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Introduccién. La hipercolesterolemia familiar
(HF) presenta un elevado riesgo de mortalidad por
enfermedad coronaria. La interaccién genes-dieta
es uno de los factores determinantes de la
respuesta lipidica plasmatica a intervenciones en la
alimentacion. Sin embargo, la posible influencia de
la interaccién genético-ambiental en los valores del
colesterol plasmatico es poco conocida en los
pacientes con HF, por lo que seria interesante
analizar si las mutaciones en los genes de los
transportadores ABCG condicionan una diferente
respuesta lipidica segin la dieta.

Métodos. Estudio de intervencién dietética de 4
periodos de 28 dias cada uno en 30 pacientes con
HF en tratamiento estable con estatinas siguiendo
un disefio aleatorizado y cruzado en cuadrados
latinos. El contenido en colesterol y en sitosterol de
las 4 dietas fue diferente (de < 1 ga 2,5 g de
sitosterol/dia y de < 150 mg a 300 mg de
colesterol/dia).

Resultados. Encontramos un efecto del genotipo
del ABCGS8, de forma que los homocigotos para la
mutacion C54Y (AA) del gen presentaron unos
mayores valores de colesterol unido a lipoproteinas
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de alta densidad (cHDL) y de apo A-I, que los
portadores del alelo normal (56 mg/dl + 14 mg/dl
frente a 43 mg/dl + 8 mg/dl; p < 0,05) con las dietas
pobres en grasa.

Conclusiones. En pacientes con HF los
polimorfismos analizados no influyen en la
respuesta lipidica a las dietas estudiadas, pero si
existe influencia del polimorfismo C54Y del gen del
ABCGS en los valores plasmaticos de cHDL y apo
A-L

Palabras clave:
Esteroles vegetales. Hipercolesterolemia familiar. Absorcién
de colesterol. Dieta.

EFFECT OF C54Y POLYMORPHISM OF THE
ABCG8 TRANSPORTER GENE ON HIGH
DENSITY LIPOPROTEIN CHOLESTEROL
LEVELS IN PATIENTS WITH FAMILIAL
HYPERCHOLESTEROLEMIA

Introduction. Familial hypercholesterolemia
(FH) carries a high risk of mortality from coronary
heart disease. The interaction between genes and
diet is one of the factors determining plasma lipid
response to dietary interventions. However, the
possible influence of the genetic-environmental
interaction on plasma cholesterol levels is not well
characterized in patients with FH. Consequently,
the aim of this study was to analyze whether
mutations in the ABCG transporter genes influence
lipid response to distinct diets.

Methods. We conducted a dietary intervention of
four periods of 28 days each in 30 patients with FH
under stable statin treatment following a
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randomized, crossover, Latin square design. The
cholesterol and sitosterol content of the four diets
differed (from <1 g to 2.5 g of sitosterol/day and
from <150 mg to 300 mg of cholesterol/day).

Results. An effect of the ABCG8 genotype was
found. Patients homozygous for the C54Y (AA)
mutation had higher levels of high-density
lipoprotein cholesterol (HDL-C) and apoAl than
carriers of the normal allele (56 mg/dl + 14 mg/dl
vs 43 mg/dl + 8 mg/dl, P< 0.05) with fat-poor diets.

Conclusions. In patients with FH the
polymorphisms analyzed did not influence lipid
response to the diets studied. However, the C54Y
polymorphism of the ABCGS8 gene did influence
plasma HCL-C and apoAl levels.

Key words:
Vegetable sterols. Familial hypercholesterolemia. Cholesterol
absorption. Diet.

