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RESUMO 

COUTINHO, Jean Gabriel Vieira. Avaliação de variantes alélicas nos genes ABCG5 e 
ABCG8 associadas a correlações clínico-laboratoriais em uma família com 
sitosterolemia. 2023. Dissertação (Mestrado em Ciências da Saúde) – Centro de Ciências 
da Saúde, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2023. 

Introdução: a sitosterolemia é uma doença autossômica recessiva rara caracterizada pelo 
acúmulo de esteróis vegetais na corrente sanguínea e tecidos devido ao aumento da absorção 
e diminuição da excreção biliar dessas substâncias. É causada por variantes em ambos os 
alelos dos genes ABCG5 ou ABCG8, localizados no cromossomo 2p21. Os pacientes 
costumam apresentar xantomas tuberosos e tendíneos, além de aterosclerose coronariana 
precoce e, assim como nas hipercolesterolemias familiares, aumento do risco para infarto 
agudo do miocárdio e morte súbita. A terapia farmacológica inclui sequestradores de ácidos 
biliares e inibidores da absorção intestinal de esteróis; orientações dietéticas fazem parte do 
tratamento. Entender melhor os mecanismos de transmissão gênica de uma patologia rara, 
bem como avaliar a eficácia dos tratamentos instituídos, contribui para o tratamento e 
aconselhamento genético do paciente e familiares. Objetivo: verificar a presença de variantes 
alélicas nos genes ABCG5 e ABCG8 em um paciente com diagnóstico de sitosterolemia e 
seus familiares, bem como analisar alterações no perfil lipídico e de sitoesterois. Além disso, 
pretendeu-se avaliar a resposta do tratamento instituído ao paciente durante o período de 
acompanhamento. Método: relato de caso de um paciente com sitosterolemia em 
acompanhamento por 17 anos. Foi realizada a coleta e análise de DNA obtido por esfregaço 
oral e sangue periférico do paciente índice e nove familiares, bem como dosagem de perfil 
lipídico e sitoesterois. Também foi realizada avaliação clínica e exames de imagem para 
verificação da resposta clínica ao tratamento realizado. Resultados: o paciente avaliado 
apresentou mutação em heterozigose composta no gene ABCG5 e em relação aos seus 
familiares de primeiro grau, três apresentaram uma variante alélica cada sem apresentação 
do fenótipo da doença. O paciente foi tratado ao longo dos 17 anos de acompanhamento com 
ezetimiba 20mg/dia, bem como seguiu orientações dietéticas, não tendo havido aumento dos 
xantomas tendíneos nem desenvolvimento de aterosclerose carotídea significativa, embora 
as concentrações de sitosterol tenham permanecido elevadas. Conclusão: a sitosterolemia 
permanece como uma doença rara e pouco diagnosticada. Os achados relacionados às 
variantes alélicas podem servir para entender melhor a expressão fenotípica da patologia. O 
tratamento prescrito ao paciente não normalizou as concentrações plasmáticas de fitosteróis, 
porém foi capaz de estabilizar a progressão dos xantomas e da doença aterosclerótica. 

Palavras-chave: dislipidemias, fitosteróis, mutação com perda de função, aterosclerose, 
ezetimiba 
 
 



 
 

 

ABSTRACT 

COUTINHO, Jean Gabriel Vieira. Evaluation of allelic variants in the ABCG5 and ABCG8 
genes associated with clinical-laboratory correlations in a family with sitosterolemia. 
2023. Dissertation (Master in Health Sciences) – Health Sciences Center, State University of 
Londrina, Londrina, 2023. 

 
Introduction: sitosterolemia is a rare autosomal recessive disease, mentioned by the 
accumulation of plant sterols in the bloodstream and tissues due to increased absorption and 
decreased biliary excretion of these substances. It is caused by variants in both alleles of the 
ABCG5 or ABCG8 genes, located on chromosome 2p21. Patients usually present tuberous 
and tendon xanthomas, in addition to early coronary atherosclerosis and, as in familial 
hypercholesterolemia, an increased risk of acute myocardial infarction and sudden death. 
Pharmacological therapy includes bile acid sequestrants and inhibitors of intestinal sterol 
absorption; dietary guidelines are part of the treatment. Better understand the mechanisms of 
gene transmission of a rare pathology, as well as evaluate the effectiveness of established 
treatments, contribute to the treatment and genetic counseling of patients and families. 
Objective: to verify the presence of allelic variants in the ABCG5 and ABCG8 genes in a 
patient diagnosed with sitosterolemia and his family members, as well as to analyze changes 
in the lipid and sitosterol profile. Furthermore, it was a objective to evaluate the response to 
the treatment given to the patient during the follow-up period. Method: case report of a patient 
with sitosterolemia followed for 17 years. A collection and analysis of DNA obtained from oral 
swabs and peripheral blood from the index patient and nine family members was performed, 
as well as lipid profile and sitosterol measurements. Clinical evaluation and imaging exams 
were also carried out to verify the clinical response to the treatment performed. Results: the 
patient evaluated presented a compound heterozygous mutation in the ABCG5 gene and in 
relation to his first-degree relatives, three presented an allelic variant each without presenting 
the disease phenotype. The patient was treated over 17 years of follow-up with ezetimibe 20 
mg/day, as well as dietary guidelines, without an increase in tendon xanthomas or 
development of significant carotid atherosclerosis, although sitosterol concentrations were 
permanently elevated. Conclusion: sitosterolemia remains a rare and uncommon disease. 
Findings related to allelic variants can serve to increase understanding the phenotypic 
expression of the pathology. The treatment prescribed to the patient did not normalize plasma 
concentrations of phytosterols, but was able to stabilize the progression of xanthomas and 
atherosclerotic disease. 
 
Keywords: dyslipidemias, phytosterols, loss of function mutation, atherosclerosis, ezetimibe 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A sitosterolemia, ou fitosterolemia, é uma doença rara, hereditária e de caráter 

autossômico recessivo. Estima-se que o número aproximado de pacientes portadores seja de 

1 a cada 200.000 indivíduos, porém a maioria dos casos acaba sendo subdiagnosticado e, 

assim, a prevalência pode ser bem maior1. Esta patologia foi descrita pela primeira vez em 

um relato de 1974 de duas irmãs apresentando xantomas e níveis plasmáticos e teciduais 

anormalmente altos de esteróis vegetais2. 

