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Fundamento. Existe una gran variabilidad en la
respuesta de los lipidos y lipoproteinas plasmaticas
al tratamiento con estatinas, en parte debida a
factores genéticos. Recientemente se han
identificado diversos polimorfismos en el gen del
OATP-C, transportador implicado en la
internalizaci6n de la pravastatina en el hepatocito,
que afectan a su actividad. El objetivo del presente
estudio fue evaluar el efecto de diferentes
polimorfismos en el gen del OATP-C sobre la
respuesta de los lipidos y las lipoproteinas
plasmaticas a la pravastatina.

Pacientes y métodos. Se seleccioné a 290 sujetos
hipercolesterolémicos (el 56% mujeres, con una
edad media de 57 afios), con indicacién de
tratamiento farmacoldgico hipolipemiante tras
seguir una dieta baja en grasa saturada y
colesterol. Las determinaciones de lipidos y
lipoproteinas se realizaron de forma centralizada,
antes y después de 16 semanas de tratamiento, con
20 mg/dia de pravastatina.

Resultados. El polimorfismo T217C en el exén 2
del gen del OATP-C no se detect6 en ningin sujeto
de nuestra poblacién. La distribucién del
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polimorfismo T521C en el exén 5 fue de un 70% el
T/T, 29% el T/IC y 1% el C/C. El polimorfismo
T521C no tuvo ningtn efecto sobre los valores
basales de lipidos ni sobre su respuesta al
tratamiento con pravastatina.

Conclusion. El polimorfismo T521C en el exén 5
del gen del OATP-C no influye sobre la respuesta
hipolipemiante a la pravastatina.
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EFFECT OF DIFFERENT POLYMORPHISMS IN
OATP-C GENE ON THE HYPOLIPIDEMIC
RESPONSE TO PRAVASTATIN THERAPY

Background. Considerable variability exists in
the plasma lipid and lipoprotein response to statin
treatment due, in part, to genetic factors. Multiple
polymorphisms in the OATP-C gene, a transporter
involved in the hepatic uptake of pravastatin, some
of which affect the transport activity, have recently
been identifed. The aim of the present study was to
evaluate the effect of different polymorphisms in
the OATP-C gene on the plasma lipoprotein
response to pravastatin treatment.

Patients and methods. 290 subjects (56% women;
mean age: 57 years) who were
hypercholesterolemic despite a diet poor in
saturated fat and cholesterol were selected for this
study. Plasma lipids and lipoproteins were
measured centrally, before and after 16 weeks of
treatment with 20 mg/d of pravastatin.
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Results. The T217C polymorphism in exon 2 of
the OATP-C gene was not detected in our
population. Distribution of the T521C
polymorphism in exon 5 was 70% T/T, 29% T/C and
1% C/C. The T521C polymorphism neither
influenced baseline lipid and lipoprotein levels nor
their response to pravastatin therapy.

Conclusion. The T521C polymorphism in exon 5
of the OATP-C gene does not appear to influence
the hypolipidemic effect of pravastatin treatment.

Key words:
Genetic polymorphisms. OATP-C. Pravastatin. Cholesterol.

Introduccion

Los inhibidores de la hidroximetil glutaril CoA
reductasa, comunmente conocidos como estatinas,
han demostrado una gran eficacia en la disminu-
cién de los valores de colesterol plasmético y en la
reduccién del riesgo cardiovascular'?. Existe una
amplia variabilidad interindividual en la respuesta
hipolipemiante al tratamiento con estos farmacos*?,
atribuida tanto a factores ambientales®® como ge-
néticos'™!*. Entre estos tltimos se han identificado
diversos polimorfismos en genes relacionados con
el metabolismo lipidico, que codifican apolipopro-
tefnas!®!'5, receptores celulares!>!® y enzimas!3!*
implicadas en diferentes vias metabélicas. En este
sentido, el genotipo de la apolipoproteina E es pro-
bablemente el polimorfismo mas ampliamente es-
tudiado y el que ha demostrado tener una mayor in-
fluencia sobre el descenso del colesterol ligado a
lipoproteinas de baja densidad (cLDL), en respuesta
al tratamiento hipolipemiante>!®17-1°,