Introduccion

La hipercolesterolemia familiar (HF) presenta
un elevado riesgo de mortalidad por enfermedad
coronaria'. Datos del Registro Espafiol' y del Regis-
tro inglés’ de esta enfermedad muestran que los
factores nutricionales pueden ser clave como pre-
dictores de riesgo. En la pasada década se ha acu-
mulado un gran cuerpo de evidencia sobre la inte-
raccién genes-dieta como determinante de la
respuesta lipidica plasmatica a intervenciones en la
alimentacién®. Muchos genes candidatos se han
mostrado como marcadores potenciales de la res-
puesta individual a la dieta, entre los que destacan
los genes de la apo E, apo A-IV, apo B, apo C-III y
el de la lipoproteina lipasa (LPL)*. Sin embargo, la
posible influencia de la interaccién genético-am-
biental en los valores del colesterol plasmatico es
poco conocida en los pacientes con HF>®,

Los transportadores ABCGS5 y 8 son proteinas lo-
calizadas en la membrana plasmatica y en las
membranas intracelulares de los enterocitos y de
los hepatocitos que estan implicadas en la absor-
cién de los esteroles vegetales de la dieta y en la re-
gulacion del transporte lipidico intracelular’. La
presencia de mutaciones en los genes que codifican
estas proteinas se ha identificado como causa de la
sitosterolemia, un raro trastorno del metabolismo
caracterizado por valores plasmaticos elevados de
esteroles vegetales, debido a una hiperabsorcion y
descenso en la secrecién biliar de esteroles. Una
alteracion en estas vias metabdlicas aumenta la po-
sibilidad de que variaciones genéticas en estos ge-

nes contribuyan a la variabilidad interindividual en
la colesterolemia y en la respuesta tanto a la dieta
como al tratamiento con estatinas. Recientes ha-
llazgos en pacientes con sitosterolemia y en mode-
los experimentales con animales sugieren que la
disfuncién en las actividades de los transportado-
res ABCG5/8 reduce de manera significativa la sin-
tesis de colesterol en los hepatocitos®!!.

Gracias a las modernas tecnologias en la pro-
duccién de alimentos, en los dltimos afios han apa-
recido nuevos productos capaces de reducir los va-
lores plasméticos de colesterol por la adicién de
esteroles vegetales. Estos podrian ejercer un efecto
aditivo en los pacientes con HF tratados con dieta
y con hipolipemiantes'?. En este sentido se han pu-
blicado varios trabajos que demuestran que el tra-
tamiento combinado con estatinas y esteroles vege-
tales, al inhibir tanto la sintesis como la absorcién
del colesterol, seria util para reducir las cifras de
colesterol'>!. Sin embargo, son muy escasos los
trabajos que han analizado estos efectos en pacien-
tes con HF, sobre todo en relacién con la existencia
de variantes genéticas en los transportadores
ABCG5 y ABCGS.

Por todo ello, nos planteamos como objetivo co-
nocer si mutaciones en los genes de estos transpor-
tadores pueden condicionar una diferente respues-
ta lipidica en pacientes con HF cuando son
sometidos a dietas con diferente contenido en co-
lesterol y en esteroles vegetales; esto nos permitiria
identificar subgrupos de pacientes con una res-
puesta diferente a la dieta.

Métodos

Poblacion

La poblacién estudiada inicialmente fueron 38 pacientes se-
leccionados de la cohorte de HF y del Registro Nacional de
esta enfermedad que la Fundacién de Hipercolesterolemia Fa-
miliar estd llevando a cabo (http//www.colesterolfamiliar.
com). Los criterios de inclusion fueron: HF segun diagndstico
genético y/o clinico superior o igual a 8 puntos (criterios Med-
Ped de la Organizacion Mundial de la Salud [MS])" sin ante-
cedentes personales de enfermedad coronaria, con una edad
comprendida entre los 18 y los 75 afios y sin padecer otras en-
fermedades que afectaran al metabolismo lipidico, con genoti-
po de apo E, E3/E3 (para eliminar la influencia de esa varia-
cién genética en la respuesta lipidica a la dieta), v que
presentaran valores de colesterol unido a lipoproteinas de baja
densidad (cLDL) mayores de 130 mg/dl y cifras de triglicéridos
menores de 200 mg/dl. Durante el estudio todos los pacientes
mantuvieron constante su tratamiento con estatinas (19 con
40 mg/dia de atorvastatina y 19 con 40 mg/dia de simvastati-
na) y ninguno se encontraba en tratamiento con otros hipoli-
pemiantes (ezetimiba, resinas, fibratos). Se excluyé del estudio
a los que precisaron cambios en las dosis de estatinas (2 suje-
tos), asi como a los que decidieron abandonar el estudio por
motivos personales (3 sujetos). También se excluy6 a aquellos
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Tabla 1. Disefio del estudio de intervencion con dieta

