1997, ALI et al. 2000). O gene que codifica o receptor de estrégeno
a (ESRa) é o ESR1 e o gene que codifica o receptor de estrogeno B (ESRB) é o
ESR2. Tais genes sao expressos no utero, prostata, ovarios, testiculos, 0ssos,
mamas, figado, rins, glandulas salivares, endotélio vascular, tecido adiposo e certas
regides do cérebro (ANGHEL et al. 2010, NILSSON & GUSTAFSSON 2001, ZHAO
et al. 2010). Os trés receptores sédo codificados por genes distintos e diversos SNPs
ocorrem nestes genes (NCBI dbSNP 2011).

Estudos genéticos de associacdo demonstram que polimorfismos no gene
ESR1 podem estar relacionados com o risco de doenga 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 tém sido
pouco estudados e a sua relacdao com fatores de risco de DCV ainda permanece
pouco entendida. Alguns estudos demonstram a associa¢ao de polimorfismos neste
gene com niveis lipidicos (ALMEIDA et al. 2005, SILVESTRI et al. 2006, SALTIKI et
al. 2009).

Uma revisdo de Yoon et al. (2010) sugere que o dimorfismo sexual e 0s
receptores de estrogeno a e B 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 a terapia com estatinas.
Kajinami e cols (2005) testaram dois SNPs (rs2234693 e rs9340799) em resposta a

terapia com atorvastatina 10 mg em pacientes hipercolesterolémicos e observaram
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uma associagdo com niveis de HDL-C. Mulheres portadoras do haplétipo
rs2234693*C — rs9340799*G apresentaram um aumento significativamente maior
nos niveis de HDL-C. Essa mesma associacao nao foi observada em homens.
Dessa maneira, o estudo de polimorfismos em genes de receptores de
estrogeno pode ajudar a determinar o papel da variabilidade genética na resposta a
terapia hipolipemiante. Além disso, esta abordagem pode identificar caracteristicas

potenciais especificas de género envolvidas na eficacia farmacologica.
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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 diferenca sobre o risco de desenvolvimento de DCV entre homens e
mulheres de mesma idade. A hipercolesterolemia é uma condicdo que apresenta
destaque dentre os fatores de risco para o desenvolvimento de DCV e é
determinada por fatores genéticos e ambientais. Muitos esfor¢os tém sido realizados
na tentativa de elucidar o tamanho do efeito que o componente genético apresenta
em relacdo ao risco de DCV e também quais sdo as variantes envolvidas,
entretanto, ainda existe uma lacuna dentro desse campo.

O controle da dislipidemia através da utilizacdo de farmacos hipolipemiantes
tem crescido em todo o mundo e, por isso, a investigacdo da influéncia da
variabilidade genética na resposta deste tipo de terapia (eficacia e desenvolvimento
de efeitos adversos) ganha enorme relevancia. Somado a isso, as diferencas
observadas entre 0os sexos, como a maior concentracao de estrégeno nas mulheres,
também podem contribuir para a heterogeneidade dos niveis lipidicos em resposta a
terapia hipolipemiante. Yoon (2010) em um estudo de revisdo sugere que o
dimorfismo sexual e os receptores estrogénicos 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 a terapia com atorvastatina
(Kajinami et al., 2005). Os resultados deste estudo demonstram que os dois
polimorfismos analisados foram associados com diferentes niveis de HDL-C em
resposta a terapia com atorvastatina (10 mg). Essa associacao foi detectada apenas
em mulheres e ndo em homens. Em relacdo ao gene ESR2 nao localizamos na
literatura estudos de associacdo com a eficacia e com a seguranca da terapia com
estatinas. Nesse contexto, o estudo de polimorfismos nos receptores de estrogeno
pode nos auxiliar na determinacao do efeito da variabilidade genética desses genes
na magnitude da resposta hipolipemiante e no desenvolvimento de efeitos adversos
em pacientes usuarios de estatinas. Assim como, determinar se existe dimorfismo
sexual na eficicia farmacoldgica do tratamento e se este dimorfismo pode ser
explicado parcialmente ou ser influenciado por estes polimorfismos. Por isso,
enfatizamos a importancia da realizagdo de estudos de coorte com
acompanhamento dos casos para avaliar a eficacia de tratamentos com estas

estatinas.
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4. Delineamento do estudo
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Este estudo de coorte prospectivo foi realizado com 495 individuos
hipercolesterolémicos em uso de terapia hipolipemiante com sinvastatina ou
atorvastatina. Os participantes do estudo eram descendentes de europeus,
classificados pela cor da pele e por caracteristicas morfolégicas, residentes na
regiao metropolitana de Porto Alegre, Brasil, e foram selecionados por conveniéncia

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

Avaliar o perfil lipidico basal e a resposta da terapia com hipolipemiantes
(sinvastatina ou atorvastatina), separadamente entre homens e mulheres e a
possivel associacdo de variantes genéticas em genes relacionados ao mecanismo

de acao dos estrogénios.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Descrever as caracteristicas gerais da coorte estudada;

5.2.2 Investigar a associacao de polimorfismos nos genes ESR1 e ESR2 com
o perfil lipidico basal em pacientes usuarios de terapia hipolipemiante;

5.2.3 Investigar a associacao 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 terapéutica hipolipemiante em homens e mulheres.
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6. Artigos cientificos elaborados
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Os resultados obtidos a partir deste trabalho permitiram a elaboracéo de trés

artigos cientificos.

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 a revista Annals of Nutrition & Metabolism em 24 de abril de 2015.
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Artigo Original

Papel do Dimorfismo Sexual na Eficacia e Seguranca da Terapia
com Sinvastatina ou Atorvastatina em uma Coorte no Sul do Brasil

Evaluation of Sexual Dimorphism in the Efficacy and Safety of Simvastatin/Atorvastatin Therapy in a Southern
Brazilian Cohort

Lisiane Smiderle’, Luciana O. Lima®, Mara Helena Hutz?, Cézar Roberto Van der Sand?, Luiz Carlos Van der Sand’,
Maria Elvira Wagner Ferreira®, Renan Canibal Pires®, Silvana Almeida', Marilu Fiegenbaum’

Universidade Federal de Ciéncias da Sadde de Porto Alegre'; Universidade Federal do Rio Grande do Sul’; Centro de Diagndstico
Cardiolégico’, Porto Alegre, RS - Brasil

Resumo

Fundamento: A dislipidemia é o principal fator de risco para doencas cardiovasculares e as estatinas sdo efetivas
no controle do perfil lipidico. Diferencas sexuais na farmacocinética e farmacodindmica contribuem para a variagio
interindividual na eficacia e toxicidade de firmacos.

Objetivo: Avaliar a existéncia de dimorfismo sexual na eficicia e seguranca do tratamento com sinvastatina/atorvastatina.

Métodos: 495 sujeitos (331 mulheres e 164 homens) tiveram seus niveis lipidicos mensurados antes e ap6s 63 meses
de tratamento com sinvastatina/atorvastatina para avaliacao dos perfis de eficicia e seguranca.

Resultados: As mulheres apresentaram maiores niveis basais de colesterol total, LDL-C e HDL-C quando comparadas
aos homens (p < 0,0001). Apés o tratamento, mulheres tiveram uma maior reducio dos niveis de colesterol total e de
LDL-C que homens, Apés ajuste para covaridveis, foi observado que os niveis bhasais de colesterol total e de LDL-C sdo
responsaveis por cerca de 30% da eficacia (p < 0,001), independentemente do sexo. Mialgia (com ou sem alteracdo de
creatina fosfoquinase - CPK) ocorreu mais frequentemente em mulheres (25,9%) (p = 0,002), enquanto o aumento isolado
de CPK e alteracdes de fungio hepatica foram mais frequentemente observados em homens (17,9%) (p = 0,017).

Conclusdes: Nossos resultados demonstram que os niveis basais de colesterol total e LDL-C sdo os maiores preditores
da eficicia do tratamento, independente do sexo. Adicionalmente, sugerimos que existe dimorfismo sexual na
seguranca do tratamento com sinvastatina/atorvastatina. O efeito das diferencas sexuais em receptores, proteinas
transportadoras e rotas de expressao génica devem ser avaliados e caracterizados para confirmar estas observagoes.
(Arq Bras Cardiol. 2014; [online].ahead print, PP.0-0)

Palavras-chave: Sinvastatina; Atorvastatina; Dimorfismo sexual; Lipideos.
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Introducao

A dislipidemia é o principal fator de risco para
doengas cardiovasculares (DCV)'. As estatinas sao uma
classe de medicamentos hipolipemiantes que inibem a
3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase,
uma enzima chave na sintese intracelular de colesterol.
As estatinas promovem ainda aumento no nimero de
receptores de lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) em
hepatécitos, aumento na remogao de particulas de LDL-C
dosangue e reducdo dos niveis de colesterol total e LDL-C%.

Além de seus efeitos cardioprotetores, as estatinas
também apresentam efeitos pleiotrépicos, incluindo
propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes®. Embora
as estatinas sejam bem toleradas no organismo e sejam
seguras, alguns individuos desenvolvem reacoes adversas
a medicamentos (RAM) ou os medicamentos nao tem a
eficicia farmacoldgica desejada®, O uso de outros farmacos
juntamente com as estatinas pode aumentar o risco de RAM
devido a ocorréncia de interagdes medicamentosas®,

A resposta aos medicamentos pode variar em decorréncia
do dimorfismo sexual®. Variagbes na farmacocinética e
farmacodinamica entre os sexos contribuem para diferencas
interindividuais na eficicia e toxicidade das drogas’. Fatores
hormonais endégenos diferem entre homens e mulheres, e os
efeitos e quantidade dos horménios mudam com a idade®®,
A incidéncia de DCV é menor em mulheres durante o periodo
reprodutivo do que em homens da mesma idade”. O hormbnio
sexual estrogénio (17p-estradiol) pode contribuir para a diminuicao
da incidéncia de DCVs em mulheres™™. No entanto, as mulheres
aps a menopausa $ao mais suscetiveis ao desenvolvimento de
DCVs do que os homens®,

Uma meta-andlise publicada recentemente mostrou que os
beneficios das estatinas na prevengdo primdria e secundaria
de DCV nio diferiram entre os sexos''. No entanto, dos
18 estudos analisados, apenas 7 estavam relacionados a terapia
com sinvastatina ou atorvastatina. Além disso, este estudo
nao forneceu dados da eficacia e seguranca de estatinas em
relagdo aos sexos'™. Assim, destacamos a importancia dos
estudos que fornecam daclos de eficicia e seguranca de terapias
hipolipemiantes, e que estudem o papel do dimorfismo sexual
e de interagoes medicamentosas,

O objetivo do presente estudo foi determinar o papel
do dimorfismo sexual e de interacdes medicamentosas
sobre a eficdcia e seguranca da terapia com sinvastatina ou
atorvastatina em uma coorte do sul do Brasil, de descendentes
de europeus.