Otros polimorfismos que también podrfan tener
un importante papel en la respuesta hipolipemiante
serian los que afectan a genes implicados en la bio-
disponibilidad del farmaco. El citocromo P450 es
un complejo enziméatico implicado en el catabolis-
mo de una gran variedad de sustancias entre las
que se incluyen la mayor parte de las estatinas. Los
polimorfismos en este complejo enziméatico podrian
contribuir a su mayor o menor eficacia y asi expli-
car diferencias en la biodisponibilidad de las estati-
nas y, por tanto, en su eficacia hipolipemiante. La
pravastatina es una estatina no lipofilica que no se
metaboliza de forma apreciable por este complejo
enzimatico. Sin embargo, dado su carécter hidrofi-
lico requiere de un mecanismo de transporte activo
y especifico que la internalice en el hepatocito.

El OATP-C humano (gen SLC21A6), también co-
nocido como transportador especifico del higado-1
(LST-1)° o OATP2?', se expresa abundantemente
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en la membrana basolateral de los hepatocitos y
pertenece a una amplia familia de transportadores
implicados en la captacién hepatica de una gran
variedad de compuestos, entre los que se encuentra
la pravastatina??2, El gen que codifica para este
transportador se localiza en el cromosoma 12 y
estd formado por 14 exones®. Recientemente se
han identificado diversos polimorfismos de nucled-
tido simple (SNP) en el gen que codifica para el
OATP-C**?. Algunos de estos SNP se han asociado
con diferencias en su capacidad transportadora en
estudios experimentales in vitro. Por tanto, al me-
nos tedricamente, los sujetos con alguno de estos
polimorfismos presentarian distinta captacién in-
tracelular de pravastatina y, por tanto, una diferen-
te eficacia hipolipemiante.

El objetivo de este estudio fue valorar el efecto
de 2 polimorfismos, el T521C en el exén 5 y el
T217C en el exén 2 del gen del OATP-C sobre la
respuesta hipolipemiante a la pravastatina.

Pacientes y métodos

Sujetos vy diserio del estudio

Se selecciond a 290 sujetos participantes en el estudio RAP
(Respuesta Ambulatoria a Pravastatina), prospectivo, multi-
céntrico y de intervencion en sujetos hipercolesterolémicos.
En este estudio, los sujetos que, tras seguir una dieta baja en
grasa saturada y colesterol durante 6 semanas, eran suscepti-
bles de tratamiento farmacoldgico hipolipemiante, de acuerdo
con las recomendaciones de la Sociedad Espafiola de Arterios-
clerosis, recibfan tratamiento con 20 mg diarios de pravastati-
na durante 16 semanas. Los participantes eran seguidos por
sus médicos de atencién primaria. Se excluy6 a los sujetos con
hipercolesterolemias secundarias, a aquellos cuyos valores de
triglicéridos plasmaticos eran superiores a 350 mg/dl y a todos
los pacientes con enfermedades digestivas, renales o hepéticas
graves. Se obtuvieron muestras de sangre antes y después de
las 16 semanas de tratamiento farmacoldgico, para la deter-
minacién de los lipidos y lipoproteinas plasméticas de forma
centralizada y para la determinacién de los polimorfismos ge-
néticos. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica e In-
vestigacion Clinica del Hospital Carlos III.

Determinacién de lipidos v lipoproteinas

La extraccién de sangre se realizé tras ayuno de 12 h. El
colesterol total y los triglicéridos se midieron por métodos
enziméticos-colorimétricos colorimétricos (Roche Diagnos-
tics, Germany). El colesterol ligado a lipoproteinas de alta
densidad (cHDL) se determind, tras precipitar las lipoprotei-
nas ricas en apolipoproteina B con é4cido fosfotingstico y
magnesio. El cLDL se calculé mediante la férmula de Friede-
wald?.

Determinacién de los polimorfismos del gen
del OATP-C

A partir de células blancas congeladas se extrajo el ADN ge-
némico usando un kit comercial (Roche Diagnostics, Ger-
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many). Se utilizé la técnica de reaccién en cadena de la poli-
merasa (PCR) y corte con enzima de restriccién para la deter-
minacién del polimorfismo T217C en el exén 2 del gen del
OATP-C, y el método de PCR alelo-especifica para el polimor-
fismo T521C en el ex6n 5.