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Semana 0-4 Dieta ATP-IIT Dieta COT Dieta COT + SIT Dieta SIT
Semana 4-8 Dieta COT Dieta COT + SIT Dieta SIT Dieta ATP-III
Semana 8-12 Dieta COT + SIT Dieta SIT Dieta ATP-III Dieta COT
Semana 12-16 Dieta SIT Dieta ATP-III Dieta COT Dieta COT+SIT

Dieta COT + SIT: pobre en grasa y rica en colesterol y sitosterol; dieta COT: pobre en grasa y rica en colesterol; dieta SIT: pobre en grasa y rica en

sitosterol; dieta ATP-IIT: pobre en grasa.

que realizaban una actividad fisica significativamente superior
a la normal y a aquellos que ingirieron mas de 20 g de alcohol
al dia (en total 3 sujetos). Completaron el estudio un total de
30 pacientes (15 varones y 15 mujeres, con una proporcion ho-
mogénea en cuanto al genotipo de ABCG8 analizado). Todos
los pacientes aceptaron su inclusion en el estudio previa firma
de un consentimiento informado. El estudio fue aprobado por
el Comité de Etica e Investigacién Clinica del Hospital Univer-
sitario Reina Soffa.

Disefio del estudio

Se emple6 un disefio aleatorizado y cruzado en cuadrados
latinos estratificado. Estos pacientes fueron sometidos a 4 pe-
riodos de intervencién dietética de 4 semanas de duracién
cada uno de ellos, isocaléricos en relaciéon con su consumo
previo habitual con objeto de mantener el peso de los pacien-
tes estable. Durante el primer periodo de dieta (dieta pobre en
grasa-dieta ATP-IIT) de forma aleatorizada se administr6 a una
cuarta parte de los enfermos una dieta pobre en grasa, baja en
colesterol (150 mg/dia) con < 30% de grasa (< 10% saturada,
6% PUFA, 12% MUFA), 55% carbohidratos y 15% proteinas.
Posteriormente, y de forma aleatorizada y cruzada, consumie-
ron una dieta pobre en grasa (dieta rica en colesterol-dieta
COT) pero con mayor contenido en colesterol (280-300
mg/dia) y baja en sitosterol (< 1 g). A continuacién, consumie-
ron una dieta pobre en grasa pero con un mayor contenido en
colesterol (280-300 mg/dia) y de sitosterol (2,5 g/dia) (dieta
rica en colesterol y sitosterol-dieta COT + SIT) y, por tltimo,
consumieron una dieta pobre en grasa con bajo contenido en
colesterol (150 mg/dia) y rica en sitosterol (2,5 g/dia) (dieta
rica en sitosterol-dieta SIT). El disefio de las dietas del estudio
se muestra en la tabla 1.

El contenido de colesterol de las dietas se mantuvo siempre
dentro de los limites recomendados por los organismos inter-
nacionales para el tratamiento dietético de las hipercolestero-
lemias'®. Asimismo, se tomaron el peso, la talla y se calcul6 el
indice de masa corporal (IMC) en cada periodo.

La dieta se realiz6 en base a 20 menus rotativos previamen-
te establecidos, utilizando alimentos naturales y calibrados
para administrar las proporciones establecidas en cada perio-
do de dieta. Estos ments se administraron a los participantes
del estudio en una institucién cerrada y bajo la supervision de
un dietista.

Determinaciones analiticas

Se realizaron extracciones de 30 ml de sangre venosa en si-
tuacién de ayunas (12-14 h) en tubos que contenian 1 mg/ml
de EDTA y otros 30 ml de sangre en tubos que contenian citra-
to sddico al 3,8% al final de cada uno de los periodos de inter-
vencién dietética previamente sefialados. Se determinaron los
valores plasmaticos de colesterol total, triglicéridos, colesterol
unido a lipoproteinas de alta densidad (cHDL), apo A-I, apo B,
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y se calcularon los valores de cLDL mediante la formula de
Friedewald al final de cada uno de los periodos de interven-
ci6n con dieta. Las cifras de colesterol y triglicéridos se deter-
minaron mediante procedimientos colorimétricos-enzimati-
cos, y los valores de apo A-I y de apo B, mediante
nefelometria. Los valores de cHDL se midieron mediante pre-
cipitacién en 4cido fosfottingstico. Los esteroles vegetales se
midieron mediante cromatografia de gases en el laboratorio de
la Unidad de Lipidos del Hospital Clinico de Barcelona, segin
método descrito previamente!”.