 

1.1 PATOLOGIA 

 

Os sitoesteróis são estruturalmente muito semelhantes ao colesterol, mas diferem 

quimicamente pela presença de um grupo etil ou metil (sitosterol e campesterol, 

respectivamente) ou uma ligação dupla (estigmasterol). O sitosterol é geralmente o esterol 

vegetal mais abundante na dieta e a forma predominante encontrada em indivíduos com 

sitosterolemia3,5. Esses pacientes absorvem 15% a 60% do sitosterol ingerido, o que leva a 

um aumento de 50 a 200 vezes em seus níveis séricos, sendo seu transporte realizado pelas 

lipoproteínas de baixa densidade (low density lipoprotein - LDL)5. 

A sitosterolemia leva a uma alteração do metabolismo dos lipídeos caracterizada pela 

diminuição da excreção biliar e aumento da absorção dos sitoesteróis da dieta, levando a um 

aumento dessas substâncias, bem como colesterol, no organismo1. Embora geralmente a 

absorção de esteróis esteja moderadamente aumentada em pacientes heterozigotos para 

sitosterolemia, eles costumam ser assintomáticos e apresentarem concentrações normais ou 

levemente aumentadas de colesterol e esteróis vegetais3. 

Alimentos como óleos vegetais, germens de trigo, nozes, sementes, abacate, chocolate 

e margarina são ricos em esteróis vegetais. Menos de 5% destas substâncias são absorvidas 

em indivíduos normais – alguns modelos em mamíferos sugerem que o acúmulo destes 

compostos é tóxico, gerando uma resposta de defesa do organismo. Sua ingestão em excesso 

por seres humanos não sitosterolêmicos parece ser segura, muito provavelmente devido a  

presença de mecanismos eficazes que limitam sua absorção pelo intestino, bem como 

promovem a excreção biliar. Alguns autores sugerem que a ingestão de fitoesteróis por 

pacientes saudáveis pode levar a competição com o colesterol, o que levaria a um efeito 

benéfico sobre o organismo, mas isto ainda não está bem estabelecido3,4. 
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1.2 GENÉTICA 

A doença está relacionada a mutações bialélicas (homozigóticas/heterozigóticas 

compostas) com perda de função nos genes ABCG5 ou ABCG8 responsáveis pela 

codificação das proteínas ABC (do inglês, ATP-binding cassette). A maioria dos pacientes 

com sitosterolemia reconhecida veio de casamentos consanguíneos, o que levou a mutações 

homozigóticas nestes genes4. No entanto, avanços recentes na análise genética revelaram 

que também há vários casos com mutações heterozigóticas compostas nestes genes6,7. 

Embora seja uma patologia de caráter recessivo, pacientes com mutações em 

heterozigose podem apresentar um perfil fenotípico mais brando com manifestações clínicas 

não tão severas1. Os pacientes asiáticos apresentam, com maior frequência, mutações no 

gene ABCG5, enquanto, os caucasianos no ABCG8. Independentemente da etnia, as 

mutações nestes genes devem ser investigadas se houver suspeita de sitosterolemia2. Os 

polimorfismos e mutações descritas até o presente estão representadas na figura 1. 

Estes genes codificam, respectivamente, o transportador de efluxo de esteróis ABCG5 

(esterolina 1) e ABCG8 (esterolina 2) que bombeiam esteróis para o lúmen intestinal ou para 

a bile. Defeitos bialélicos resultam em aumento da absorção intestinal junto com diminuição 

da excreção biliar de fitoesteróis, levando a concentrações plasmáticas extremamente 

elevadas dessas substâncias3. 
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Figura 1 - Mutações e polimorfismos nos genes ABCG5 e ABCG8.  

Fonte: TADA et al. (2018, p. 795) 

 

1.3 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 

 
As manifestações clínicas apresentam grande variedade fenotípica: enquanto alguns 

pacientes homozigotos se mostram praticamente assintomáticos, outros apresentam 

hipercolesteromia severa com repercussão cardiovascular fatal8,9. Este mecanismo da 

heterogeneidade fenotípica ainda não está totalmente esclarecido3. 

A gravidade dos fenótipos de sitosterolemia parece ser mais variável do que para 

hipercolesterolemia familiar, possivelmente devido à sua maior dependência da ingestão de 

esteróis na dieta4. 

 

1.3.1 Hipercolesterolemia 

 

A sitosterolemia é conhecida por apresentar níveis elevados de sitosterol e colesterol 

LDL. Em alguns estudos foi verificado que a sitosterolemia pode estar relacionada a uma 

hipercolesterolemia às custas de LDL até em bebês recebendo amamentação - e, após o 

desmame, os níveis de LDL diminuem, ao contrário dos sitoesterois1.  Isso se deve ao fato do 
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intestino imaturo poder absorver maiores quantidades de colesterol em comparação com os 

adultos3. 

A relação do sitosterol no desenvolvimento da aterosclerose ainda permanece pouco 

conhecida, ao contrário do LDL. Parentes de pacientes com sitosterolemia ou portadores de 

mutações heterozigóticas geralmente apresentam concentrações de colesterol LDL e 

sitosterol elevados1,4. 

Embora tenha sido originalmente relatada em pacientes normolipêmicos apresentando 

xantomas, alguns pacientes com sitosterolemia, especialmente crianças, apresentam 

hipercolesterolemia grave3,10. 

 

1.3.2 Xantomas 

Xantomas tendinosos ou tuberosos em áreas extensoras, como tendão de Aquiles, 

tendões extensores da mão, cotovelos e joelhos são as principais manifestações clínicas da 

sitosterolemia.  Os xantomas evoluem como aglomerados de células espumosas na pele e os 

mecanismos envolvidos no desenvolvimento do xantoma parecem ser semelhantes aos dos 

estágios iniciais das placas ateroscleróticas. A fisiopatologia do aparecimento dessas 

alterações pode estar relacionada a pequenos traumas prévios em áreas articulares3,7. 