Métodos

Grupo de estudo
Este estudo de coorte aberto e prospectivo foi realizado

com individuos hipercolesterolémicos submetidos a
terapia hipolipemiante com sinvastatina ou atorvastatina.
Os participantes do estudo eram descendentes de
europeus, classificados pela cor da pele e por caracteristicas
morfoldgicas, residentes de Porto Alegre, Brasil, e coletados

por conveniéncia. O tamanho da amostra foi estimado

pelo desvio padrio de LDL-C e pela diferenca esperaca
entre homens e mulheres, considerando-se os seguintes
valores: poder de 80%, nivel de significincia de 5%,
diferenca entre homens e mulheres de 5 pontos percentuais
e um desvio padrao de 18 mg/dL. Considerando esses
pardmetros, o tamanho da amostra estimado inicialmente
foi de 205 homens e 205 mulheres. A triagem inicial
incluiu 658 individuos. Apds a aplicacdo dos critérios
de exclusio (idade inferior a 20 anos, concentracao de
triglicérides =400 mg/dL, niveis alterados de horménio
estimulante da tirecide, comprometimento de funcoes
hepéticas ou renais, doenga instavel ou descontrolada que
pudesse exercer influéncia sobre o metabolismo lipidico,
e individuos anteriormente submetidos a tratamentos
utilizando medicamentos hipolipemiantes), 495 pacientes
preencheram os critérios de inclusdo para a realizagao
do tratamento com sinvastatina ou atorvastatina, e foram
incluidos no estudo. O exame fisico, os dados clinicos e
os dados da avaliacdo laboratorial foram coletados pelo
médico. Determinacdes bioquimicas foram realizadas antes
do inicio do tratamento com estatinas, e apds 6 meses de
tratamento, para avaliacao da eficicia terapéutica. A terapia
com estatinas e a dose administrada foram determinadas
pelo médico de acordo com as caracteristicas clinicas
de cada paciente. Os participantes receberam outros
medicamentos, incluindo bloqueadores dos canais de
calcio, diuréticos, antitrombdéticos e ndo mudaram os seus
regimes de medicagao durante o periedo do estudo.

Para avaliar a eficicia do efeito hipolipemiante, as
concentracoes lipidicas foram quantificadas no inicio do
estudo e apds 6 = 3 meses de tratamento. Cento e sessenta
e dois individuos que permaneceram em tratamento por
pelo menos um ano (35 £ 22 meses) e ndo apresentaram
RAM foram designados como o grupo controle.
Os individuos que apresentaram RAM, independentemente
da duracao do tratamento com estatinas, foram designados
como o grupo caso. RAM foi considerada pelo médico
quando os participantes apresentaram um ou mais casos
de mialgia, com ou sem aumento de creatina fosfoquinase
(CPK) e concomitante comprometimento de fungdes
hepdticas durante o tratamento com estatinas. Mialgia
foi definida como dor muscular com niveis séricos de
CPK normais ou aumentados, e alteragdes nos niveis
séricos das enzimas hepdticas alanina aminotransferase
(ALT) ou aspartato aminotransferase (AST). A avaliagao da
presenca de RAM foi realizada a cada 3 meses, em média.
Os participantes nao foram incluidos no grupo RAM quando
outras condicdes nio relacionadas pudessem ter causado
dor muscular, tais como mialgia induzida pelo exercicio
fisico, artrite e mialgia viral.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Ciéncias da Salide de Porto
Alegre. Todos os individuos que concordaram em participar
deste estudo forneceram o seu consentimento informado.
Estudos anteriores haviam avaliado parte desta amostra™"".
O apoio financeiro foi fornecido pelo Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq Brasil), e
pelo programa de bolsas REUNI/UFCSPA, PROAP-CAPES,
PRONEX-FAPERGS/CNP¢ e PRONEN-FAPERGS/CNPg.

Arg Bras Cardiol. 2014; [onfine].ahead print, PP.0-0
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Analises bioquimicas

Os niveis séricos de colesterol total (CT), lipoproteina
de alta densidade (HDL-C) e triglicérides (TG) foram
determinados a partir do sangue periférico obtido apds
12 horas de jejum por métodos padrao, utilizando kits
comerciais. Os niveis de LDL-C foram calculados de
acordo com o método proposto por Friedewald e cols.™,
A percentagem de individuos que apresentaram niveis
lipidicos normais apds o tratamento foi avaliada de acordo
com as seguintes normas estabelecidas pelo National
Cholesterol Education Program — Adult Treatment Panel I
(NCEP-ATP [l)'¥ para a prevencao primaria de doengas
cardiovasculares: CT <200 mg/dL, LDL-C =100 mg/dL,
HDL-C >60 mg/dL, e TG <150 mg/dL.

Analises estatisticas

As anilises estatisticas foram realizadas utilizando o
programa SPSS® versao 18.0 (Chicago, IL, EUA). Os niveis de
TG foram transformados em logaritmo natural para remover
a assimetria dos dados, e os valores nao transformadas siao
mostrados. As andlises foram realizadas utilizando a amostra
total e estratificada por sexo. Nos padronizamos a varidvel
relacionada a dose de estatina para evitar diferengas na
eficicia dos agentes hipolipemiantes, Com base no método
proposto por Kivistd e cols.?, as doses didrias de sinvastatina
foram transformadas em doses equivalentes de atorvastatina
numa proporgao de 2:1. A percentagem média de alteracio
nos nivels lipidicos plasmaticos foi obtida a partir da diferenca
dos niveis lipidicos pré- e pés-tratamento, multiplicado por
100 e dividido pelo nivel do pré-tratamento para cada
parametro. Para analisar a associagdo entre o dimorfismo
sexual e o efeito hipolipemiante, a porcentagem média de
alteragdo nos niveis lipidicos plasmdticos foi comparada
pela soma dos quadrados do Modelo Linear Geral tipo 111,
Os modelos foram ajustados para idade, tabagismo, niveis
lipidicos basais, DCV prévia, hipotireoidismo controlado
e uso de antitrombéticos. A andlise de regressio linear
foi realizada para avaliar o efeito das varidveis sobre a
eficacia do efeito hipolipemiante. As varidveis continuas sao
apresentadas como a média = desvio padrdo. Um valor de
p<0,05 foi considerado significante. O teste-t de Student foi
realizado para avaliar as diferencas entre variaveis continuas.
As varidveis categéricas foram comparadas por meio do teste
de qui-quadrado [um valor de p<0,05 com duas caudas
de distribuigao foi considerado significante] com correcao
de Yates. Os valores residuais ajustados [analises realizadas
célula por célula] e o poder dos testes foram avaliadas
utilizando WINPEPI?', quando apropriado.

Resultados

Perfil clinico da coorte

Nos investigamos 495 descendentes de europeus resiclentes
no sul do Brasil que realizaram tratamento hipolipemiante com
sinvastatina ou atorvastatina. Este estudo de base populacional
incluiu 331 (66,9%) mulheres e 164 (33,1%) homens, dos quais
85,1 % eram usudrios de sinvastatina e 14,9 % dos participantes
eram usudrios de atorvastatina. O tempo médio de tratamento
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nao diferiu entre os sexos, e foide 6,4 = 3,4e 6,1 = 2,9 meses
(p = 0,357) para mulheres e homens, respectivamente. A dose
padréo de estatinas ndo diferiu entre as mulheres (10,3 + 4,7 mg)
e os homens (10,2 = 4,3 mg (p = 0,840). A idade dos
participantes variou entre 25 e 82 anos (61 = 11 anos). A idade
média dos participantes do sexo feminino (62,3 = 10,7 anos) foi
superior & idade dos individuos do sexo masculino (59,9 = 11,1
anos) {p = 0,027). Observou-se um maior niimero de fumantes
entre os homens (p = 0,008), enquanto o hipotireoidismo foi
mais comum em mulheres (p < 0,0001). As caracteristicas
clinicas e demogréficas da amostra estio descritas na Tabela 1. No
presente estudo, as mulheres apresentaram niveis médios basais
de CT, LDL- C e HDL-C maiores que os niveis obtidos em homens
(p < 0,000T) (Tabela 2).

Eficacia e seguranca da terapia hipolipemiante e papel do
dimorfismo sexual

Durante o tratamento, 96,5% dos individuos atingiram
niveis normais de LDL-C e 73,8% e 72,6% deles atingiram
os niveis lipidicos desejados de CT e TG, respectivamente.
Aandlise dos niveis de HDL-C revelou que 85,5% dos homens
e 51,9% das mulheres alcancaram os niveis recomendados.
A porcentagem de homens e mulheres que apresentou niveis
normalizados de CT e LDL-C foi muito semelhante: 88,9%
para CT e 86,8% para LDL-C em mulheres, e 88,5% para
CT e 87,2% para LDL-C em homens. A Tabela 3 mostra a
porcentagem média de alteragdo nos niveis lipidicos em
relacdo ao sexo. As mulheres apresentaram uma maior
reducao nos niveis plasmaticos de CT (-27,32 + 12,51 versus
24,57 = 12,08, p = 0,028) e de LDL-C (-37,61 = 18,34
versus -33,49 = 7,38, p = 0,014) comparado com
individuos do sexo masculino, respectivamente, apos
seis meses de acompanhamento. Depois do ajuste para
covaridveis, observou-se que os niveis basais de CT e
LDL-C foram o principal fator preditor da eficicia da
sinvastatina e atorvastatina. O modelo de regressao linear
indica que os niveis basais de CT influenciam em 35,8%
(p < 0,001) e LDL-C em 36,3% (p < 0,001) na redugio
desses pardmetros em resposta a terapia hipolipemiante
nesta coorte (Tabela 4).