Andlisis de los genotipos

La determinacién de la variacién genética C54Y en el gen
del transportador ABCG8 y Q604E en el gen del transportador
ABCGS se realiz6 mediante analisis de los fragmentos de res-
triccion del ADN amplificado por PCR. Se realiz6 la amplifica-
ci6n mediante un sistema de PCR con 500 ng de ADN genémi-
co, 15 pmol de cada uno de los oligonucleétidos, 100 wmol
dNTP, 10 mmol Tris HCI pH 8.3, 50 mmol KC], 1,5 MgCl, y 2,5
U Taq polimerasa en 50 ul. E1 ADN se desnaturalizé a 95 °C
durante 5 min seguido de 30 ciclos de desnaturalizacién a
95 °C durante 1 min, annealing a 60 °C durante 1 min, y exten-
si6n a 72 °C durante 1 min y 30 s; 20 ml de los productos de
amplificacién por PCR se sometieron a la digestién con 5 uni-
dades de las enzimas de restricciéon correspondientes (Smll
para la variacién Q604E del ABCGS5 y SexAl para la variacién
C54Y del ABCG8) en un volumen total de 35 ul. Los productos
de digestién del ADN se sometieron a electroforesis no desna-
turalizante en geles de poliacrilamida al 8% a 150 V durante 2
h para identificar el tamafio de los productos de digestion del
ADN y de esta forma determinar las diferentes variaciones alé-
licas mediante tincién con sales de plata.

Andlisis estadistico

En el estudio estadistico de los datos se utiliz6 el anélisis
de la varianza (ANOVA) para medidas repetidas, para deter-
minar el efecto de las dietas en los diferentes parametros es-
tudiados y su interaccién con la variacion genética del trans-
portador ABCG8. No se tuvo en cuenta el genotipo del ABCG5
por la escasa frecuencia alélica de la mutacién encontrada
(GG sblo 5%). Cuando se observaron diferencias significativas
se utilizé la prueba de Tukey en comparacién post hoc para
identificar las diferencias existentes entre cada grupo. Los va-
lores de lipidos plasméticos se expresaron en mg/dl como me-
dias + desviacion estandar. Se consideraron significativos va-
lores de p < 0,05. Se emple6 el paquete estadistico SPSS
version 11.0.

Resultados
Las caracteristicas basales de los participantes
en el estudio se muestran en la tabla 2. La frecuen-
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Tabla 2. Caracteristicas basales medias de la poblacion de estudio y basales segiin el polimorfismo C54Y
del ABCGS8 expresados como media + desviacion estandar

N =130 Global GG GA AA
Edad, afios 42 + 18 40+ 14 39+ 16 47 £ 19
IMC 259+37 245+29 26,3 +3,1 254 +3,5
Colesterol total (mg/dl) 229 + 43 239 + 45 226 + 40 223 +43
Triglicéridos (mg/dl) 91 + 39 99 + 49 85 +42 91 +43
cLDL (mg/dl) 154 + 43 160 + 49 154 + 37 147 + 44
cHDL (mg/dl) 53+ 18 53+ 15 51+15 55+ 20
Apo A-T (mg/dl) 148 + 30 136 + 25 141 + 26 153+ 30
Apo B (mg/dl) 117 £23 125+22 112+ 20 116 + 22

Apo: apolipoproteina; cHDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad; cLDL: colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; IMC: indi-

ce de masa corporal.