Polimorfismo T217C en el exén 2

La secuencia de cebadores utilizada fue 5-TGC CTA TTG
ACA TTA TAT AGT CC-3’ y 5-GAT AAC CAG TGG TGT AAA
GCAT-3". El volumen final de la PCR fue de 25 pl con las si-
guientes condiciones: 1,5 mM de MgClI2, 0,25 mM de dNtp y
2,5 U de Taq polimerasa. La amplificacién se llev a cabo tras
30 ciclos a 95 °C durante 30 s, a 60 °C durante 30 s y a 72 °C
durante 1 min. Tras la digestién del producto de la PCR con la
enzima de restricciéon HindIII, los fragmentos fueron separa-
dos por electroforesis en gel de poliacrilamida al 8%. Poste-
riormente, el gel fue tratado con bromuro de etidio, y los frag-
mentos de ADN se visualizaron con luz ultravioleta.

Polimorfismo T521C en el exén 5

Para la determinacion de este polimorfismos se realizé la
técnica de PCR alelo-especifica, para la que se utilizaron las
siguientes secuencias de cebadores: 5-GTT AAA TTT GTA
ATA GAA ATG C-3, 5-GTA GAC AAA GGG AAA GTG ATC
ATA-3’, WT 5’-CAT ACA TGT GGA TAT ATG T-3' y MT 5-CAT
ACA TGT GGA TAT ATG C-3'. La reaccién de PCR, con un vo-
lumen final de 25 pl, contenia 2,5 mM de MgCl2, 0,5 mM de
dNtp y 2,5 U de Taq polimerasa. La amplificacién tuvo lugar
tras 30 ciclos a 95 °C durante 30 s, a 56 °C durante 30 s y a
72 °C durante 1 min. El producto de la PCR fue separado por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% y tratado con
bromuro de etidio para poder visualizar los fragmentos de
ADN con luz ultravioleta.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se llev6 a cabo utilizando el paquete
estadistico SPSS (Chicago, 1I1.), versién 9.0 para Windows. Las
variables cuantitativas se expresan como media + desviacién
estandar y las cualitativas, como porcentaje. Para comprobar
la normalidad de las variables cuantitativas se realizd el test de
Kolmogorov-Smirnov. La frecuencia alélica se estimé median-
te el método del recuento de alelos. El test de la x* se us6 para
comprobar si las frecuencias alélicas observadas estaban de
acuerdo con las esperadas segtin la ley de equilibrio de Hardy-
Weimberg. La comparacion entre los valores lipidicos antes y
después del tratamiento se realiz6 mediante el test de la t de
Student para muestras relacionadas. Para calcular el porcenta-
je de variacion de los lipidos y lipoproteinas se utilizé la media
de los cambios porcentuales individuales. El efecto del genoti-
po sobre la variacion de los lipidos y lipoproteinas plasméticas
al tratamiento con pravastatina se llevé a cabo mediante un
test de la t de Student para muestras independientes. El ajuste
por sexo, edad, indice de masa corporal (IMC) y valores basa-
les de lipidos se realiz6 mediante un analisis de la covariancia
(ANCOVA). En todos los casos se consideré que existian dife-
rencias estadisticamente significativas si la p era menor de
0,05.

Resultados

El 56% de los 290 sujetos participantes en el es-
tudio eran mujeres y la edad media del total de la
poblacién fue de 57,3 + 11,7 afios. Sus caracteristi-
cas generales se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacién de
estudio

Edad (afios) 57,3+ 11,7
Sexo (% mujeres) 56
IMC (kg/m?) 27,3+3,6
Perimetro cintura (cm) 90,7 + 11,1
Tabaquismo (%) 22
Hipertension (%) 39
Enfermedad vascular® (%) 10

*Incluye cardiopatia isquémica, enfermedad cerebrovascular y/o arte-
riopatia periférica.
IMC: indice de masa corporal.