Ao avaliar a seguranca dos tratamentos com sinvastatina ou
atorvastatina, observou-se que 74 (14,9%) participantes relataram
RAM. Mialgia (com ou sem alteragoes da CPK) ocorreu mais
frequentemente em mulheres (25,9%) (p = 0,002) do que nos
homens, ao passo que o aumento da CPK ¢/ou alteragao de
fungoes hepéticas ocorreram mais frequentemente em homens
(17,9%) (p = 0,017) do que em mulheres (Tabela 5).

Interagdes medicamentosas

Os efeitos da terapia hipolipemiante também foram
avaliados com co-medicagoes, incluindo: beta-blogueadores,
antitrombdticos, levotiroxinas, diuréticos, inibidores da enzima
conversora de angiotensina, bloqueadores dos canais de
cilcio, vasodilatadores, nitratos, benzodiazepinicos, bem como
inibidares, substratos e indutores do citocromo P450 (CYP).
Mulheres que usavam bloqueadores dos canais de calcio,
diuréticos e antitrombdticos apresentaram uma maior frequéncia
de RAM (p = 0,014, p = 0,014 e p = 0,002, respectivamente}.
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Tabela 1 - Caracteristicas da coorte

Caracteristicas Ambas os sexos Mulheres Homens p?

Nmera de individuos 495 331 (66,9%) 164 (33,1%) - e
|dade (anos) - 615+ 16.5 . 62,3 :I_: -1.0,; R _569 =11 0.02_1_

Uso de estatinas (%) - - S o 0.229
Sinvastatina 85,1 86,8 | 8 = =

Atorvastatina ' 149 132 182

Tempo de tralamento (meses) 63+32 B4 +34 61+£29 0,357

Dose p-admnizad-a (mg) - 1{5;2 t.4.6 - . _10.31:4,? o 10,2 1_4_‘3_. - ] ES&; ____
Mulheres pbs-menopausa% o 76,0 o

Use de terapia I-worn_'lon_ai (%) - _ - N 141 o -

Tabagisma (%) 0,020

Passado 121 89 18,2

Presente 87 81 98 S
Nao fumantes 785 . 82_8 D ;1,5_ . o
DCV anterior (%) 325 28,8 40,0 0,014

Histarico familiar de DCV (%) 17T 16,7 19,7 0,578

Glicose (mg/dL) 100,2 23,9 99,8 %261 - 1009183 0658

D_iab_etes_ (%) _ 18,7 e 174 ——— 212 0,465 -
Hipertensao (%) 713 7.3 M2 1,000
Hipotirecidismo controlado (%) 15,1 205 4.5 <0,001

Usods co-medicagdes (%) : )

B!oqueadores. de_canal aélci; i i 17_,9 N = 16_.3 _ B _21 A3 - 0.165— .
_D_z'urétions 385 420 M7 - 0,126
Antitrombdticos 266 238 323 0,039
.S_ubstratos do CYP3A4 o . _1?;6 o - _166_ - 19,5 - 0,362
Indutor;s_do CYP3A4 - - T1(’5 - - _1,_5__ o 1.8 - 0,719 3
Inibidores do CYP3A4 a 216 202 o us 028

Idade, tempo de fratamento, dose padronizada e nivels de glicose foram expressos como média + desvio-padrio; *p indica comparagtes entre homens g
mulheres; DCV: Doengas cardiovasculares.

Tabela 2 - Niveis lipidicos basais antes do tratamento de acordo com o sexo

Ambos os sexos (n = 495) Mulheres {n = 331) Homens (n = 164) P
CT (mgidL) 24734399 2541 £ 395 24,2+ 375 <0,0001
LDL-Clmg/dL) 1644356 ' 1691£369  1569£363 <0000t
HOLC (mgldl) 511128 s40%130  462#M0  <00001
TG (mgldL)* 157,7£78,6 1542 + 683 164,84 963 0384

Os valores reprasentam média + desvio padréo; CT: colesteral tofal; LDL-C: fipoproteina de baixa densidade; HOL-C: lipoproteina de alta densidade; TG: triglicérides;
* Comparagdes entre homens e mulheres usando o fest { de Student; ® Os valores de TG foram transformados em logaritmo natural para a realizagdo de comparagdes.
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Tabela 3 - Porcentagem média de mudanga nos niveis lipidicos de acordo com o sexo

Ambos 0s sexos (n = 495) Mulheres (n = 331) Homens (n = 164) p* pb
CT (%} -26,40 £ 12,42 273221251 -24 57+ 12,08 0,028 0,406
OLC{%) 364151793 7901782 3341+ 17,84 0014 0
HDL-C (%) - 368+21 ,95_ 2901— 21] R 525 t-53.55 _0297 - 0,713
TG (%) -11,95 132,14 -12,56 £ 31,56 -10,72 £ 33,36 0,572 0,328

Os valores representam média + desvio padrao; CT: colesterol total LDL-C: lipoproteina de baixa densidade; HOL-C: lipoproteina de alta densidade; TG: friglicérides;
" Comparages entre homens & mulieres usando o fest | de Student; ® covariaveis incluidas no modelo: idade, tabagismo, nivels lipidicos basais, DCV antarior,
hipotireoidismo cantrolado e uso de antitrombdticos.

Table 4 - Analise de regressdo linear: fatores associados a alteragées na porcentagem dos niveis de CT e LOL-C

Covariaveis Coeficiente de regressio * erro padrao R? parcial x 100 p

CT

Constante 1742+ 5,504 R 0756

Idade 0,008 £ 0,057 08 0,868

Sexo 10738129 T o 0406
Tabagismo '  ogrzos T R 034
DoV énlerior 0,216 £1318 0.9 - o 0,831

CT basal 01710015 <358 < 0,001

Hipotireoidisma controlado 1,324 £1,648 36 - o 0422
Usodeantitombotcos 13054139 42 00

LDL-C

Constante 0988 +7 164 0,890
-Id;e - - -0.1W - o 5; . - .“0.2.28 -
Sexo - 25211872 62 . 0,179

Tabagismo - 0,633 £1,209 T 04

OCV anterior -1,729 41,920 -41 0,371

LDL-C basal 01920024 - _—36_,3 - R < 0,001

Hipotireoidismo cantrolado ) ) 1,£5¢ 1-‘,411“ . o 2,6 - O.IE;S? -
Uso de antitrombdticos - o -1 .43‘_3 * 2,{)_2_9 o - -3“,2 - o 0,481

CT: colesterol tetal; LDL-C: fipoproteina de baixa densidade; DCV, doengas cardiovasculares.

Tabela 5 - Reagoes adversas a medicamentos (RAM) de acordo com o sexo

Ambos os sexos (n = 236) Mulheres (n = 158} Homens {n =78} p
Controle 162 (89,6%) 105 (66,5%) 57 (73,1%)
Mialgia (independente de alteragdes na CPK) 48 {20,3%) 41(25,9%) 7 19,0%) 0,002 "
:‘-\umen!o nos niveis de CPK efou a;!era:;ées nas fungbes hepaticas 26 (11,1 ‘ﬁ-’; il 12 (7.6%) - 145 (17 .9%) -

"Residual ajustado = 1,03, p = 0,302, *Residual ajustado = -3,05, p = 0,002; "Residual ajustado = 2,39, p = 0,017; CPK: Crealina fosfoquinase.
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O uso concomitante de farmacos que afetam as vias
metabélicas associadas ao efeito hipolipemiante, tais como
indutores, substratos e inibidores do CYP3A4, fai avaliado, e
ndo mostrou nenhuma influéncia sobre a seguranca e eficacia do
tratamento com sinvastatina ou atorvastatina, Da mesma forma,
a analise de outras interacdes medicamentosas ndo indicou
qualquer influéncia sobre o efeito deste tratamento nesta coorte,

Discussédo

O objetivo deste estudo foi determinar o papel do
dimorfismo sexual e o envolvimento de interagdes
medicamentosas na eficacia e seguranga do tratamento
com sinvastatina e atorvastatina. Altos niveis de CT, LDL-C
e TG e baixos niveis de HDL-C sdo preditores significativos
de aterosclerose e DCV em todos os grupos populacionais
previamente investigados*,

A andlise do perfil lipidico basal revelou que as mulheres
apresentam niveis médios mais elevados de CT e LDL-C
do que os homens. Além disso, as mulheres foram, em
média, mais velhas do que os individuos do sexo masculino.
A maioria das mulheres estudadas encontrava-se no perfodo
de poés-menopausa e apresentaram deficiéncia hormonal.
Esta condicao pode levar ao agravamento do perfil lipidico,
devido & diminuicio da producéo de estrégeno, o que resulta
em uma diminuicdo nos niveis de expressio dos receptores
de LDL no figado e, subsequentemente, uma diminuicao da
depuracao de LDL-C sérico™.