Os xantomas tendíneos podem ter seu aparecimento nos primeiros anos de vida, mas 

não costumam ser comuns em crianças, já os xantomas intertriginosos podem ser mais 

comuns nessa faixa etária. Eles podem regredir ou desaparecer completamente após a 

normalização dos níveis de colesterol, mesmo que os níveis de sitoesteróis ainda 

permaneçam altos3,4,7. 

O xantelasma das pálpebras era considerado apenas uma lesão estética até 

recentemente, porém estudos prospectivos recentes mostraram que está relacionado com um 

aumento do risco cardiovascular e redução da expectativa de vida3.  

 

1.3.3 Aterosclerose 

 

Tanto o colesterol plasmático elevado quanto os níveis de esteroides vegetais podem 

contribuir para a doença vascular prematura em pacientes com sitosterolemia8. Os dados 

atualmente disponíveis, bem como o fato de que pacientes sitosterolêmicos com doença 

cardiovascular aterosclerótica prematura tendem a exibir hipercolesterolemia por aumento no 
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colesterol LDL, sugerem que este último, e não o sitosterol, é o principal fator causal para a 

aterogenicidade4. 

As reações inflamatórias que levam à formação da placa de ateroma estão relacionadas 

à estabilidade das lipoproteínas, o que é influenciado pelo acúmulo de colesterol e de 

fitoesteróis.  A ruptura dessas placas com consequente trombose local pode levar ao infarto 

agudo do miocárdio e morte súbita. Macrófagos incubados com lipoproteínas contendo 

sitosterol acumulam esteróis livres e sofrem morte celular, o que pode contribuir para a 

formação de placas mais sensíveis à ruptura3,5. 

A doença coronariana prematura pode se desenvolver em pacientes sitosterolêmicos com 

níveis normais de colesterol, entretanto já foi relatado que alguns pacientes com 

sitosterolemia não desenvolveram aterosclerose precoce apesar dos níveis elevados de 

colesterol e sitoesteróis3. 

 

1.3.4 Manifestações hematológicas 

 

Hemólise estomatocítica, plaquetas grandes, esplenomegalia e sangramento anormal 

são manifestações hematológicas que podem ser encontradas e, algumas vezes, podem ser 

o único sinal clínico de sitosterolemia5. 

Como ABCG5 e ABCG8 são expressos apenas no intestino e no fígado, o acúmulo 

adquirido de esteróis vegetais circulantes e sua incorporação em glóbulos vermelhos e 

plaquetas parece resultar em morfologia e função anormais. Os fitoesteróis séricos devem ser 

analisados em pacientes com anemia hemolítica sem causa aparente com 

macrotrombocitopenia de forma a evitar uma esplenectomia desnecessária5,12. 

 

1.3.5 Outras manifestações clínicas 

 

São referidos alguns casos de artralgia inespecífica em membros e eventualmente, 

artrite6. 
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1.4 DIAGNÓSTICO  

 

Muitos pacientes são diagnosticados tardiamente, evoluindo com quadros avançados de 

aterosclerose que poderiam ser evitados com medidas farmacológicas e dietéticas5. 

Os métodos laboratoriais de rotina não distinguem os esteróis vegetais do colesterol, 

sendo necessário um método mais preciso, como a cromatografia gasosa com espectrometria 

de massa.  Valores de sitosterol acima de 10 µg/mL costumam estar associados ao 

diagnóstico, embora alguns estudos sugiram que 15 µg/mL possa ter um valor preditivo mais 

adequado4,14.  

A confirmação genética pode ser dada por sequenciamento direto de éxons e limites de 

intronéxons dos genes ABCG5 e ABCG8, cada um composto por 13 éxons e localizados no 

cromossomo 2p21, além de documentar as mutações homozigóticas ou heterozigóticas 

compostas em ABCG5 ou ABCG815.  

Diretrizes recentes recomendam a triagem de todas as crianças aos 9–11 anos e 

novamente aos 17–21 anos para encontrar aquelas com hipercolesterolemia. Alguns dos 

rastreados podem, de fato, ter sitosterolemia, e esses pacientes podem ser distinguidos por 

uma resposta notável à modificação da dieta ou uma resposta ruim às estatinas3,6. 

São diagnósticos diferenciais, embora também raras, a hipercolesterolemia autossômica 

recessiva e a xantomatose cerebrotendinosa, que são mais comuns em decorrência de 

relações consanguineas4. 

De forma prática, o diagnóstico pode ser estabelecido com a presença de todos os critérios 

abaixo:  

Manifestações clínicas 

1. Xantomas cutâneos ou tendíneos 

2. Doença arterial coronariana precoce (homens < 45 anos e mulher < 55 anos) 

Diagnóstico laboratorial 

1. Sitosterol sérico > 1mg/dL (10 µg/mL) 

Análise genética 

1. Mutações patogênicas nos genes ABCG 5 ou ABCG 8 

Quadro 1 - Critérios diagnósticos para sitosterolemia  

Fonte:  TADA et. al (2021, p. 795) 
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1.5 TRATAMENTO 

 

O manejo da sitosterolemia visa reduzir as concentrações de esterol vegetal plasmático 

e as concentrações de colesterol para poder prevenir ou reduzir xantomas e doenças 

cardiovasculares ateroscleróticas16. 

 

1.5.1 Dieta 

 

A base da terapia é a restrição dietética de colesterol e esteróis vegetais. Os alimentos 

ricos em esteróis vegetais incluem óleos vegetais, germens de trigo, nozes, sementes e 

abacate, por exemplo, sendo a maioria destes saudáveis do ponto de vista cardiovascular. 

Margarina, gordura e chocolate também devem ser evitados. Mariscos e algas marinhas 

contêm quantidade significativa de esteróis vegetais que também são hiperabsorvidos nesses 

pacientes devendo ser excluídos da dieta3,16.  

No entanto, uma dieta isenta de fitoesteróis é quase impossível de conseguir porque são 

substâncias encontradas em quase todos os alimentos à base de plantas, e sua 

implementação resultou em apenas 30% de diminuição nas concentrações plasmáticas de 

sitoesterois3. Além dos esteróis vegetais, eles também precisam evitar alimentos ricos em 

colesterol, incluindo vísceras de animais e ovos4. 

