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Presentacion

1.- PRESENTACION

Las enfermedades cardiovasculares son hoy en dia la principal causa de muerte en
los paises occidentales. Y esto sucede a pesar de la disponibilidad de las estatinas
como opcidon de tratamiento, que reducen eficazmente las concentraciones de
colesterol LDL (lipoproteina de baja densidad) y que, consecuentemente, permiten
disminuir la incidencia de enfermedades de causa aterosclerética. Entre las posibles
causas de este riesgo residual estan el que el tratamiento prescrito no sea suficiente
para conseguir los objetivos de colesterol de lipoproteina de baja densidad, LDLc,
marcados por el panel de expertos NCEP [1] 0 que no todas las personas en riesgo
estén recibiendo el tratamiento adecuado. Por ello, la administracion de estatinas
se acompafia a veces de otro tipo de terapias farmacoldgicas (como el acido
nicotinico o el ezetimibe) y de medidas dietéticas. Dentro de estas ultimas podria
incluirse la administracién de los fitoesteroles/estanoles. Estos son los analogos del
colesterol en los vegetales, comparten con él la misma estructura y son
considerados alimentos funcionales. Desde hace décadas se sabe que los esteroles
vegetales reducen las concentraciones de LDLc al disminuir la absorcion intestinal
de colesterol — aunque parece que también podrian ejercer esta accion a través de
otros efectos -. Aunque las dosis 6ptimas aun no han sido establecidas, se admite
que 2 g/dia de esteroles/estanoles vegetales disminuyen alrededor de un 10% las
concentraciones plasmaticas de LDLc [2-4], independientemente de Ia
administracion concomitante de estatinas y sin aparentes efectos adversos. Sin
embargo, su papel en la prevencion de las enfermedades cardiovasculares todavia
no ha sido estudiado en profundidad y los trabajos realizados hasta la fecha en
humanos son todavia escasos a este respecto.

Un estudio reciente [5] apunta a la posibilidad de usar hasta 9 g/dia de estanoles

vegetales de forma segura para reducir hasta en un 17% las concentraciones de
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LDLc. Sin embargo, uno de los objetivos de la industria continla siendo el de
desarrollar nuevos esteroles/estanoles vegetales mas potentes que los empleados
en la actualidad. Con este fin se desarrollé el compuesto llamado FM-VP4, formado
por dos estanoles vegetales unidos por una molécula de &cido citrico, lo que
aumenta su solubilidad en el agua. El estudio del FM-VP4 constituye el primer
objetivo de la presente tesis y resulté ser el primer trabajo publicado fruto de la
misma. El FM-VP4 administrado a ratones demostré tener una accion muy potente
sobre la absorcion y perfil plasmatico de colesterol. Ademas, alter6 algunas vias del
metabolismo del colesterol, como la recirculacion de sales biliares, como veremos
posteriormente.

Por otro lado, el perfil de seguridad de los esteroles/estanoles vegetales ha sido y
continua siendo objeto de debate [6]. El principal motivo del mismo viene dado por la
existencia de una rara enfermedad que recibe el nombre de sitosterolemia. Esta se
caracteriza por una hiperabsorcién de esteroles vegetales junto con su acumulacién
masiva en plasma y tejidos. A pesar de que las concentraciones finales son muy
inferiores a las de colesterol, los enfermos sitosterolémicos desarrollan una clinica
muy similar a la de la hipercolesterolemia familiar, con la presencia de xantomas
tendinosos y aterosclerosis precoz. Tanto el Comité Cientifico de la Unién Europea
como la FDA (Food and Drug Administration) han constatado la seguridad de la
administracion de esteroles vegetales y el panel de expertos del National Colesterol
Education Program (NCEP) los recomienda como medida higiénico-dietética para
reducir las concentraciones de LDLc [1]. Estas recomendaciones se basan en gran
medida en que las cantidades recomendadas no son excesivas, y sobre todo a que,
en sujetos no sitosterolémicos, la tasa de absorcidn de los esteroles y estanoles
vegetales es muy reducida. Sin embargo, el hecho de que los enfermos

sitosterolémicos desarrollen una aterosclerosis precoz con concentraciones séricas
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de colesterol normales o ligeramente elevadas, hace pensar que Ilos
esteroles/estanoles vegetales puedan ser altamente aterogénicos cuando se
encuentran en concentraciones elevadas.