Durante o tratamento com estatinas, hd uma redugao
do LDL-C devido a inibicao da sintese hepdtica de
colesterol, o que leva ao aumento nos niveis de expressao
de receptores de LDL e uma depuragéo do colesterol
circulante?. Estudos anteriores demonstraram que a
porcentagem de homens que atingiu niveis normais
de CT e LDL-C apés o tratamento com estatinas é
significativamente maior em comparag¢do com as
mulheres**?3, No entanto, observou-se que a porcentagem
de homens e mulheres que exibiu niveis normais de CT e
LDL-C foi muito semelhante,

HMC-CoA redutase é expressa principalmente nos hepatécitos
e a eficdcia das estatinas é dependente da concentracao local
desta enzima no figado. Além disso, as diferencas individuais na
farmacocinética e farmacodinamica contribuem para variagoes
interindividuais na resposta aos farmaces’. A andlise da eficdciado
tratamento com estatinas revelou uma maior reducao dos niveis
plasmaticos de CT e LDL-C em mulheres do que em homens,
Apds o ajuste para as covariaveis, observou-se que o nivel basal
de CT e LDL-C constituiu uma covaridvel estatisticamente
significante. Apesar de outros estudos na literatura mostrarem a
existéncia de diferencas entre homens e mulheres em resposta
aos farmacos, nesta coorte, cerca de 35-40% da eficdcia do
tratamento com sinvastatina e atorvastatina estd relacionada
aos niveis individuais basais de lipidios, independentemente
do sexo. Individuos que apresentam niveis mais altos de CT e
LDL-C exibem uma maior eficicia terapéutica com estatinas.
As diferentes caracteristicas observadas entre homens e
mulheres podem ser definidas com base no dimorfismo sexual.
Em humanos, o dimorfismo sexual também esté associado a
prevaléncia, gravidade e desenvolvimento de muitas doencas

comuns, tais como doencas auto-imunes®®, asma®’, e doencas
cardiovasculares®®, talvez devido a diferengas na regulacio génica
entre homens e mulheres. Estudos anteriores demonstraram
que o dimorfismo sexual influencia na expressao de mRNA®".
Pilote e cols.*? indicaram a possibilidade de que a evolucio
das diferencas sexuais considerando diferentes perfis de risco é
parcialmente atribuida aos horménios sexuais ou seus receptores.
Estudos anteriores indicaram controvérsias nos dados a respeito
da resposta a estatinas entre homens e mulheres®" 12132,
Kostis e cols,' realizaram uma meta-andlise para avaliar o efeito
das estatinas na reducao de eventos cardiovasculares em homens
e mulheres. Este estudo avaliou 18 ensaios clinicos randomizados
com estatinas, envolvendo 141.235 participantes, para analisar
as diferencas especificas de cada sexo. Os autores observaram
que os beneficios das estatinas foram semelhantes entre os sexos,
independentemente do tipo de controle, risco basal ou resultados
da prevencio primdria e secundéria. Mosca'? avaliou este estudo
e afirmou que Kostis e cols.” ndo forneceram resultados de
eficicia do uso de estatinas em relacio ao dimorfismo sexual e
a seguranca, Além disso, dos 18 estudos avaliados por Kostis e
cols.”!, apenas 7 estavam relacionados com o uso de sinvastatina
ou atorvastatina, Por isso, enfatizamos a importéncia da realizagao
de estudos de coorte com acompanhamento dos casos para
avaliar a eficicia de tratamentos com estas estatinas.

O uso de estatinas pode estar associado a RAM. No presente
estudo, observou-se que mialgia (com ou sem alteragdes na
CPK) ocorreu mais frequentemente em mulheres (25,9%)
(p = 0,002), enquanto que o aumento da CPK e/ou alteragdes
nas fungdes hepaticas foram mais comumente observadas em
homens (17,9%) (p = 0,017). Estudos anteriores indicaram
uma diferenca de até 40% na farmacocinética entre homens
e mulheres, com respeito a resposta farmacolégica, e que
o sexo feminino constitui um fator de risco para reagdes
adversas clinicamente relevantes®. Mulheres tém uma
percentagem maior de gordura no corpo em relagao aos
homens, o que pode afetar o volume de distribuicdo de
drogas. Um maior volume de distribuicio de farmacos ird
diminuir a concentracdo maxima, aumentar a meia-vida
e aumentar o tempo do efeito do farmaco®. Além disso,
fatores genéticos, fisioldgicos e ambientais podem afetar as
atividades enzimaticas. Estudos anteriores demonstraram que
polimorfismos genéticos sao capazes de promover variacdes na
expressdo de genes que codificam enzimas metabolizadoras,
tais como os genes da familia CYP450, e estdo relacionados
com a eficicia e toxicidade do tratamento com estatinas™.

Também foi observado que as mulheres que receberam
co-medicagoes com bloqueadores de canais de célcio,
diuréticos e antitrombaticos apresentaram maijor prevaléncia
de RAM do que os homens. Embora a patogénese da
toxicidade de estatinas tenha sido explicada por varias
hipéteses, nao hd consenso e teorias claras que possam
explicar esses efeitos™.

Sinvastatina e atorvastatina sdo metabolizadas pelo
citocromo P450 (CYP) 3A4 (0 dcido de sinvastatina é também
metabolizado pela CYP2CB8). A exposigao a drogas inibidoras
de CYP3A4 concomitantemente com estatinas pode levar ao
desenvolvimento de RAM. Bloqueadores dos canais de célcio
sdo inibidores potentes do CYP3A4 em doses clinicamente
relevantes®®. Além disso, Kornstein e cols.’” observaram
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que a tolerabilidade do tratamento com antidepressivos
é dependente do sexo. Outras co-medicagdes analisadas
mostraram que nao houve nenhuma influéncia sobre os
resultados do tratamento com sinvastatina e atorvastatina
nesta coorte. No entanto, a interagao entre a idade e o sexo
também foi demonstrada para uma variedade de substratos
do CYP3A4*, Mulheres tém um risco 1,5 a 1,7 vezes maior
de desenvolver RAM do que individuos do sexo masculino®.
Sexo feminino, idade avangada, exjsténcia de outras doengas,
e co-medicacdes foram descritos como fatores de risco
para reagoes adversas as estatinas®. Os colaboradores do
Cholesterol Treatment Trialists (CTT)* publicaram uma revisao
sistemdtica de ensaios com estatinas, e indicaram uma forte
evidéncia de que os beneficios de estatinas superam eventuais
reaches adversas graves., No entanto, observou-se que RAM
ocorreu em 14,9% da amostra. Sendo assim, a determinacao
das causas de RAM é importante para otimizar o tratamento
hipolipemiante e o acompanhamento destes individuos,

O principal ponto positivo do presente estudo é que ele
focou nas caracteristicas da coorte subimetida ao tratamento com
sinvastatina ou atorvastatina, bem como no perfil de eficicia e
seguranga destas estatinas.

Como uma das limitagoes do presente estudo, indicamos
que foi realizado um estudo observacional, ndo randomizado
enao controlado com placebo. A amostra diferiu em parte no
que diz respeito ao perfil lipidico basal, porcentagem e idade
entre homens e mulheres, e os grupos nao foram pareados
por idade e sexo. Alguns individuos apresentaram dados
incompletos, tais como o status hormonal (nas mulheres), o uso

de terapia hormonal e dislipidemia genética. Além disso, os
dados sobre estilo de vida (dieta e exercicio fisico) nao foram
considerados. Todos os individuos receberam orientagao
médica para iniciar atividades fisicas e controle da dieta, mas
tais atividades nao foram monitoradas. RAM a sinvastatina e
atorvastatina foi determinada de acordo com critérios médicos
e nao representou a incidéncia de RAM nesta populagao. A fim
de aumentar o poder da andlise, em um momento do estudo,
apenas individuos que apresentaram RAM foram convidados
a participar do estudo. Embora a amostra final tenha um
tamanho diferente da amostra inicialmente calculada, nossa
investigacio apresentou um poder de 82% para detectar
diferengas de cinco pontos percentuais nos niveis de LDL-C
entre homens e mulheres. Nés minimizamos a possibilidade
de erros do tipo II, que poderiam influenciar a resposta final,
utilizando ajuste com covaridveis,

Conclusoes

Observamos que o tratamento com sinvastatina e
atorvastatina foi mais eficaz em individuos que apresentam
niveis mais altos de CT e LDL-C, independentemente
do sexo, conforme previamente descrito, e RAM é mais
frequente nas mulheres. Na literatura, encontramos
uma grande variedade de estudos de farmacogenética,
farmacocinética e farmacodinamica relacionados as
eslalinas, no entanto, o papel do dimorfismo sexual nos
receptores, proteinas transportadoras, e vias de expressio
génica precisa ser melhor explorado.

FALTAM AS DECLARACOES DE CONFLITO DE INTERESSES E DIREITOS AUTORAIS.
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ESRI polymorphisms and statin therapy: a sex-specific

approach

L Smiderle’, M Fiegenbaum'Z, MH Hutz®, CR Van Der Sand®, LC Van Der Sand®, MEW Ferreira®, RC Pires® and S Almeida'?

Lipid-lowering therapy has shown a high degree of variability in clinical response and there is evidence that the variability in drug
response between individuals is due to genetic factors, Thirteen single nucleotide polymorphisms (SNPs) within the ESR7 gene were
evaluated with basal lipid and lipoprotein levels, as well as response to lipid-lowering therapy, in 495 hypercholesterolemic
individuals of European descent receiving simvastatin or atorvastatin. Significant associations were detected between rs4870061
(P=0.040, corrected P-value (PC)=0.440), rs1801132 (P=0.002, PC=0.022) and the SNP rs3020314 (P=0.013, PC=0.143) with
triglyceride (TG) baseline levels. The rs4870061 was also associated with high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) baseline levels
(P=0.045, PC=0.495). Regarding statin efficacy, rs2234693 (/C was associated with greater HDL-C increase (P=0.037; PC=0.407)
and rs3798577 T allele was associated with greater total cholesterol (TC) reduction (P=0.019; PC=0.209) and greater TG reduction
(P=0.026; PC=0.286). These associations suggest that ESR7 polymorphisms are in part responsible for the TC, HDL-C and TG

variation levels and this effect may be sex-specific.

The Pharmacogenomics Journal advance online publication, 25 August 2015; doi:10.1038/tp;}.2015.60

INTRODUCTION

Statin therapy shows high efficacy in reducing total cholesterol (TC),
low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) and triglycerides (TG).'
However, there is a high degree of variability in the clinical response
to statins,? and many studies have indicated that this variability
is due to genetic factors”™ It is estimated that the variability in
drug disposition and effect is 20-95% dependent on genetic
background® and that a significant proportion of basal high-density
lipoprotein cholesterol (HDL-C) variability is due to genetic factors.’
Candidate genes that regulate the pharmacokinetic and pharmaco-
dynamic properties of statins are promising targets. The pharma-
cokinetic and pharmacodynamic pathways that regulate statin have
been extensively studied;>”~'® however, this only explains a small
part of the observed variation in statin response.