 

1.5.2 Terapia farmacológica 

 

Várias medicações foram introduzidas para tentar reduzir as concentrações de LDL e 

sitoesteróis dos pacientes com sitosterolemia, porém a ezetimiba e a colestiramina se 

mostraram mais eficazes.  No entanto, a baixa adesão e os efeitos colaterais gastrointestinais 

limitam o uso de colestiramina, permanecendo a ezetimiba como a principal medicação 

utilizada, que age como um inibidor da absorção intestinal de colesterol e esteróides vegetais.  

O tratamento a longo prazo com ezetimiba 10 mg/dia foi seguro, tolerável e eficaz na redução 

das concentrações plasmáticas de fitoesteróis em pacientes com sitosterolemia3,5,20.  

A ezetimiba sofre glicuronidação no intestino e no fígado, e tanto o composto parental 

quanto seu glicuronídeo localizam-se na borda em escova do intestino delgado, onde 

bloqueiam a absorção de fontes dietéticas e biliares de colesterol sem afetar a absorção de 
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triglicerídeos, ácidos biliares ou vitaminas lipossolúveis. Ainda não se sabe se as 

complicações da sitosterolemia, incluindo aterosclerose, hemólise e plaquetopenia, podem 

ser revertidas com o tratamento com ezetimiba17,18. Entretanto, é interessante ressaltar que a 

espessura do tendão de Aquiles por radiografia, usada para avaliar a alteração no xantoma 

do tendão de Aquiles, diminuiu no grupo tratado com ezetimiba em relação ao grupo placebo 

após 8 semanas de tratamento17,21. 

As estatinas também podem reduzir os níveis de LDL destes pacientes1. No entanto, 

pacientes com sitosterolemia geralmente respondem pouco às estatinas porque a atividade 

da HMG-CoA redutase já está inibida22.  

Para pacientes com lesões ateroscleróticas avançadas e resistência aos tratamentos 

mencionados, a aférese de LDL pode ser considerada4,23. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A sitosterolemia permanece como uma doença rara com mecanismos de expressão 

ainda não totalmente elucidados que traz grande morbidade para seus portadores, 

apresentando tentativas de tratamento muitas vezes ineficazes.  

Seu diagnóstico é difícil e costuma ser de exclusão, o que pode levar a que pacientes 

jovens sejam subtratados e desenvolvam aterosclerose precocemente. Há a necessidade 

então de avaliar pacientes em tratamento constantemente e verificar o resultado dos 

tratamentos instituídos para sedimentar ou alterar as estratégias terapêuticas existentes, 

melhorando a qualidade de vida e diminuindo a mortalidade dos portadores desta patologia. 

Entender os mecanismos de transmissão e expressão gênica da fitosterolemia, bem 

como a apresentação fenotípica nos indivíduos afetados, leva a um melhor entendimento 

desta doença hereditária, bem como consegue direcionar melhores estratégias de 

aconselhamento genético para os pacientes e seus familiares.  

Este relato de caso justifica-se pelo acompanhamento por 17 anos de um paciente 

caucasiano sitosterolêmico com mutação no gene ABCG5 em heterozigose composta com 

sintomas marcantes da patologia. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar a presença de variantes alélicas nos genes ABCG5 e ABCG8, além de 

determinar as concentrações de esteróis plasmáticos em um paciente com sitosterolemia e 

nos seus parentes de primeiro grau, bem como avaliar a estratégia de tratamento oferecida 

ao longo de seu acompanhamento clínico. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Investigar presença de variantes alélicas nos genes ABCG5 ou ABCG8 em um 

paciente com sitosterolemia e em familiares de primeiro grau.  

 Realizar dosagem de esteróis plasmáticos no paciente e em seus familiares de 

primeiro grau deste; 

 Avaliar resposta clínica ao tratamento com dieta e ezetimiba, instituído por 17 anos de 

um paciente com  sitosterolemia através da dosagem plasmáticas de esteróis, bem como a 

mensuração dos xantomas e da presença de doença aterosclerótica arterial por métodos de 

imagem; 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 AVALIAÇÃO CLÍNICA E COLETA DE AMOSTRAS 

 

O diagnóstico de sitosterolemia do paciente índice foi feito em 2004 por ocasião de uma 

consulta médica. F.L.F., sexo masculino, caucasiano, autônomo, sem outras comorbidades, 

apresentava 23 anos na época da primeira avaliação. Naquele momento, amostras de sangue 

periférico foram enviadas a um laboratório especializado e foram verificados níveis elevados 

de sitoesteróis com perfil lipídico normal, entretanto, houve perda desses resultados. 

Considerando o quadro clínico apresentado de xantomatose em mãos e tendões calcâneos, 

trombocitopenia, visualização de esplenomegalia por ultrassonografia abdominal, associado 

aos resultados laboratoriais, o diagnóstico de fitosterolemia foi proposto. Desde então, o 

paciente vem sendo tratado com ezetimiba 20mg/dia. 

Em 2011, com o paciente já apresentando 30 anos, uma nova avaliação laboratorial foi 

feita e amostras de sangue foram coletadas na cidade de origem do paciente, por laboratório 

de análises clínicas local, e enviadas ao Laboratório de Investigação Médica 10 da 

Universidade de São Paulo - USP (LIM-10), onde análises bioquímicas de sitoesteróis 

plasmáticos e perfil lipídico foram feitas.  Um novo ultrassom abdominal foi solicitada para 

verificar se havia persistência de esplenomegalia. 

A proposta do presente estudo foi investigar a ocorrência das variantes alélicas, 

mensurar as concentrações de fitoesteróis plasmáticos e a apresentação fenotípica nos 

familiares de primeiro grau do caso índice, além de descrever a evolução do paciente após 

17 anos de seguimento.  

As coletas ocorreram em laboratório de análises clínicas localizado no município de 

residência do paciente e familiares. Esse material foi enviado por correio, em reservatórios 

adequados, novamente para o LIM-10, onde foram feitas as análises dos lípides, e também 

agora para os Laboratório de Investigação Médica 25 e 42 da Universidade de São Paulo - 

USP (LIM-25 e LIM-42) onde foram realizadas as análises genéticas. A privacidade dos 

participantes foi inteiramente assegurada e as coletas e análises foram autorizadas pelos 

pacientes ou responsáveis legais, mediante aplicação de termo de consentimento livre e 

esclarecido. 