Tabla 2. Distribucién del polimorfismo T521C
del gen del OATP-C y de su frecuencia alélica
en la poblacién del estudio

Frecuencia genotipo, n (%) Frecuencia alélica (%)

T/T 202 (70) T 84
T/C 84 (29)
c/C 4(1) C 16

Tabla 3. Concentraciones de lipidos y lipoproteinas
plasmaéticas basales, expresadas en mg/dl

(media = desviacién estandar), en el total

de la poblacién y separada segun el polimorfismo

T521C del gen del OATP-C
Total T/T T/CyCIC N
(m=290) | n=202) | (m=88) | P
Colesterol total 280 +41 28041 282+41 0,652
cLDL 199+39 199+39 201 +41 0,570
cHDL 53+ 14 53+14 52+13 0,487
Triglicéridos 142 £68 14170 14565 0,665

*Diferencia entre los genotipos mediante el test de la t de Student para
muestras independientes.

cLDL: colesterol ligado a lipoproteinas de baja densidad; cHDL: coles-
terol ligado a lipoproteinas de alta densidad.

Tabla 4. Porcentaje de variacion en la concentracién
de lipidos y lipoproteinas después del tratamiento,
separados por genotipos del polimorfismo T521C
del gen del OATP-C

T TICy C/C . o
(n=202) | (n=89) P P
Colesterol total -15+12 -17+11 0,248 0,361
cLDL 20+16 -21+15 0,406 0,661
cHDL +4+19 +3+21 0,760 0,328
Triglicéridos -3+33 -7+33 0,352 0,433

Diferencia entre los genotipos mediante el test de la t de Student:
*para muestras independientes; **mediante analisis de la covariancia
(ANCOVA), tras ajustar por edad, sexo, indice de masa corporal y valo-
res basales de lipidos.

cLDL: colesterol ligado a lipoproteinas de baja densidad; cHDL: coles-
terol ligado a lipoproteinas de alta densidad.
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El polimorfismo T217C en el exén 2 del gen del
OATP-C no se detecté en ningiin sujeto de nuestra
poblacion. La distribucién del polimorfismo T521C
en el exén 5 del gen del OATP-C y su frecuencia
alélica aparece representada en la tabla 2. Las fre-
cuencias encontradas para este genotipo estaban
en equilibrio de Hardy-Weimberg (y? = 2,103; gra-
dos de libertad 1; p = 0,147). Dada la baja frecuen-
cia del genotipo C/C de este polimorfismo, en ana-
lisis posteriores los sujetos fueron divididos en
2 grupos: portadores o no del alelo C. No se encon-
traron diferencias significativas en cuanto al sexo,
la edad, el IMC, la presencia de enfermedad vascu-
lar y el porcentaje de hipertensos o de fumadores
entre los 2 grupos.

Los valores basales de lipidos en el total de la
poblacién y agrupados segin el polimorfismo
T521C se muestran en la tabla 3. No hubo diferen-
cias significativas en las concentraciones basales
de colesterol total, cLDL, cHDL o triglicéridos en-
tre ellos.

El tratamiento con 20 mg/dia de pravastatina
durante 16 semanas redujo significativamente los
valores de colesterol total (-15 + 12%; p < 0,001),
cLDL (=20 + 16%; p < 0,001) y triglicéridos (-4 =+
33%; p < 0,001); el aumento de las concentraciones
de cHDL no alcanz6 significacion estadistica (+4 +
12%; p = 0,305). No encontramos diferencias entre
los genotipos del polimorfismo T521C en el por-
centaje de variacién de los lipidos y lipoproteinas
con el tratamiento hipolipemiante (tabla 4). Al re-
petir el anélisis ajustando por sexo, edad, IMC y va-
lores basales de lipidos, los resultados se mantuvie-
ron similares.

Discusion

Es bien conocido que diferentes pacientes res-
ponden de diferente forma a la misma medicacién.
Estas variaciones en la respuesta se han relaciona-
do parcialmente con la diversidad genética, aunque
factores de origen no genético®® pueden influir en
ella. Se estima que entre el 20 y el 95% de la varia-
bilidad del efecto farmacoldgico pudiera deberse a
la genética®.