Estrogens are important regulators of metabolic homeostasis
and lipid metabolism that act through cognate nuclear hormone
receptors. The estrogen receptors (ERa and f) are ligand-activated
transcription factors that regulate many genomic events.'”” When
ERa is activated, transcription complexes are recruited to estrogen-
responsive genes, where they act to initiate transcription or modify
the local chromatin structure,'® ultimately leading to activation of
the estrogen response. ERa has been demonstrated to influence the
expression of proteins involved in the regulation of plasma lipid
metabolism such as apolipoprotein E'® and LDL receptor.®® ERa is
encoded by ESR7,”' and several single nucleotide polymorphisms
(SNPs) have been involved in mediating the effects of estrogen on
LDL-C, HDL-C and TG metabolism.>**

Men and women show significant differences with resgard 10
the risk of cardiovascular disease (CVD) development®® which
may be the result of sex-specific differences in gene regulatory

mechanisms, particularly those governed by the response to
sex hormones.®®?’ A review from Yoon?® suggests that sexual
dimorphism and the ERs (a and ) are involved in the response to
lipid-lowering therapy. To our knowledge, there is only one study
in the literature evaluating ESR1 polymorphisms and response
to statin therapy. Kajinami et al.” tested two ESRT polymorphisms
(rs2234693 and rs9340799) in the context of atorvastatin
(10 mg) response in hypercholesterolemic patients and observed
a sex-specific association with HDL-C levels, Thus, the study of
polymorphisms in ER genes may help determine the role of
genetic variability in the response to lipid-lowering therapy.
Additionally, this approach might identify potential sex-specific
characteristics involved in pharmacological efficacy.

The present work evaluates the association of ESR! polymor-
phisms with baseline lipid and lipoprotein levels and with the
efficacy of atorvastatin/simvastatin lipid-lowering therapy in a
patient cohort of European descent from Porto Alegre, the
southernmost city of Brazil.

METHODS

Patients

This prospective cohort study was conducted with 495 hypercholesterolemic
patients (331 women and 164 men) recefving simvastatin or atorvastatin. The
inclusion criteria were the use of simvastatin or atorvastatin and European
ascendancy (ascertained by skin color and morphological characteristics).
The exclusion criteria were: age lower than 20 years, TG concentration of
452mmol =" or higher, altered thyroid-stimulating hormone levels,
impaired hepatic or renal function, an unstable or uncontrolled clinically
significant disease and had previously undergone therapy with other lipid-
lowering drugs within less than 6 months. Physical examinations, clinical
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Table 1. Characteristics of the sample
Characteristics All Women Men P
Number 495 331 (66.9%) 164 (33.1%)
Age (years) 615+ 109 623 +£10.7 5994111 0.021
Statin use (%) 0.229
Simvastatin 85.1 86.8 81.8
Atorvastatin 149 13.2 18.2
Treatment time (months) 63432 64134 61129 0.357
Standard dose (mg) 102+46 103147 10.+43 0.840
Post-menopausal (%) 76.0
Hormone therapy use (%6) 14.1
Smaoking (%) 0.020
Past 121 8.9 182
Current 8.7 8.1 98
Never 785 828 nz2
Prior CVD (%) 325 288 40.0 0.014
Hypertension (%} 1.7 71.2 731 0.649
Controlled 15.1 205 4.5 = 0.001
hypothyroidism (%)
Concomitant therapies use (%)
Calcium channel blockers 179 163 213 0.16
Diuretics 395 42,0 34.7 0.126
Antithrombeotic ¢ 266 238 323 0.039
CYP3A4 substrates 176 166 195 0.362
CYP3A4 inducers 1.6 1.5 1.8 0.719
CYP3A4 inhibitors 216 202 244 0.228

Abbreviation: CVD, cardiovascular disease. Values of age, treatment time
and standard dose are expressed as mean + standard deviation. "P-values
are women X men comparisons.

data and clinical laboratory evaluations were obtained by the physician.
Biochemical evaluation of therapeutic efficacy was performed before the
initiation of statin therapy and after 6 months of treatment.

The statin therapy regimen and dose administered were determined by
the physician according to the subjects’ clinical characteristics. The subjects
included in the study were taking other medications concomitantly with the
statin use. The dose and use frequency of all drugs used by each subject
were not changed because of its inclusion in the study. A standardized statin
dosage variable was created to avoid bias in evaluating the efficacy of lipid-
lowering therapy. The daily doses of simvastatin were converted to
equivalent doses of atorvastatin at a ratio of 2:1.2% The standardized mean
dose of statins used for this cohort was 10.2+46mg. Subjects were
maintained on other medication schemes throughout the study without
change. The main characteristics of the sample are shown in the Table 1.
Wide sample descriptions may be assessed in Smiderle et af, 201439

All subjects who agreed to participate in this study provided informed
consent. This study was approved by the Federal University of Health
Sciences of Porto Alegre Ethics Committee. Parts of this sample have

already been analyzed in previous studies®%'1°

Biochemical analysis

Serum levels of TC, HDL-C and TGs were determined from peripheral blood
obtained after 12 h of fasting by standard methods using commercial kits.
The LDL-C levels were assessed as previously described by Friedewald *

SNP selection and genotyping

Genotype information for ESRT was downloaded from the HapMap database
in February 2011 (NCBI International HapMap Project). Haploview software
was used to visualize the European ancestry population data and to select
the tag-SNPs. > A set of 13 tag-SNPs with minor allele frequency = 0.15 were
selected: rs2077647, rs2234693, rs9340799, rs1643821, rs9340835, rs4870061,
151801132, rs3020314, rs3020396, rs3020432, rs2207396, rs3798577 and
52813544, Certain SNPs were prioritized in the selection: (i) SNPs associated
with human disorders in previous studies and (i) SNPs identified with the
tagger tool from the HapMap database. In addition to the HapMap SNPs, we
genotyped the E£581 SNPs rs9340799 and rs2813544, which have been
previously associated with lipid and lipoprotain lavels?*** Genomic DNA was
extracted from peripheral blood leukocytes using procedures described by
Lahiri and Numberger,” or from buccal mucosa cells by in-house proteinase
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K digestion. Genotyping of tag SNPs in ESRT was performed using validated
TagMan™ genctyping assays (Applied Biosystems, CA, USA).

Statistical analysis

The analyses were conducted using 5P55 software (version 18.0, Chicago,
IL, USA). Owing to the skewed distribution of TG levels, these values wera
log-transformed before analysis. Allele frequencies, Hardy-Weinberg
equilibrium and linkage disequilibrium (LD} were estimated using Haplo-
view algorithm? LD was considered to be strong when [ (the relative
magnitude of D compared with its theoretical maximum calculated as
D/Dmax) = 0.9, and the haplotypes were built based on this parameter.
Haplotype frequencies were estimated with the Multiple Locus Haplotype
Analysis program (version 2.0).° The statistical analysis was performed
separately from the group of women and men to access sex-specific traits.
The mean percentage of change in plasma lipid levels was obtained from
the difference in post and pre-treatment lipid levels, multiplied by 100 and
divided by the pre-treatment level for each parameter. To determine
genotype and haplotype associations with baseline lipid levels, we
performed General Linear Model with type lll sum of squares and Tukey
post hoc tests when appropriate.

The baseline lipid levels were adjusted for age, smoking, prior CVD and
hypertension. Models to access changes in the mean percentage of plasma
lipid levels between ESRT genotypes and haplotypes were adjusted for
age, smoking status, baseline lipid lavel, standard dose, treatment time,
prior CVD, hypertension, controlled hypothyroidism and antithrombotic
use because there were differences in gender frequency. A P-value =< 0.05
was considered statistically significant. The false discovery rate procedure
proposed by Benjamini and Hochberg® was performed for multiple
testing corrections and corrected P-values (PC) are also shown.

RESULTS
Sample characteristics

This population-based study comprised 331 (66.9%) women and
164 (33.1%) men, and 85.1% of the participants used simvastatin
and 14.9% used atorvastatin lipid-lowering therapy. The average
treatment time did not differ between genders: treatment for
women and men was approximately 64434 and 6.1+2.9 months
(P=0357), respectively. The standard dose of statins did not differ
between women (103 +4.7 mg) and men (10.2 +4.3 mg) (P=0.840).
The mean age of women was higher than that of the men
(P=0.021) (Table 1).

Allele, genotype and haplotype frequencies

Allele frequencies for the SNP set and the SNPs tagged are shown in
Table 2. The tag-SNP with the lowest minor allele frequency was
52207396 (A=0.20). The rs2077647 and rs9340835 SNPs genotype
frequencies deviate from that expected under Hardy-Weinberg
equilibrium and were excluded from analysis. The LD structure,
correlation coefficient r* and haplotype blocks among the SNP set
tested are shown in Figure 1. LD was detected between rs2234693-
159340799 (D'=0.97, 95% confidence interval = 0.94-1.0), rs3020314-
rs3020396 (0'=0.92, 95% confidence interval=0.88-085) and
153020432-rs2207396 (D'=095, 95% confidence interval=091-
089), and the respective haplotypes were subsequently assessed.
The most frequent haplotypes were C-A (57.1%), T-A (63.3%) and
A-G (67.5%), respectively.

ESR1 and lipid and lipoprotein baseline levels

Statistically significant associations were detected between ESRT
SNPs and HDL-C and TG baseline levels in women. The ESRT
polymorphisms rs4870061, rs1801132 and 153020314 were asso-
ciated with HDL-C and TG baseline levels, as shown in Table 3. The
14870061 T/T carriers showed lower TG levels {1.19+0.20 mmol |1
than other genotypes (C/C=1.75:080mmoll™"; C/T=173%
071mmol 177 (P=0040; PC=0440; post hoc test CT/CxUT
P=0.05, C/CxT/T P< 005, CUTxT/T P<0.05). The 151801132 G/G
carriers showed lower TG (1.12+021 mmoll™") than other

© 2015 Macmillan Publishers Limited
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Table 2. ESR1 SNP set genotyped in the total sample and the tagged SNPs

Polymorphism Chremasome position ESR1 location Base changed Minor allele frequency” Tagged SNP

52077647 152129077 exon 1 G —+A 0.44 (G) 15827423

rs2234603 152163335 intron 1 C =T 043 (C) rs6902771
59479130
rs3853252

rs9340799 152163381 intron 1 A—G 0.34 (G)

51643821 152183551 intron 2 T=C 0.41 (T) rs1709182
rs827419
rs712221
r51514348

rs9340835 152199931 intron 2 A—=G 0.34 (A) rs11155819

rs4870061 152237468 intron 3 C—T 0.21 (M) rs6557170
rs4458702
rs1801132 152265522 exon 4 C—G 0.22 (G) rs2347868
rs6912184

rs3020314 152270672 intron 4 C-T 033 (0)

rs3020396 152279878 intron 4 G—+A 0.32 (G) rs3020354
rs3020401
51884051

rs3020432 152357927 intron 5 G—+A 0.32 (G) rs3020411
rs3020422
rs3020433
rs3020364
rs3020375
5750686
rs2474148

rs2207396 152382382 intron & G—+A 0.20 (A)

rs3798577 152421130 3'UTR T—=C 0.45 (C)

rs2813544 152425582 3'UTR A—G 0.23 (G)

Abbreviations: SNF, single nucleotide polymorphism; UTR, untranslated region. *Allele frequencies observed in our study.