Tabla 3. Interaccion ABCG8-dietas en la muestra de 30 pacientes con hipercolesterolemia familiar

Genotipo Dieta Colesterol cLDL cHDL Apo B Apo A-I
GG ATP-III 222 £50 152 £43 49+10 118+ 19 133£25
COT 230 £ 44 159 + 44 43+9 120+ 20 128 £ 16
COT + SIT 219£33 145+ 26 45+9 114+ 15 134 £22
SIT 22142 152+32 46 + 10 114+ 18 13320
GA ATP-III 21652 149 + 35 46 + 10 108 + 19 141 £33
COT 226 + 46 155 +37 49+ 7 11219 147 £ 25
COT + SIT 217+ 31 143 +£29 50+6 107 £ 15 145+ 19
SIT 211 £33 139 +£27 50+6 106 + 12 144 £ 24
AA ATP-III 221 £56 144 £ 53 55+13 11229 161+20
COT 215+£48 138 £ 41 55+ 16 108 + 21 156 + 24
COT+ SIT 200 + 41 124 + 36 57+13 99+ 17 160 £ 23
SIT 21950 142 + 48 5813 111+£26 164 £ 22
Valor p Genotipo 0,907 0,698 0,05 0,562 0,05
Dieta 0,435 0,208 0,315 0,346 0,547
Interaccién 0,762 0,782 0,612 0,755 0,713

Apo: apolipoproteina; cHDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad; cLDL: colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; ATP-III:
dieta pobre en grasa; COT: dieta pobre en grasa y rica en colesterol; COT + SIT: dieta pobre en grasa y rica en colesterol y sitosterol; SIT: dieta po-

bre en grasa y rica en sitosterol.
Los valores se presentan en mg/dl (media + desviacién estandar). En la

prueba de ANOVA de medidas repetidas el valor p < 0,05.

Valor de p < 0,05: los portadores del polimorfismo AA tienen mayores valores plasmaéticos de HDL y apo A-I que los portadores del polimorfismo

GG sin influencia de la dieta.

cia de los genotipos estudiados fue la siguiente:
ABCGS8 (GG, 9 pacientes [5 varones y 4 mujeres];
GA, 10 pacientes [6 varones y 4 mujeres]; AA, 11
pacientes [4 varones y 7 mujeres]). Dada la escasa
representacion encontrada del alelo G en la varian-
te genética del ABCG5 (sdlo 4 pacientes), no se
tuvo en cuenta para hacer el analisis estadistico.

Al analizar los pardmetros lipidicos tras la inter-
vencion dietética, no obtuvimos diferencias signifi-
cativas ni tampoco encontramos un efecto de inte-
raccién genotipo-dieta en toda la muestra. Si
observamos una tendencia al descenso de las cifras
de cLDL plasmaticas cuando se consumieron las
dietas enriquecidas en esteroles vegetales (cLDL tras
dieta COT + SIT, 143 mg/dl frente a 155 mg/dl de la
dieta rica en COT; p = 0,141). Encontramos un efec-
to del genotipo del ABCGS, de forma que los homo-
cigotos para la mutacién C54Y (AA) del gen presen-

taron unos mayores valores de cHDL y de apo A-I
que los portadores del alelo normal (56 + 14 frente a
43 + 8; p < 0,05) (tabla 3). No hubo diferencias entre
las dietas en los valores de colesterol total, cLDL, tri-
glicéridos y apo B segtn el genotipo de ABCGS.
Cuando analizamos los valores plasmaticos de
esteroles vegetales, encontramos mayores valores
en los periodos ricos en esteroles vegetales (fig. 1),
al igual que cuando determinamos el cociente sitos-
terol/colesterol (PS/CHO), lo que nos indica una
buena adhesion de los pacientes a las dietas. No ob-
tuvimos diferencias en estos valores en situacion
basal ni tras las dietas segtn el genotipo de ABCGS.

Discusion
Nuestros datos muestran una asociacion entre el

polimorfismo C54Y del gen del ABCGS y los valo-
res plasmaticos de cHDL y apo A-I en pacientes
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Figura 1. Valores del cociente esteroles vegetales/colesterol (PS/CHO)
expresados en wmol/mmol tras las diferentes dietas. ANOVA de me-
didas repetidas. “Dieta COT + SIT frente a dieta COT y dieta ATP-III
(p < 0,05). *Dieta SIT frente a dieta COT y dieta ATP-III (p < 0,026).
Dieta ATP-III: dieta pobre en grasa, dieta COT: dieta pobre en
grasa y rica en colesterol; dieta COT + SIT: dieta pobre en grasa y
rica en colesterol y sitosterol; dieta SIT: dieta pobre en grasa y
rica en sitosterol.

con HF, de forma que los portadores del genotipo
AA presentan unas mayores concentraciones plas-
maticas de cHDL y apo A-I, mientras que esta mu-
tacién no condiciona una diferente respuesta en
los valores de cLDL.