Além disso, os exames de imagem (doppler de artérias carótidas) para avaliar a 

presença de placa ateromatosa em leito arterial do paciente também foram realizados na 

cidade de domicílio e enviados para os pesquisadores via e-mail.  
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Esta pesquisa foi iniciada após a aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Estadual de Londrina (parecer 4.989.252 – 21/09/21). 

4.2 EXTRAÇÃO DAS AMOSTRAS DE DNA 

 

4.2.1 Extração de DNA a partir de Sangue Periférico 

 

O método de extração de DNA genômico de células de sangue periférico utilizado foi 

modificado visando melhorar a qualidade do DNA obtido, portanto, as amostras do projeto 

foram extraídas usando o método Salting Out adaptado, realizada em dois dias. 

1. Na etapa inicial foi necessário nomear os tubos de plástico cônico tipo Falcon de 50 

mL para não ocorrer trocas de pacientes durante o processo. As amostras de sangue 

haviam sido colhidas em tubos com ácido etileno diamino tetracético (EDTA) 25mM. 

Após a nomeação, despejou-se os tubos de sangue coletado (aproximadamente 

10mL) nos tubos cônicos e acrescentou-se Bloodlysis Buffer (NH4Cl 114mM + 

NH4HCO3 1mM – pH 7,4) uma vez até completar 50mL. O material foi tampado e 

agitado vigorosamente e, em seguida, acondicionou-se os tubos Falcon no gelo por 

30 minutos para que ocorresse a hemólise. 

2. Após o tempo no gelo, as amostras foram centrifugadas por 30 minutos a 2500rpm 

a 4°C. Após o término, o sobrenadante foi descartado e a parede do tubo lavada 

com Bloodlysis Buffer uma única vez.  

3. As amostras foram centrifugadas por 30 minutos a 2500rpm, descartou-se o 

sobrenadante e a parede do tubo foi lavada com Nucleolysis Buffer (Tris-HCl 10 mM 

+ NaCl 150 mM + EDTA 10 mM, pH 8,0) uma vez. Em seguida, adicionou-se 5 mL 

de Nucleolysis Buffer novamente e 100µL de proteinase K (20mg/mL). Por fim, 

adicionou-se 300µL de dodecil sulfato de sódio 10% (SDS) e misturou-se 

novamente, deixando-se a amostra incubada overnight a 60°C em banho maria. 

4. A primeira parte do segundo dia consistiu em avaliar a lise adequada das amostras 

(translúcidas e sem grumos) e limpas. Após checagem, adicionou-se 1 mL de 

solução de NaCl 6M em cada tubo e agitou-se vigorosamente por 15 segundos. 

5. Centrifugou-se as amostras a 2500rpm por 30 minutos e em seguida transferiu-se o 

sobrenadante para um tubo cônico de 15mL para repetir a centrifugação até que o 

sobrenadante estivesse bem claro. A partir desse momento, adicionou-se etanol 

absoluto para que o DNA flutuasse até a superfície do tubo cônico e pudesse ser 
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captado e diluído em 500µL de tampão de eluição para posterior armazenagem em 

freezer. 

 

4.2.2 Extração do DNA a partir de esfregaço oral 

 

As amostras de DNA foram obtidas a partir de esfregaço oral coletado pelo próprio 

paciente em sua residência, em tubos com conservante TEN (TRIS 2M, pH 8 + EDTA 0,5M, 

pH 8 + NaCl 6M) enviados pelo laboratório, com instruções de coleta anexadas ao kit. 

Posteriormente os esfregaços foram extraídos, seguindo o protocolo padronizado no 

laboratório e, em seguida, armazenados em freezer. 

As etapas pormenorizadas do protocolo são: 

1. Transferiu-se o conteúdo dos tubos de coleta inicial para um microtubo de 1,5µl que 

foi centrifugado em vórtex por 1 minuto a 14.000rpm.  

2. Retirou-se todo o conservante com uma pipeta, sem tocar/retirar o pellet no fundo 

do microtubo, e  acrescentou-se 200µl de tampão TES (TRIS 2M, pH 8 + EDTA 

0,5M, pH 8 + SDS 10% + água ultrapura) e 20µl de proteinase K com nova 

centrifugação em vórtex por aproximadamente 15 segundos.  

3. Incubou-se por 2 horas a 42 °C em banho-maria e, após 2 horas, retirou-se a 

amostra, acrescentou-se 42µl de NaCl saturado e agitou-se bem, manualmente.  

4. Centrifugou-se 1 minuto a 14.000rpm e foi transferido o sobrenadante para outro 

microtubo com cerca de 250µl. Acrescentou-se volume de etanol absoluto para 

lavagem até o preenchimento do tubo com o sobrenadante e, sem seguida, 

homogeneizando manualmente a solução. Novamente foi centrifugada a amostra 

por 1 minuto, descartado o sobrenadante e repetido o processo por mais uma vez. 

5. Adicionou-se etanol 70% até preenchimento do tubo, centrifugou-se novamente com 

descarte do sobrenadante por mais duas vezes. Secou-se o etanol e acrescentou-

se TE (tampão de eluição - TRIS 2M + EDTA 0,5M) de acordo com o tamanho do 

pellet. 

 

4.3 SEQUENCIAMENTO GENÉTICO 

A partir do melhor alinhamento possível, foi realizada a genotipagem da amostra, que 

consistiu em determinar, com bases estatísticas, por métodos moleculares, todos os alelos do 
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genoma da  amostra (as bases de cada par do cromossomo para uma dada posição). Foram 

então identificadas as mutações dos éxons 1 e 9 do gene ABCG5, não sendo detectadas 

mutações no gene ABCG8. A partir disto, as análises focaram-se em confirmar as mutações 

encontradas apenas nos gene ABCG5. 