Figure 1. Linkage disequilibrium (LD) structure and correlation of 11 SNPs in ESR7. The plot was built using Haj
Scheme (D'=0 white, D' < 1 shades of pink and D’'=1 red. The vaiue within each diamond represents the pairwise r

P

loview with 0¥ Color
(correlation) between

the two SNPs. The blocks 1, 2 and 3 represent SNPs that were in LD and were used in the haplotype analysis. LD was considered

when D' =0. 90.

© 2015 Macmillan Publishers Limited
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Table 4, Lipid and lipoprotein levels before and after simvastatin/atorvastatin therapy in women according to ESRT rs2234693 and rs3798577
ri2234693 P PC rs3798577 P PC
ciC oT T T T/C c/C
No. of subjects 65 146 107 93 162 64
Baseline (mmol ™) X
TC 6.52+1.03 6.53+1.01 6614099 0.640° 6.57 + 1.01 6.57 +1.02 649+0.96 0.799
LDL-C 426+ 0.85 436+0.88 4414086 06147 431+ 0.88 439+0.88 435+092 0854°
HDL-C 1424037 1.41+0.30 1.35+034 0.279° 144 +035 1.39+0.31 134+034 0.298"
TG 1.74 +0.85 1.62+0.69 1.84+079 0.069% 1.75+07 1.72+0.81 166070 0.604°
Post-treatment (mmol1~") N
TC 4.64+0.70 470+084 4724081 0736° 462 +0.85 464+0.71 491+085 0011 - 021
LDL-C 246 +0.62 2691075 2684068 01210 255+0.78 263+063 278071 0.086b
HDL-C 151 £0.51 1.41+£030 1344033 0045° 0495 145 +0.44 1.39+0.30 1.38+0.39 0.?88b
TG 1.40 £ 0.67 130+0.55 1474065 065" 1.34+£0.63 133+0.56 1554065 00317 034
Mean change (%) 4 i "
TC —279+109 -268=135 -—27.7+120 0.868° -29441219 —279+128% -232+108° 0019° 0.209
LDL-C -409+155 -367+192 -381+171 0233° -41.1+189 —-380x176 -343+155 O,DGDf
HDL-C 7.7+27.5' 0.12+16.79 2.8+21.29 0037° 0407 25+275 24+19.2 34130 0872°
TG -98+326 -129+294 -152+276 0.741° —182+270" -141+£279" -327+348 0026 0286
Abbreviations: HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; TC, total cholesterol; TG, triglycerides. All data are
presented as mean + standard deviation. ®P-values after adjustment for age, smoking status, prior CVD and hypertension. Pp.values after adjustment for age,
smoking status, prior CVD, hypertension, baseline lipid level, standard dose and treatment time, “P-values after adjustment for age, smoking, baseline lipid
level, standard dose, treatment time, prier CVD, hypertension, controlled hypothyroidism and antithrembeotic use. =TT TIC P=>0.05, T/T=C/C P <005,
TICx CIC P=>0.05; PC, corrected Pvalue by Benjamini and Hochberg correction procedure. FACIC % C/T P < 0.05, C/CxT/T P < 0.05, C/TxT/T P=0.05. MT/TxT/C
P=>005, TT=CIC P<0.001, T/CxC/C P=0.05.

generalizations based on results that have not been previously
described.

Presence of the 151801132 G/G genotype leads to lower TG levels,
suggesting a protector profile. This observation is consistent with a
previously published study by Fox et al.®® which showed an
association between the G allele and lower body mass index in men
in a cohort from the Framingham Heart Study, suggesting sexual
dimorphism. According to HapMap data, rs1801132 tags other two
SNPs (152347868 and rs6912184), which have not been previously
reported on the literature.

The 153020314 /T genotype shows higher TG baseline levels
than other genotypes. This SNP is in LD with the rs3020396, and
the haplotype analyses show TG means very similar to rs3020314
individually, suggesting that the effect on TG basal levels is due to
153020314 alone. Lipphardt et al.*® have also reported an association
between this genotype and the risk of breast cancer development in
the Central European Caucasian populations. Mavaddat et al®'
showed that the ESRT rs3020314 C/T genotype has an overall effect
on breast cancer, which is potentially explained by induced
alterations in alternatively spliced mRNA variants.*

Considering the efficacy of simvastatin/atorvastatin therapy,
the rs2234693 C-allele was associated with a higher increase
in HDL-C levels in women. However, we must be cautious in
interpreting this finding, because this result lost significance after we
performed Benjamini's false discovery rate correction, To the best of
our knowledge, only one previous study has explored the ESRT gene
and sexual dimorphism in statin response.” Kajinami et al” observed
a greater HDL-C response in women with the 52234693 C-rs9340799
G haplotype when 338 atorvastatin users (10mg per day) were
analyzed. Reviewing the literature, we found contradictory data
regarding the rs2234693 C allele. Herrington et al* showed that
postmenopausal hormone therapy recipients who carried the C/C
genotype had twofold higher HDL-C levels, Other studies have found
that C allele is related to CVD severity,*** atherosclerosis severity™®
and higher TC levels in women of European descent The tagSNP

@ 2015 Macmillan Publiishers Limited

52234693 is located in intron 1 and predicts three other SNPs
(rs6902771, rs9479130 and rs3853252). We advise against making
generalizations based on this variant, at least until a sufficient
number of additional studies have been performed.

In the present study, we observed that women camying
the rs3798577 T allele have greater TC and TG reduction than
C/C carriers, suggesting that the T allele functions as a protector. The
rs3798577 C allele was previously associated with cancer risk,*’
lower dirculating estradiol concentrations in African American
women®® and lower bone mineral density in Japanese women.*
Sowers et al®® reported that Japanese women camying the
rs3798577 /T allele displayed lower apoA- and HDL-C levels. A
potential role for rs3798577 polymorphism in ESRa expression might
be inferred from its location in the 3-untranslated region of FSR7.*®
Alterations in the 3-untranslated region noncoding region can
influsnce mRNA production or alter the bindin? ability of miRNAs,
which, can modify the efficacy of clinical drugs.™'

In addition to the efficacy of simvastatin/atorvastatin lipid-
lowering therapy demonstrated in this cohort, it is particularly
interesting to note that most abservations involved HDL-C and TG
levels. It was well known that the statins act mainly on LDL-C
reduction, although, in this cohort, the LDL-C reduction seems not
to be ESR1 variation-related, The association with HDL-C and TG has
clinical relevance because HDL-C plasma levels are inversely related
to the CVD risk and low serum levels are an independent CVD risk
factor, Literature data show that HDL-C plasma levels have genetic
heritability estimated at 40-60%° and plasma HDL levels are
inversely associated with the risk of coronary artery disease.*” Thus,
genetic association studies become of great importance in the
attempt to explain the large genetic variability. Additionally, all
associations were detected in women and not in men, suggesting a
strong role for sexual dimorphism in determining both these
parameters. Gender differences may lead to differences in gene
regulation and in mRNA expression.”**’ Additionally, Pilote et al.*
have suggested that the evolution of gender differences in risk
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Table 3. Baseline lipid and lipoprotein levels according to E5R7 polymorphisms in women
SNP No. of subjects TC (mmol ™) LDL-C (mmol ™) HDL-C (mmol{™") TG (mmol ™)
rs4870067
c/iC 198 6.55 £ 0.96 435 +0.82 1.38+0.34° 1.75 + 0.80°
T 106 658+1.12 439+ 1.01 13810307 1.73+071°
U 13 638+0.74 420+0.77 1,63+ 0.30° 1190207
P 0.911 0938 0.045 0.040
PC 1.000 1.000 0.495 0.440
rs1801132 .
c/C 187 6.55+0.96 4.36 +0.86 1.39+0.34 1.72+0.78
/G 113 8.60+1.11 438+096 1.38+0.31 1.80 +0.75'
G/G 14 6.39+0.75 421 +0.75 1.55+0.32 1.12+021°
P 0.609 0.886 0.263 0.002
PC 1.000 1.000 1.000 0.022
rs3020314 ;
cic 38 635+0.88 4.28 +0.80 140+ 032 145+ 0.57
aT 146 668+ 1.06 444 +0.91 1.38+0.32 182079
i 134 6.48+0.97 429+0.88 1.40+0.35 168 =0.76"
P 0.104 0233 0.976 0.013
PC 1,000 1.000 1.000 0.143
Abbreviations: HDL-C, high-density lipoprotein cholesteral; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; SNP, single nucleotide polymorphism; TC, total
cholesterol; TG, triglyceride. All data are presented as mean + standard deviation; TG was In-transformed to remove skewness. *CIC X /T P> 0.05, CCXTIT
P < 0.05, C/T®T(T P < 0.05. “*C/C % C/T P> 0,05, C/C X T/T P < 0.05, C/TxT/T P = 0.05, °P-values after adjustment for age, smoking, prior CVD and hypertension;
PC Benjamini and Hochberg comection procedure. "C/CxC/G P>005 C/ICXG/G  P<005 C/GxG/G P<005 Mcscx
CT P<005 CCXT/T P=005 CTXT/T P=0.05.

genotypes (C/C=1.72x078 mmoll™"; C/G=1.80£0.75mmoll™")
(P=0002; PC=0.022; post hoc test: C/CxC/G P=0.05 T/CxG/G
P <005 (/GxG/G P<005). The rs3020314 (/T genotype had a
higher TG baseline level (1.82+0.79 mmol I=") (P=0.013, PC=0.143;
post hoc test C/CxC/T P<005 CCxTT P=005 C/TxTT
P=0.05).