El uso terapéutico de margarinas enriquecidas
con esteroles y estanoles vegetales puede reducir el
riesgo cardiovascular debido al descenso de los
valores plasméticos de colesterol. Los ensayos cli-
nicos con estas margarinas han demostrado una
reduccién en los valores de cLDL, independiente-
mente de la cantidad de grasa saturada y total de la
dieta previa'®?. En un metaanalisis de 14 estudios
aleatorizados y doble ciego ha quedado demostra-
da su eficacia de modo dependiente de la dosis?!,
de forma que hasta 2 g/dia de esteroles o estanoles
vegetales consegufan una media de reduccién en
los valores de cLDL del 13 al 17%. En nuestro caso,
hemos observado una escasa respuesta del cLDL
(sélo un 5% de descenso) y cuando analizamos la
influencia del genotipo del ABCG8 sobre esa res-
puesta, no obtuvimos influencia alguna. Tan sélo
apreciamos un claro beneficio en la respuesta del
cHDL en aquellos pacientes portadores del genoti-
po AA, ya que aumentaron sus valores plasmaticos
de manera significativa en comparacién con los
portadores del genotipo GG.

Los transportadores ABCG5 y ABCG8 se han im-
plicado en la absorcién de los esteroles de la dieta
y en la regulacion del transporte lipidico intracelu-
lar?»?3, Las concentraciones plasmaticas de estero-
les vegetales varian ampliamente entre los indivi-
duos, pero suelen ser estables a lo largo del tiempo
en un individuo dado. Este hecho sugiere que la
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carga genética puede ejercer un notable efecto en
el metabolismo de los esteroles. Esto fue reciente-
mente analizado por Miwa et al**, en un trabajo
donde han demostrado que mutaciones del gen del
ABCG8 (C54Y, Q604E, T400K y M429V) pueden
explicar parcialmente esta variabilidad en pacien-
tes con hipercolesterolemia primaria. Sin embargo,
en este mismo trabajo no encontraron asociacién
entre los distintos polimorfismos analizados y los
valores de los lipidos plasméticos, incluido el HDL.
Esto sugiere que las variantes genéticas en estos lo-
cus no son determinantes importantes en el perfil
lipidico en estos pacientes. Esto concuerda con lo
descrito previamente en la literatura médica, don-
de no existen trabajos que relacionen estas muta-
ciones con los valores de HDL.

En otro trabajo se ha demostrado que la varia-
ci6én genética D19H en el gen del ABCGS se asocia
a una mayor respuesta en los valores de cLDL al
tratamiento con atorvastatina en pacientes con hi-
percolesterolemia moderada’. En nuestro estudio
todos los pacientes estaban tomando estatinas al
igual que en el mencionado pero no obtuvimos di-
ferente respuesta en el cLDL, a pesar de afadir una
dieta pobre en grasa y rica en esteroles vegetales.
Sélo encontramos beneficio en la respuesta del
cHDL en los pacientes con el genotipo AA del gen
de ABCGS. No se conoce si este efecto puede de-
berse sélo al genotipo y no se ve influido por el tra-
tamiento con estatinas.

La importancia de nuestros hallazgos radica en
que pueden contribuir a explicar parte de la varia-
bilidad en la respuesta a la dieta que caracteriza a
los pacientes con HF. En este sentido cabe destacar
que aquellos pacientes con HF que sean portadores
del genotipo AA del gen del ABCGS8 pueden ver in-
crementados sus valores de cHDL y apo A-I como
circunstancia beneficiosa para su salud cardiovas-
cular tras el consumo de estas dietas, con lo que
podriamos seleccionar grupos de pacientes segiin
este genotipo que podrian beneficiarse de esta in-
tervencion terapéutica.
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