 

4.3.1 Padronização dos Primers 

 

Os primers utilizados para amplificar a sequência alvo das regiões codificadoras do gene 

ABCG5 (éxon 1 e 9) foram desenhados e testados durante o projeto, tendo em vista que ainda 

não estavam padronizados no laboratório.  Eles foram os seguintes: 

1. ABCG5(NM_022436.3):c.64C>T p.(Gln22*) (exón 1)  

2. ABCG5(NM_022436.3):c.1217G>A p.(Arg406Gln) (exón 9) 

Inicialmente identificou-se as sequências de referência dos genes ABCG5 nos bancos de 

dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) e delimitou-se a região de 

interesse: éxons 1 e 9 do gene ABCG5, através dos dados presentes no Ensembl, uma 

plataforma genômica.  Utilizando a ferramenta em sílico NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), os primers de interesse para os exóns 

foram selecionados e solicitada síntese. Uma vez sintetizados os primers foram diluídos a 

concentração de 100 pmol/µL e depois para uma concentração de 10 pmol/µL para facilitar 

seu uso. 

  

 4.3.2 Amplificação gênica por PCR 

 

As reações de reação em cadeia da polimerase (PCR) foram feitas de acordo com as 

orientações do fabricante (para uma reação com volume final de 25µL – quadro 2), porém 

adaptadas ao padrão do laboratório: 

 
Componente Volume 
DNA genômico 2µL 
Taq Green Master Mix (Promega); 12,5µL 
H2O Nuclease Free 8,5µL 
Primer Foward (Invitrogen) 1µL 
Primer Reverse (Invitrogen) 1µL 
Volume Total 25µL 

Quadro 2 - Volumes da reação da padronização da PCR  

Fonte: protocolo de laboratório LIM-25, 2022 
 

4.3.3 Sequenciamento de Sanger  
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Após a verificação da qualidade e purificação das amostras, os produtos amplificados 

foram utilizados para o sequenciamento gênico automático através do kit Big Dye Terminator 

v.3.1 da Applied Biosystems, CA, o qual contém nucleotídeos marcados com fluorescência. 

As reações foram feitas com um volume final de 10 µL, contendo 3 µL de produto de 

PCR purificado, 1 µL de primer (Foward ou Reverse) e 6 µL de Mix Big Dye (Tampão Big Dye, 

Água e Big Dye Terminator v.3.1). Após essa etapa, as amostram foram direcionadas para a 

etapa de precipitação: 

1. Para cada amostra contendo 10µL de reação de sequenciamento, foram 

acrescentados 27µL de etanol a 100% (não gelado), 01 µL de acetato de sódio 3M 

e 01µL de EDTA 125mM.  

2. Após esta etapa, foi realizada a homogeneização no vórtex e um rápido spin na 

centrífuga à 4200rpm. Em seguida, as amostras foram incubadas durante 15 

minutos em temperatura ambiente e protegidas da luz. 

3. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas durante 45 minutos a 4200rpm à 

4ºC e logo após o sobrenadante foi descartado. Foram então acrescentados 35µL 

de etanol a 70% (não gelado) e as amostras foram homogeneizadas no vórtex e 

centrifugadas novamente a 4200rpm durante mais 15 minutos à 4ºC. Após a 

centrifugação, foi feito o descarte do sobrenadante. Essa etapa repetiu-se por mais 

uma vez. 

4. Após segunda centrifugação com etanol a 70%, o sobrenadante foi descartado, as 

amostras foram acondicionadas em banho seco a 95ºC durante 5 minutos e 

armazenadas em freezer protegidas da luz. 

 

As amostras, após re-suspensão, foram sequenciadas no aparelho Sequenciador ABI 

Prism 3130XL (16 capilares), Applied Biosystems, CA. 

As análises dos eletroferogramas foram feitas manualmente através do auxílio de 

softwares de edição de sequência (Sequencher 5.0) e as mutações encontradas foram 

confirmadas através de softwares de predição in sílico e bancos de dados (Mutation Taster, 

Human Genomic Mutation Databases, InterVar, ClinVar e Ensembl). 

 

4.4 MEDIDA DOS ESTERÓIS PLASMÁTICOS 

 

Os esteróis do plasma, marcadores de absorção do colesterol intestinal (campesterol e 

beta-sitosterol) e marcadores de síntese de colesterol (desmosterol e latosterol), foram 

medidos por cromatografia gasosa no cromatógrafo a gás (GC) acoplado ao 
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espectrofotômetro de massa (MS) marca Shimadzu GCMS-QP2010 plus (Kyoto, Japão) 

utilizando versão 2.5 do software GCMS solution25.  

O padrão interno 5α-colestane foi adicionado às amostras do plasma (200 mL) e 

saponificadas com 1 mL de KOH diluído em etanol (1mol/L) a 60oC por 1 hora. Em seguida, 

as amostras foram misturadas com 1 mL de água e extraídas por duas vezes com 3 mL de 

hexana. O extrato de hexana contendo os esteróis foi secado sob fluxo de nitrogênio e 

derivatizado com solução silanizante, composta por 100µL de piridina e 100µL de BSTFA 

(N,O- bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida)+ 1% TMCS (trimetilclorosilane) (1:1, v/v) e incubada 

por 1 hora a 60oC. 

Um microlitro da amostra derivatizada foi injetada no cromatógrafo pelo injetor 

automático em modo de injeção split com taxa de split 1:3 e a temperatura do injetor foi 

mantida 280oC. A separação foi realizada na coluna capilar Restek (100% dimethyl 

polysiloxane - Rxi13323) 1ms, 30 metros de comprimento, diâmetro interno 0,25 mm, por 30 

minutos, usando hélio como fase móvel com velocidade linear constante de 45,8 cm/s e a 

temperatura do forno foi mantida em 280oC. O espectrômetro de massa atuou em modo de 

elétron de impacto a uma voltagem de ionização de 70eV com a temperatura da fonte de íons 

e da interface a 300oC. Os íons foram identificados e monitorados no espectrômetro de massa 

pelo método SIM (Single Ion Monitorating – monitoramento de íon selecionado). A quantificação 

pelo GCMS/SIM foi feita pela comparação com as áreas dos picos e os espectros de massa da 

curva padrão de íons com correção pelo padrão interno25. 