The SNP rs4870061 was alse involved in determining HDL-C
baseline levels. Carmriers of the T/T genotype had higher HDL-C
levels (1.63+030 mmoll™") than other genotypes (C/C=1.38+
034mmol ™" and C/T=1.38+030mmol ™) (P=0.045; PC=0495;
post hoc test C/CxC/T P=005 CCxTT P<005 CTxT/T
P < 0.05),

Haplotype analysis of rs3020314-rs3020396 showed a statistically
significant association with baseline TG levels in women (P=0.012).
The diplotypes were built and grouped based on the means of each
SNP genotype. The carriers of diplotypes in the group 3 (C-G/T-G,
C-G/T-A, C-A/T-A) showed higher baseline TG levels (1.86+
0.78 mmol |~") than diplotypes in the group 1 (C-G/C-G, C-G/C-A,
T-G/T-G, T-G/T-A; 153+060 mmoll™") and group 2 (C-A/CA,
T-A/T-A; 1.65+0.77 mmoll™") (post hoc test: 1x2 P=005 1x3
P<005 2x3 P<005) (Supplementary data). The rs2234693-
159340799 and rs3020432-rs2207396 diplotypes showed no statis-
tically significant association with basal lipid or lipoprotein levels in
the total sample or stratified by sex.

ESRT SNPs and efficacy of lipid-lowering therapy

After adjusting for covariates, we assessed the potential
association of the SNP set with efficacy of lipid-lowering therapy.
Table 4 shows the baseline, post-treatment and mean percentage
changes in lipid and lipoprotein levels after simvastatin/atorvas-
tatin therapy. The rs2234693 (/C genotype was statistically
associated with a better lipid-lowering response; C/C carriers
had a greater HDL-C increase (7.7+27.5%) than C/T and T/T
carriers (0.12+16.7 and 2.8 + 21.2%, respectively) (P=0.037; PC=
0.407). For the rs3798577, statistically significant association was
observed between the T allele and a greater TC and TG reduction
(MCT/T=—2941£1219%; T/C=-279+128%; (/C=-23.2 +10.8%;
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P=0.019; PC=0209) (TG: T/T=-182£27.0%; T/C=-141%
27.9%; C/C=-3.27 £34.8%; P=0.026; PC=0.286). These associa-
tions were observed only in female subjects. No statistically
significant associations were observed in either the male subjects
or in the haplotype analysis.

Concomitant use of drugs affecting the lipid-lowering metabolic
pathway, such as CYP3A4 inducers, substrates and inhibitors,
were assessed and showed no influence on the efficacy of
simvastatin/atorvastatin  therapy. Likewise, the analysis of
other co-medications showed no influence on the simvastatin/
atorvastatin therapy end point in this subject group.

DISCUSSION

In this study, we examined the possible associations of ESRT SNPs
with baseline lipid and lipoprotein levels and with the efficacy of
simvastatin/atorvastatin lipid-lowering therapy. The SNPs investi-
gated in this study showed frequencies similar to those reported
in the NCBI SNP database>® While 13 SNPs were genotyped in
our sample, B of them tagged an additional 23 SNPs. Therefore, our
analyses involved a total of 36 polymorphic sites covering 24.1% of
ESR1 variability, with r* > 0.8. LD was detected between rs2234693-
159340799, rs3020314-1s3020396 and rs3020432-r52207396. This
observation is consistent with HapMap data from populations of
European descent (NCBI International HapMap Project).

Our major observations were: (i) the ESRT SNPs rs4870061,
rs1801132 and rs3020314 showed association with baseline HDL-C
or TG levels, and (i) taking into account the efficacy of simvastatin/
atorvastatin therapy, two SNPs (rs2234693 and rs3798577) showed
association with the mean percentage change of TC, HDL-C and TG.
All observations were made in women and not in men.

The 154870061 T allele seems to be protective because of its
association with higher HDL-C and lower TG baseline levels. We
found no studies in the literature focused in this ESRT variant, which
is located in intron 3 and tags two other SNPs (rs6557170 and
rs4458702). However, the rs4870061 HDL-C P-value did not remain
significant after performing the false discovery rate procedure
proposed by Benjamini; therefore, we advise caution when making

@ 2015 Macmillan Publishers Limited
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profiles is partially attributable to sex hormones and their receptors.
Our data suggest the presence of sexual dimorphism in the effect of
the ESR1 variants in baseline lipid and lipoprotein levels in this
cohort. Moreover, the efficacy of simvastatin/atorvastatin therapy
seems also be partially sex-specific. The ER may have an important
role in the statin pathway. Data regardin? sex-specific statin
response in the literature are controversial.’*>® However, previous
studies did not include efficacy data for statin use regarding sex-
specific differences,”” as previously discussed.*

It is important to note that the vast majority of women who
comprise this cohort are in a period of hormonal deficiency, and we
have a lack of information about hormone therapy use. The post-
menopausal period in addition to non-hormonal therapy use leads
to the worsening of the lipid profile, resulting in the downregulation
of LDL receptors in the liver and decreased clearance of LDL-C from
serum.®® Several limitations were present in our study: (i) this was an
observational study and not a randomized clinical study; (i) the
sample was collected for convenience and presents differences
in proportion of women and men; (iii) subjects were not matched
by age between gender sub-samples; (iv) there was a lack of
information regarding lifestyle (diet and physical exercise} and
hormonal status (for women). However, we minimized the possibility
of type 2 errors by using adjustment variables with covariates that
could influence the final response.

In conclusion, this work evaluates approximately 25% of the ESRT
sequence variability and our results suggest E5SR7 may be involved in
statin therapy response in a sex-specific manner, Approaches that
focus on resolving individual variation in drug response may be
important, because they enable physicians to direct treatment
toward achieving specific goals. However, further replicative studies,
matched by sex, are needed to confirm those observations.
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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 (ERa and ERpB) 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: ERa, coded by the ESR1 gene, and ERp, 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 ESRZ single nucleotide polymorphisms (SNPs) that are the focus of CVD related
studies: rs4986938 (Alul 1730G>A) and rs1256049 (Rsa | 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 TagMan® 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 Ill 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 ESRZ2 genotypes and haplotypes were assessed using the
General Linear Model with the type Il 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; Cl: 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 Il error increases when the probability of a type |
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 ESR2rs1256049 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



81

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 ESRZ2 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 Jo)
Number 495 331 (66.9%) 164 (33.1%)
Age (years) 61.5+£10.9 62.3+10.7 599+ 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 £ 6.4+34 6.1+29 0.357
3.2
Standard dose (mQ) 10.2 + 10.3 4.7 10.2+4.3 0.840
4.6
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

87

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

SNPs Chromosome ESR1 Base Minor allele = Tagged
position location changed frequency® 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 G—A 0.02 (A) rs944461
mutation rs1256060
exon 5 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

2 Allele frequencies observed in our study.



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 p? pC
No. of subjects 301 17 142 8
Baseline (mmol/L)
TC 6.59+0.99 6.14+1.23 0.158° 6.04 +1.00 5.84+0.58 0.387%
LDL-C 439+0.87 3.85+0.92 0.023% 0.115 4.02+0.94 3.54+0.56 0.106°
HDL-C 1.39+0.33 1.33+0.26 0.714° 1.19+0.27 1.26+0.26 0.6372
TG 1.70+0.75 2.06 +0.87 0.078% 1.75+0.81 1.72+0.47 0.691°%
Post-treatment (mmol/L)
TC 469+077 4.88+1.33 0.053° 456 +094 4.15+050 0.365°
LDL-C 2.65+0.68 259+1.12 0.591° 2.65+0.77 2.22+0.48 0.300°
HDL-C 1.41+036 1.41+0.32 0.179° 1.23+0.30 1.28+0.27 0.961°
TG 1.37+0.58 1.70+0.99 0.677° 1.45+064 1.37+051 0.871°
Mean change (%)
TC -27.7+12.4 -20.1 £11.6 0.142° -23.6+122 -286+49 0.221°
LDL-C -38.1+17.8 -34.0+18.8 0.960° -329+16.9 -41.7+8.39 0.152°
HDL-C 227+211 115+20.5 0.210° 498+224 25+135 0.790°
TG -12.9+295 -16.6 +27.3 0.981° -9.52+34.3 -18.6+21.7 0.886°

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; ® p-values after adjustment for age,
smoking status, prior CVD and hypertension; ° p-values after adjustment for age, smoking status, prior CVD,
hypertension, baseline lipid level, standard dose and treatment time; ¢ 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.



Figure 1. Linkage disequilibrium (LD) structure and correlation of 5 SNPs in ESR2.
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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. Conclusao
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As doencas cardiovasculares (DCV) acometem o coracdo e 0s vasos
sanguineos. O controle da hiperlipidemia, principalmente no que se refere aos niveis
de CT e LDL-C, através do uso de estatinas constitui a principal estratégia
farmacolégica utilizada clinicamente. O uso de estatinas, tanto para a prevencéao
primaria (individuos sem histéria prévia de DCV) quando secundaria (individuos com
historia prévia de DCV) permitiu uma significativa reducao de risco de novos eventos
cardiovasculares. Metanalises presentes na literatura demonstram a variabilidade
interindividual observada na resposta as estatinas, a qual pode ser influenciada por
variagbes genéticas e também por diferengas entre os sexos, estas Ultimas,
denominadas dimorfismo sexual.

Dessa forma o objetivo da nossa pesquisa foi avaliar o perfil clinico da coorte,
bem como avaliar o perfil lipidico basal e a resposta da terapia com sinvastatina ou
atorvastatina, separadamente entre homens e mulheres e a possivel associacdo de
variantes de genes relacionados ao mecanismo de agao dos estrdégenos.