Entre las acciones de los esteroles vegetales, se ha demostrado que algunos de
ellos son capaces de activar al receptor nuclear LXR (Liver-X-receptor) [7-10]. La
activacion de este receptor, en general, tiene efectos beneficiosos sobre el perfil
cardiovascular, a excepciéon de que produce un aumento en las concentraciones de
triglicéridos (TG). Al revisar la bibliografia encontramos que, entre los pocos
enfermos sitosterolémicos de los que se tiene un perfil lipidico completo, la mayoria
presentaban concentraciones plasmaticas de TG notablemente superiores a las de
sus familiares directos [11-16]. Asi comenzamos a trabajar en el segundo objetivo
de esta tesis, el de estudiar el metabolismo de los TG en ratones modelo de
sitosterolemia. Las conclusiones, recientemente publicadas, son que la acumulacion
de esteroles vegetales altera dicho metabolismo afectando a multiples vias, como
son la sintesis hepatica, el catabolismo periférico o la absorcién intestinal. Y que
muchos de estos efectos se aprecian también en ratones heterocigotos para la
enfermedad, en los que la acumulacién de esteroles vegetales es sensiblemente

inferior.
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Introduccion

2.- INTRODUCCION

2.1- Esteroles y estanoles vegetales. Estructura y fisiologia

Los esteroles vegetales, o fitosteroles, son componentes esenciales de las
membranas celulares en los vegetales. Su estructura es muy parecida a la del
colesterol, con el que comparten la misma estructura de anillo y del que soélo difieren

en la composicion de las cadenas laterales (Figura 1).

Phytosterols

B-Sitosteral Phytostanols

Cholesterol B-Sitostanol
HO
Stigmasteral HO

HO Campestanal
HOY

Campesteral HO

HO

Figura 1. Estructura quimica del colesterol y de los principales fitosteroles vy fitostanoles.

Se conocen mas de 40 esteroles vegetales diferentes, los cuales se pueden
clasificar en 4-desmetilesteroles y 4,4-dimetilesteroles. Tres de ellos suponen
aproximadamente el 90% de los esteroles vegetales presentes en la dieta: el -
sitosterol (50%), el campesterol (33%) y el estigmasterol (5%), los cuales solamente

se diferencian por sus cadenas laterales. Asi, la presencia de un grupo metilo o etilo
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en el carbono en posicion 24 distingue el campesterol del sitosterol, mientras que el
doble enlace en posicion 22 es exclusivo del estigmasterol. Por otro lado, los
estanoles vegetales (o fitostanoles), son mucho menos abundantes que los
esteroles, y se diferencian de éstos en que no presentan dobles enlaces C-C en la
estructura de anillo. Los estanoles vegetales proceden de la hidrogenacion de los
esteroles vegetales: por ejemplo, la saturacion del campestanol en posicion alfa da
lugar a la formacién del campestanol (Figura 1). Cabe destacar que salvo
especificacion, y dado que normalmente los estanoles se encuentran en cantidades
mucho mas reducidas que los esteroles, cuando se habla en términos generales de

esteroles vegetales suele incluirse en el término también a los estanoles vegetales.

Los esteroles vegetales no pueden ser sintetizados por los humanos, por lo que
siempre han de proceder de la dieta. En el caso de la dieta occidental, su cantidad
es casi equivalente a la del colesterol (unos 400 mg/dia), y es aun mayor en las
dietas vegetarianas. Los esteroles vegetales se encuentran especialmente en
legumbres, verduras, cereales, frutos secos y, en general, en los aceites de tipo
vegetal (Tabla 1). Al contrario de lo que sucede con el colesterol, cuya absorcién
intestinal varia entre el 35 y el 70%, la absorcidén de los esteroles vegetales oscila
entre el 0,4 y el 3,5%, y la de estanoles entre el 0,2 y el 0,3%. Ademas, la mayor
parte de ellos son rapidamente excretados por el higado, reteniéndose unicamente
un 1% de lo absorbido. Todo esto hace que las concentraciones de esteroles

vegetales en suero humano oscilen entre 0,3y 1,7 mg/dL [17].
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Colesterol Fitosteroles Fitostanoles

Ingestion en la dieta

(mg/dia) 300-500 200-400 <10

Mantequilla, huevos, Aceites vegetales, Aceite coco, otros

Fuente dieta .
carne cereales aceites

. . . Colesterol biliar
Sintesis end6gena (800-1200 mg/dia) No No

Tasa absorcion (%) 40-60 <5 0,1-2
Concentracion 140-320 0,3-1,7 0,3-0,6
plasma (mg/dL)
Excrecion (%) 40-60 >95 >98

Tabla 1. Resumen comparativo de los principales parametros metabdlicos del colesterol,

fitosteroles y fitostanoles.