 

5 RESULTADOS  
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ABSTRACT 
 
Sitosterolemia is a rare autosomal recessive disease characterized by the accumulation of 
plant sterols in the bloodstream and tissues due to increased absorption and decreased biliary 
excretion of these substances. It is caused by variants in both alleles of the ABCG5 or ABCG8 
genes, located on chromosome 2p21. Patients often present with tuberous and tendinous 
xanthomas, in addition to early coronary atherosclerosis with increased cardiovascular risk. 
We present a clinical case of a patient diagnosed with sitosterolemia, with a heterozygous 
mutation in the ABCG5 gene, who was followed up for 17 years. First-degree relatives were 
also analyzed and showed only one allelic variant or none at all, with some showing changes 
in sitosterol dosage, even without presenting the disease phenotype. The patient was treated 
with ezetimibe 20mg/day, as well as non-pharmacological guidelines throughout this period, 
with no increase in tendon xanthomas or development of significant carotid atherosclerosis, 
although sitosterol concentrations remained elevated. 
 
Keywords: dyslipidemias, phytosterols, loss of function mutation, atherosclerosis, ezetimibe 
 
 
Introduction 
 

Sitosterolemia (OMIM #210250), also known as phytosterolemia, is a rare autosomal 

recessive disease characterized by the accumulation of plant sterols, such as sitosterol and 

campesterol, in tissues due to increased absorption and decreased biliary excretion of these 

substances1. It has been shown to be caused by mutations in either of two genes, adenosine 

triphosphate-binding cassette subfamily G members 5 and 8 (ABCG5 and ABCG8)1,2. 

Mutations in ABCG8 seem to be more common than those related to the ABCG5 gene3,4,5. 

Recent data indicate a prevalence of approximately 1 among 200,000 individuals in the general 

population, but its prevalence may be underestimated due to the fact that it is commonly 

underdiagnosed1,6,7. Patients usually present tuberous and tendinous xanthomas, in addition 

to early coronary atherosclerosis as in familial hypercholesterolemia8,9. Arthralgia, 

hematological abnormalities (anemia and thrombocytopenia), changes in liver function and, 

especially in children, severe hypercholesterolemia can also be found1,10,11,12,. 

We described a patient diagnosed with sitosterolemia at the age of 23 and treated with 

ezetimibe over 17 years of follow-up. In addition, we found compound heterozygous mutation 

of the ABCG5 gene, one of them previously described as a variant of uncertain significance 

(VUS)13. Besides, we also confirmed the segregations of these mutations from his parents and 

first-degree relatives, who had mild elevations of sitosterol levels, but without signs or 

symptoms of the disease.  
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Methods 
 

Blood and spittle samples were collected at a clinical analysis laboratory in the city where 

the patient and family reside and sent to Medical Investigation Laboratories of the University 

of São Paulo, São Paulo/SP-Brazil for genetic and lipid profile analysis, as well as dosage of 

phytosterols. 

Aiming at evaluating disease control with the established treatment, carotid doppler was 

performed to estimate the volume of xanthomas and to detect the presence of atheromatous 

plaque in the arteries (carotid Doppler) of the patient at the beginning of the follow-up and 

again after 17 years. 

 
Biochemical analysis 
 

Plasma sterols, intestinal cholesterol absorption markers (campesterol and beta-

sitosterol) and cholesterol synthesis markers (desmosterol and latosterol), were measured by 

gas chromatography on a gas chromatograph (GC) coupled to a mass spectrophotometer 

(MS) brand Shimadzu GCMS-QP2010 plus (Kyoto, Japan) using version 2.5 of the GCMS 

solution25 software14. 

 
Genetic analyses 
 

After DNA extraction from the samples, the genes of interest ABCG 5 and ABCG8 

were sequenced. The analyzes of the electropherograms were performed manually 

using sequence editing software (Sequencher 5.0) and the mutations found were 

confirmed using in silico prediction software and databases (Mutation Taster, Human 

Genomic Mutation Databases, InterVar, ClinVar and Ensembl). 
 

 

Results 
 

A 23-year-old man showed typical xanthomas on the extensor surfaces of his hands and 

Achilles tendons, in addition to splenomegaly and thrombocytopenia. Serum cholesterol and 

triglyceride levels were normal and sitosterolemia was suspected by a tendon biopsy. The 

diagnosis was confirmed by high serum concentrations of β-sitosterol and campesterol, and 

the patient was advised to follow a low plant-sterol diet and to take ezetimibe 20 mg daily. 

Seven years later, there was no significant change in xanthoma size, abdominal ultrasound 

showed normal spleen, and plasma lipid levels were: total cholesterol (TC) 147 mg/dL, HDL 
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cholesterol (HDL) 44 mg/dL, LDL cholesterol (LDL) 61 mg/dL, triglycerides (Tg) 206 mg/dL, 

desmosterol 0.137 µg/mL (n < 1.6 µg/mL), lanosterol 0.368 µg/mL (n < 2.2 µg/mL), 

campesterol 39.65 µg/mL (n < 5.5 µg/mL), β-sitosterol 87.53 µg/mL (n < 1.7 µg/mL) and 

platelet count 109,000/mL. Seventeen years after diagnosis, at age 40, there was no significant 

change in xanthoma size (figure 1) and the patient remained without cardiovascular symptoms 

(normal echocardiography and exercise stress test), however ultrasound showed bilateral 

carotid-intimal-medial thickening (0.1cm on the right and 0.17cm on the left, n < 0.1) and serum 

lipid concentrations were: TC 232 mg/dL, LDL 130 mg/dL, HDL 46 mg/dL, Tg 115 mg/dL, 

campesterol 21.34 µg/mL (median value of pool: 30.49; standard deviation: 12.94) (n < 5.5 

µg/mL) and β-sitosterol 65.13 µg/mL (median value of pool: 76.33; standard deviation: 15.83) 

(n < 1.7 µg/mL). Then, atorvastatin 20 mg was added to ezetimibe 10 mg daily.   