Na avaliacdo do perfil clinico da coorte estudada observou-se que as
mulheres: apresentaram em média niveis de CT e LDL-C mais elevados do que
homens; sdo em média 3 anos mais velhas do que os homens; a maioria encontra-
se no periodo de p6s-menopausa e em status de deficiéncia hormonal. O nivel basal
de lipoproteinas foi um forte preditor da resposta as estatinas. Individuos que
apresentam pior perfil lipidico geralmente apresentam uma resposta mais favoravel
quando recebem estatinas. Em contrapartida, a idade e o status de deficiéncia
hormonal tendem a um perfil lipidico desfavoravel. A porcentagem de homens e
mulheres que apresentou niveis normalizados de lipideos apés o tratamento foi
semelhante. Nao houve diferenca entre a porcentagem média de mudanca nos
niveis de lipideos antes e apo6s o tratamento com estatinas, de acordo com o sexo.
Nesta coorte, embora as mulheres apresentassem perfil lipidico mais desfavoravel, o
percentual de reducdo de TC e LDL-C foi muito semelhante aos homens. Fato que
pode ser explicado pelo nivel basal ser um forte preditor de eficacia: ele explica em
torno de 36% da reducao nos niveis de CT e de LDL-C nesta coorte.

Sugerimos a presenca de dimorfismo sexual na seguranga desta terapia.
RAMs foram observadas em 74 dos 495 individuos avaliados. Mialgia (com ou sem
alteracao de creatinafosfoquinase - CPK) ocorreu mais frequentemente em mulheres
(25,9%), enquanto que o aumento isolado de CPK e alteracbes de funcao hepatica

foram mais frequentemente observados em homens (17,9%). Além disso, mulheres
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que receberam bloqueadores do canal de calcio, diuréticos e antitromboéticos
concomitantemente ao uso de estatinas, apresentaram maior ocorréncia de RAM do
que homens. A distribuicdo de gordura corporal em mulheres pode influenciar no
volume de distribuicdo de farmacos, aumentando o seu tempo de meia-vida e, por
consequéncia, produzir reagcdes indesejadas como mialgia. O uso de outros
farmacos, como por exemplo, inibidores ou indutores de enzimas da familia do
citocromo P 450, concomitante ao uso de estatinas também podem contribuir com a
RAM.

Os perfis de lipideos e lipoproteinas basais sofrem influéncias ambientais e
genéticas. Polimorfismos genéticos podem estar relacionados com a determinacéo
destes parametros. Este trabalho investigou 13 SNPs no gene ESR1 e 10 SNPs no
gene ESR2. Foram observadas associacdes entre SNPs no gene ESR1 com os
niveis de HDL-C e TG basais e com niveis de CT e TG em resposta as estatinas em
mulheres.

A analise incluindo polimorfismos nos genes que codificam os receptores de
estrogenos demonstrou, nesta coorte, associagdo com niveis de lipideos e
lipoproteinas apenas em mulheres, tanto nos niveis basais quanto na resposta ao
tratamento. Tal observacdo pode ser resultado de variacées na expressao destes
genes (ESR1 e ESR2) e influenciar no metabolismo de estatinas diferentemente em
homens e mulheres. Ainda considerando o componente genético, todas as
associagdes com o gene ESR1 observadas incluiram niveis basais de HDL-C e TG e
eficacia de TG. O efeito das estatinas ocorre principalmente sobre a reducao de CT
e LDL-C, o que explica o seu uso na prevencao do desenvolvimento de DCV. O
gene ESR1 demonstrou associacdo com resposta de CT e TG. O nivel de TG nao é
utilizado como preditor de risco cardiovascular, porém € claro o seu envolvimento na
formacao e desenvolvimento da placa aterosclerética contribuindo para o
desenvolvimento de DCV.

Uma observacao particularmente interessante é a associacdo entre o
rs1256049 do gene ESR2 e niveis basais de LDL-C. Este SNP vem sendo estudado
pelo nosso grupo de pesquisa e a sua associacao na determinagcdo dos niveis de
LDL-C se mantém nas diferentes amostras estudadas. Essa observacao reforca a
hipotese de que este polimorfismo possa apresentar funcionalidade, ou seja, possa
estar influenciando na expressao do gene ESR2. Ou ainda, este polimorfismo pode
estar em desequilibrio de ligacdo com outro polimorfismo funcional cujo papel na
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resposta a estatinas ainda ndo esta descrito na literatura. Assim, estudos avaliando
a expressao desta variante genética poderiam trazer respostas definitivas.

Cabe ressaltar que a nossa amostra € constituida por uma maior proporcao
de mulheres. Pelo fato de ser uma amostra coletada por conveniéncia, o
cronograma de estudos inviabilizou a continuidade da coleta de um maior numero de
pacientes. E ainda, o niumero de mulheres que fazem acompanhamento médico
regular € maior do que o numero de homens, o que culminou na obtencao de dados
clinicos de um maior numero de mulheres.

Estudos como o nosso, definido como estudo de associacdo genética,
utilizam estratégias focadas em variantes genéticas que possam estar relacionadas
com a fisiopatologia de condi¢cdes complexas, como o perfil lipidico e a DCV. A
resposta farmacolégica é influenciada por fatores genéticos e ambientais. Identificar
as variantes genéticas que influenciam na eficicia farmacolégica e compreender o
seu efeito pode contribuir para o desenvolvimento de uma terapéutica
individualizada, permitindo aumentar a eficacia, reduzir os eventos indesejados -

secundarios aos farmacos - e aumentar a aderéncia a terapia.
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8. Anexos
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8.1 Aprovacido do Comité de Etica em Pesquisa da UFCSPA.

UFCSPA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
UFCSPA

O Comité de Etica em Pesquisa da UFCSPA, registrado na Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) sob o n® 075/05 em 23/07/04, analisou o Projeto:

Projeto: 10-686 Versao do Projeto: Versao do TCLE:

Pesquisadores:
MARILU FIEGENBAUM

SILVANA DE ALMEIDA
MARA HELENA HUTZ
LISIANE SMIDERLE
LUCIANA OTERO LIMA
RENATA BIANCHI MARIAN

Titulo: ESTUDO DA INLFUENCIA DA VARIABILIDADE GENETICA EM FATORES DE RISCO
CARDIOVASCULAR E NA FARMACOGENETICA DE HIPOLIPEMIANTES.

Esse projeto foi aprovado em seus aspectos éticos e metodologicos conforme as Resolugbes 196/09 e
demais Resolugdes complementares. Teda e qualquer alteragao do projeto, assim como eventos adversos
graves, dever@o ser comunicados a este CEP. Os TCLE, quando necessarios, somente poderao ser
utilizados ap6s prévia e explicita aprovagao (carimbo) de sua redacao por este CEP".

Porto Alegre, 28 de outu de/2010.

Geraldo Vernet Taborda
mardenador do CEPIUFCSPA




8.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Titule da Pesquisa: Estudo da influéncia da variabilidade genética em fatores de risco
cardiovascular e na farmacogenética de hipolipemiantes. -

I. Par que realizar essa pesquisa e qual o objetivo dela?

A doenga cardiovascular € a maior causa de morte no mundo, e niveis elevados de lipidies
(colesterol e trigliceridecs) no sangue contribuem para o seu desenvolvimento. Os niveis de lipidios
podem ser influenciados pelas caracteristicas presentes do DNA das pessoas.

Algumas vezes, para controlar os niveis de lipidios no sangue precisamos utilizar
medicamentos hipolipemiantes. Apesar de esses medicamentos sersm sequros e eficazes,
algumas poucas pessoas gque tomam esses medicamentos apresentam efeitos indesejados e
outras tém seus niveis de colesterol diminuidos mais rapidamente e com menores doses de
medicamentos. Estudos mostram que esta variabilidade na seguranga (apenas algumas pessoas
desenvolvem efeitos indesejados) e na resposta (o quanto os niveis de colesterol diminuem) pode
ser influenciada por caracteristicas presentes no DNA de cada pessoa,

Desta forma, o objetivo deste estudo é verificar se determinadas diferengas no DNA estao
associadas a fatores de risco para doenga cardiovascular e a respostas adequadas ao uso de
hipolipemiantes

Il. Qual o procedimento que sera utilizado?

Uma escovinha descartavel (swab) sera introduzida na sua boca e com movimentos
giratorios delicados sera friccicnada na parte interna da sua bochecha para coleta de células
bucais. Este procedimento serd feito por um individuo treinado. O swab seré colocado em um tubo
estéril identificado por nimeros diferentes daqueles ulilizados pelo Centro de Diagnostico
Cardioldgico, € encaminhado ao laboratorio para a analise do DNA. Ao final desse trabalho as
amostras de DNA serdo guardadas para, eventualmente, serem utilizadas em futuras pesquisas
sobre esse assunio. Todos os dados gue vinculem sua identidade com os dados obtidos ser@o
separados e preservadoes em diferentes bancos de dados

Ill. Quais os riscos em participar?

MNao ha nscos em participar da pesqguisa. A coleta sera feita cuidadosamente e nao causara
dor, lesao ou machucado em sua boca, podendo apenas causar um pequeno desconforto durante
a coleta.

IV. Quais os beneficios para o paciente que participar deste estudo?

Embora esta pesquisa ndo possa gerar nenhum beneficio imediato aos participantes, ela
podera trazer varios beneficios a longo prazo, guando sera possivel conhecer quais pessoas
possuem caracteristicas genéticas associadas com niveis de lipidios mais elevados e quais
pessoas respondem melhor ao tratamento com hipolipemiantes. Por fim, a sua participagao sjudara
no desenvolvimento de novos canhecimentos, que poderdo eventualmente beneficiar vocé e outras
pessoas no futuro

V. Com guem vocé pode esclarecer suas duvidas?
Em caso de gualguer outra divida guanto & pesqguisa ou sobre os seus direitos, vocé

podera contatar com Marilu Fiegenbaum, Farmacéutica, Mestre e Doutora em Genética e Biologia
Molecular, responsavel pelo estudo, pelo telefone (051) 33038773 —

VI. Quais sao os seus direitos?

L PNUFCSPA
TC LE -
APROVAD
_pdpLiz
JOSE G. V. TABORD
MOORNENADOR
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8.3 Guia para autores para a submissao de artigo no periodico 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).



99

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. Maller 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. lllustration 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 lllustrations

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).
Examples
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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. DOIls 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
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(only if the data cannot be converted properly to a PDF file), and video files (.mov,
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Author's Choice™
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users worldwide free and full access for reading, downloading and printing at
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