2.2- Alimentos funcionales. Indicaciones y eficacia de los

esteroles/estanoles vegetales

En 1999, el ILSI (Internacional Life Sciences Institute) defini6 a los alimentos
funcionales como aquéllos que “contienen un componente, nutriente o no nutriente,
con efecto selectivo sobre una o varias funciones del organismo, mas alla de su
valor nutricional y cuyos efectos positivos justifican que pueda reivindicarse su
caracter funcional o incluso saludable.” Estos alimentos pueden ser macronutrientes
(como los acidos grasos insaturados del aceite de oliva), micronutrientes (como las
vitaminas) o compuestos sin valor nutritivo (como los flavonoides), pero siempre
constituyen componentes naturales de los alimentos, ya sea porque estén presentes
en el propio alimento no elaborado o porque sean afiadidos mediante fortificacion
(como en el caso del calcio y la vitamina D en la leche). En los ultimos afios, los
alimentos funcionales se han ido introduciendo con fuerza en la sociedad y

conforman un segmento creciente en la industria alimenticia.
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La administracion de esteroles/estanoles vegetales disminuye la absorcion intestinal
de colesterol y reduce sus concentraciones plasmaticas. Este hecho motivé que los
esteroles vegetales comenzaran a usarse como alimento funcional en la década de
los 90. Poco después, el NCEP recomendd su consumo como opcion terapéutica

dietética para disminuir las concentraciones de colesterol plasmatico de LDL [1].

El primer metaanalisis publicado sobre la eficacia de los esteroles vegetales en la
reduccion del colesterol plasmatico se publico en 2003 [4]. Los 41 estudios
seleccionados mostraban que la ingesta de 2 g/dia de esteroles vegetales
disminuye una media del 10% el colesterol de LDL, y que dosis crecientes no
muestran un efecto adicional significativo. Estudios posteriores han situado
consistentemente su eficacia entre un 7-11% [2, 3, 18, 19] y han demostrado su
utilidad incluso en enfermos de hipercolesterolemia familiar [20] como terapia
adyuvante a la administracion de estatinas [21]. Por otro lado, la administracién de
estanoles vegetales, que en dosis de 2 g/dia tienen un efecto similar al de los
esteroles, no parece tener un efecto umbral, y a dosis mayores parecen reducir las

concentraciones de LDLc en un 17% [5] .

2.3.- Esteroles/estanoles vegetales. Mecanismo de accion

Los esteroles y estanoles vegetales son mas hidrofébicos que el colesterol, por lo
que tienen mayor afinidad por las micelas intestinales. Se ha propuesto, por tanto,
que el mecanismo por el que actian es a través de una competicion con el
colesterol por incorporarse a dichas micelas, disminuyendo con ello la absorciéon
intestinal de colesterol [22]. Sin embargo, otros estudios sugieren que los esteroles

vegetales pueden ejercer una accion a nivel molecular dentro de los enterocitos y
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los hepatocitos, ya que no necesitan estar presentes en el lumen intestinal para
ejercer su accion [23]. En este sentido se ha visto que fitosteroles inyectados
subcutaneamente disminuyen las concentraciones de colesterol tanto en pollos
como en hamsters de una forma similar a como lo hace su administracién oral [24,
25]. Antes de entrar en detalle en estos mecanismos, repasaremos el metabolismo
del colesterol en el organismo a través de su absorcion, sintesis endogena y

excrecion.

2.3.1- Absorcion intestinal de colesterol

En promedio, en un adulto que consume una dieta occidental, unos 1200-1700 mg
de colesterol llegan a la luz intestinal diariamente. Sin embargo, sélo 300-500 mg
provienen directamente de la dieta; el resto procede de la bilis y su recirculacién
enterohepatica. Una vez en el lumen, el colesterol es solubilizado junto con los TG y
fosfolipidos en forma de micelas mixtas, gracias al papel anfipatico de los acidos
biliares. Entre las proteinas que participan en la absorcién intestinal del colesterol
cabe citar fundamentalmente a la proteina Niemann-Pick C1 Like 1 (NPC1L1), el
heterodimero formado por los transportadores de membrana ATP Binding Casette
G5 y G8 (ABCGS5 y G8), el enzima acyl-coA:cholesterol acyltransferase 2 (ACAT2) y

el transportador ATP Binding Casette A1 (ABCA1).