Two mutations were identified in the index patient, by oral smear as well as by peripheral 

blood: 1) ABCG5(NM_022436.3):c.64C>T p.(Gln22*) in éxon 1, classified as pathogenic; 2) 

ABCG5(NM_022436.3):c.1217G>A p.(Arg406Gln) of éxon 9, classified as probably 

pathogenic14. Regarding the other family members, the patient's mother presented the 

mutation in éxon 1 and the father the mutation in éxon 9, indicating the heritability of the variant 

in the patient. However, among the other eight relatives tested, only one sister had the éxon 9 

mutation (figure 2). 

 

 
Figure 1 – Tendon xanthomas. Tendon xanthomas in hands and Achilles tendons maintaining 

the same size and quantity since the initial evaluation. “A” and “C” are from 2004 and “B” and 

“D” are from 2021. 
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Figure 2: Pedigree of the family with sitosterolemia. 

(↓) indicates the index case; (*) indicates values below the normal; CP = campesterol (n < 5.5 

µg/mL); ST = beta-sitosterol (n < 1.7 µg/mL); TC = total cholesterol (n < 200 mg/dL); TG = 

triacylglycerols (n < 150 mg/dL). 

 
Discussion 

 

The findings in the formation of the pedigree corroborate the information registered in the 

literature that relate the mutations in the ABCG5 gene, even in heterozygosity, as responsible 

for the phenotype related to sitosterolemia. The index patient has both allelic variants in this 

gene and clinical characteristics compatible with the disease, unlike their first-degree relatives 

who have only one or no variant. It is important to emphasize that mutations in this gene are 

more common in patients of Asian ethnicity5, however, as reported by the patient and his 

family, there is no known close ancestry.  

Another controversial finding is that the mutation referred to in éxon 9 of the ABCG5 gene 

is referred to as potentially pathogenic13, but even so, in heterozygosity with the pathogenic 

variant of éxon 1, it managed to express the pathology phenotype. It is also possible to note 

that the patient's father and sister, carriers of mutation only in éxon 9, do not express the 

characteristics of the disease, but have sitosteroid values higher than the reference values, 
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which leads to the questioning whether this mutation is pathogenic, in fact. Most variants are 

believed to be benign, but virtually none of those likely to be pathogenic or of uncertain 

significance have been experimentally or clinically validated - the number of ABCG5/ABCG8 

variants is sure to grow as additional genomes and exomes are sequenced, as well as the 

need for better tools to predict which variants are pathogenic15. The classification of mutations 

according to their pathogenesis varies between databases and takes into account factors such 

as their clinical relevance, functional analysis, population frequency and evolutionary 

conservation – although, currently, the mutation found in exon 9 is classified as “potentially 

pathogenic”, it is believed that the data from this study may corroborate the future classification 

change to “pathogenic mutation”13. 

It can be seen that only the index patient who has the two variants of the ABCG5 gene 

has alterations in sterols (campesterol and sitosterol) compatible with the pathology of 

sitosterolemia, which remain above the reference values even with adequate use of the 

treatment offered. Relatives who have only one allelic variant, at first, do not express the 

disease phenotype, as well as those who do not have any variant, even though they may have 

results above the reference values for cholesterol, triglycerides and phytosterols. Recent 

studies have shown that patients heterozygous for the mutation may have a milder disease 

phenotype2. 

During the patient's follow-up period until the last evaluation, it was verified that the index 

patient did not show a response in the control of sitosterols with the proposed treatment, 

despite having referred to follow the pharmacological and non-pharmacological measures 

oriented. Even so, there was no increase in tendon xanthomas, nor carotid alterations or 

cardiovascular events compatible with the evolution of the disease described in the 

literature3,11. Thus, one might even question the role of plant sterols in the development of 

atherosclerotic diseases, even in the face of the multicausal role of these pathologies. In 

contrast to LDL cholesterol, the pathogenicity of sitosterol in the development of 

atherosclerosis remains unclear - only a few studies have systematically investigated this issue 

and the serum level of sitosterol itself does not seem to be the causal factor, requiring larger 

studies for this elucidation5. 

 

Conclusions 
 

Sitosterolemia remains a rare and underdiagnosed disease, mainly due to the general 

population's difficulty in accessing specific tests for measuring plasma phytosterols, as well as 

research into genetic tests.  

It could be seen from the 17-years follow-up of the patient since diagnosis that the 

prescribed treatment did not normalize the plasmatic concentrations of phytosterols, but 
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apparently it was able to stabilize the progression of the xanthomas and keep the patient free 

of atherosclerotic disease.  In addition, the verification of genetic alterations in family members 

who did not present a phenotype related to the disease can increase the understanding of their 

role in the clinical manifestations of the disease. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
A sitosterolemia permanece como uma doença rara e pouco diagnosticada, sobretudo 

pela dificuldade de acesso da população geral a exames específicos para dosagem de 

fitosteróis plasmáticos, bem como a pesquisa de mutações genéticas. O caso exposto 

exemplifica a apresentação fenotípica e a expressão genética dessa patologia na família de 

um paciente acometido, que apresenta mutação nos dois alelos do gene ABCG 5 e em seus 

parentes de primeiro grau, que apresentam uma ou nenhuma variante e ausência de sintomas 

ou alterações laboratoriais justificadas pela doença. 

Pode-se verificar pelo acompanhamento de 17 anos do paciente desde o diagnóstico que 

o tratamento prescrito não normalizou as concentrações plasmáticas de fitosteróis, porém 

aparentemente foi capaz de estabilizar a progressão dos xantomas e manter o paciente sem 

doença aterosclerótica. É válido ressaltar que devido à fisiopatologia complexa do 

metabolismo lipídico e de esteróis vegetais relacionada à sitosterolemia, as estratégias 

terapêuticas ainda necessitam ser aperfeiçoadas para garantir menos morbidade aos seus 

portadores. 

Esses achados tiveram implicações relevantes para o paciente e membros da família, 

tanto no que se refere a verificação da ausência de formas mais leves e subclínicas da 

doença, como também para orientações acerca de aconselhamento genético dos parentes 

que apresentam as mutações. Além disso, a verificação de alterações genéticas em familiares 

que não apresentaram fenótipo relacionado à doença pode aumentar o entendimento sobre o 

papel delas nas manifestações clínicas desta patologia. 
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