Uno de los principales objetivos de la farmaco-
gendmica es la identificacién de variantes genéti-
cas que modulen la respuesta terapéutica. Se han
identificado mas de un millén de SNP al secuen-
ciar el genoma humano?. Los SNP consisten en va-
riaciones en la secuencia de ADN en una unica
base y estan presentes con una frecuencia aproxi-
mada de 1 por cada 1.000 pares de bases. Algunos
de estos SNP se han asociado con diferencias inter-
individuales en la respuesta a farmacos, debido a

230 Clin Invest Arterioscl 2004;16(6):227-32

que afectan a la secuencia de genes que codifican
transportadores, receptores o enzimas implicadas
en su metabolismo, con lo que alteran su eficacia y
pueden modificar su toxicidad®3°. Asi, varios poli-
morfismos de genes implicados en el metabolismo
lipoproteinico se han relacionado con variaciones
tanto en los valores lipidicos basales'! como en la
respuesta hipolipemiante a firmacos>!""13.

La accion principal de las estatinas se lleva a cabo
en el citoplasma celular, por lo que es necesaria la
entrada del farmaco en el interior celular. Mientras
que muchos compuestos lipofilicos son captados me-
diante difusién pasiva, otros requieren de mecanis-
mos activos de transporte. El transportador OATP-C
ha sido reconocido como el mecanismo de transpor-
te activo y especifico para la internalizacién de la
pravastatina’!, ademas de otros compuestos?*?!, Re-
cientemente, se han identificado diversos polimorfis-
mos genéticos en el gen del transportador OATP-C,
algunos de los cuales se han asociado con alteracio-
nes in vitro en su capacidad transportadora®?>32, Ti-
rona et al?, tras analizar la actividad de 16 variantes
del OATP-C en células de hepatocito humanas, des-
criben que los polimorfismos T217C del exén 2, el
T521C del exdn 5, el T1058C del exén 6, el G1463C
del ex6n 9 y el A1964G del exén 10 se asocian con
una reduccién significativa en su actividad en com-
paracion con la actividad del transportador conside-
rado original (wild-type).

En el presente estudio hemos analizado el efecto
de 2 polimorfismos en el gen del OATP-C, el poli-
morfismo T521C y el polimorfismo T217C, sobre la
respuesta de los lipidos y las lipoproteinas plasma-
ticos al tratamiento con pravastatina. Se seleccio-
naron aquellos polimorfismos que se habian aso-
ciado con una mayor alteracién en la funcién del
transportador y que estuvieran presentes en sujetos
de ascendencia europea?. A pesar de ello, no en-
contramos ningin sujeto con el polimofismo
T217C en los 290 sujetos analizados. Tirona et al**
describen, para este polimorfismo, una frecuencia
del 2% en sujetos americanos de ascendencia eu-
ropea y no detectan ninguno entre los sujetos de
ascendencia africana.

Por el contrario, la frecuencia del polimorfismo
T521C en nuestra poblaciéon fue del 16%, igual a la
encontrada en Japén (16%) y en Estados Unidos
para sujetos de ascendencia europea (14%). Te6ri-
camente, los sujetos que presentan este polimorfis-
mo deberfan mostrar una menor respuesta al trata-
miento, ya que se ha asociado con una menor
actividad trasportadora in vitro*. A pesar de ello,
no hemos encontrado que este polimorfismo tenga
ningun efecto sobre la respuesta hipolipemiante.
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Nazawa et al®® han descrito recientemente que el
transportador OATP-C con el polimorfismo T521C
expresado en células embrionarias humanas de ri-
fién no presenta alteraciéon en su actividad trans-
portadora, lo que contrasta con los resultados pre-
viamente publicados vy justificaria nuestros
resultados negativos. Con la distribucién de ge-
notipos hallada en nuestra muestra, habriamos ne-
cesitado incluir a 60.000 sujetos para que las dife-
rencias encontradas en la respuesta hipolipemiante
fueran estadisticamente significativas, con un po-
der del 80% y para una significacién < 0,05.

Los resultados de este estudio muestran que el
polimorfismo T521C en el ex6n 5 del gen del
OATP-C parece no influir en la respuesta hipoli-
pemiante al tratamiento con 20 mg diarios de
pravastatina, en una poblacién de sujetos hiperco-
lesterolémicos seguidos de forma ambulatoria. Es
necesario identificar polimorfismos que claramen-
te influyan en la actividad enzimatica para que
pueda evaluarse su utilidad como marcador de res-
puesta clinica.
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