La proteina NPC1L1 resulta trascendental para el proceso de absorcion del
colesterol (Figura 2). De hecho, en estudios con ratones deficientes en NPC1L1, la
absorcién fraccional de colesterol se ve reducida desde un 51% a un 16% [26]. Y
también se encuentra disminuida la absorcion de esteroles vegetales. Ademas,
NPC1L1 es la diana molecular del farmaco ezetimibe [27], un inhibidor de la

absorcién de colesterol que es capaz de reducirla entre un 50 y un 90% [28-30],
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disminuyendo también la entrada de esteroles vegetales [31]. Estos datos apuntan,
no solo a que la entrada de colesterol y esteroles vegetales en el enterocito sigue
una via comun, sino también que deben ser eventos posteriores los que controlen la
absorcién neta de fitosteroles. De hecho, estudios con esteroles y estanoles
deuterados administrados mediante sonda oral comprobaron que las
concentraciones de colesterol en mucosa intestinal eran mayores que las de origen
vegetal (colesterol > campesterol > sitosterol > campestanol > sitostanol) [32] y que
tras 15 minutos de la aplicacion de la sonda todos estos compuestos eran
detectables en el intestino proximal. Sin embargo, la disponibilidad sistémica de los
compuestos vegetales era drasticamente menor que la del colesterol. Estos hechos
apuntan, por tanto, a que los procesos discriminatorios se encuentran en los

mecanismos de eflujo, mas que en los de captacion.

Uno de los candidatos que parece mediar esta discriminacion es el heterodimero
formado por ABCG5/G8, ya que es capaz de excretar colesterol y esteroles
vegetales de vuelta desde el enterocito hacia el lumen intestinal [33, 34]. Ademas,
mutaciones en estos transportadores son las responsables de la sitosterolemia, una
rara enfermedad autosdmica recesiva que se caracteriza por la acumulacién de

esteroles vegetales tanto en plasma como en tejidos [35, 36].

Una vez que el colesterol es captado por el enterocito es mayoritariamente
esterificado con acidos grasos en C3 para formar ésteres de colesterol, en una
reaccion catalizada por el enzima ACAT2 [37]. Posteriormente dichos ésteres seran
empaquetados en quilomicrones y secretados hacia la linfa (Figura 2), y seguiran la

circulacion portal hasta llegar al higado.
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Por ultimo, cabe citar que la proteina ABCA1, que es capaz de transportar colesterol
desde el interior celular hacia las apolipoproteinas (apos) unidas a la superficie
celular (p. €j. la apo-Al) se expresa también en los enterocitos, concretamente en la
membrana basolateral. De esta forma, las células intestinales pueden actuar como
células periféricas capaces de participar en la formacion de lipoproteinas de alta

densidad (HDL) [38].
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C + PS dieta

Figura 2. Visién esquematica de las principales rutas seguidas por el colesterol en higado e

intestino junto con las proteinas participantes.

ABCA1, ABCG5, ABCG8, ABC-transporter A1, G5, G8; ACAT, acyl-coenzyme A:colesterol
acyltransferase; Anx2/Cav1, annexina 2/caveolina 1; BSEP, bile salt export pump; C,
colesterol; EC, ésteres de colesterol; FL, fosfolipidos; HDL, lipoproteinas de alta densidad;
IDL, lipoproteinas de densidad intermedia; LDL, lipoproteinas de baja densidad; LDLr,
receptor de LDL; Lrp, LDL-receptor related protein; Mdr2, multidrug resistance P-glycoprotein
2; nCEH, neutral cholesteryl ester hydrolase; Npc1, Niemann-Pick C1 protein; NPC1L1,
Niemann-Pick C1 protein Like 1; PS, esteroles vegetales; SB, sales biliares; Scp2, sterol
carrier protein 2; SRBI, scavenger receptor Bl; VLDL, lipoproteinas de muy baja densidad.
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2.3.2- Sintesis enddégena de colesterol

Es la segunda via de aporte de colesterol y su proporcioén respecto a otras vias de
abastecimiento de colesterol depende de la composicién de la dieta y de la especie
animal. Asi, en humanos, aproximadamente la mitad del colesterol proviene de la
absorcién intestinal y la otra mitad de la sintesis endoégena [39], mientras que en

ratones esta ultima alcanza hasta el 70%.

La mayoria de los tejidos tienen la capacidad de sintetizar colesterol de novo, pero
el principal 6rgano implicado en su biosintesis es el higado. El colesterol se sintetiza
a partir de acetil CoA siguiendo la ruta del mevalonato. Esta comienza con la
formaciéon de 3-hidroxi-3-metilglutarii CoA (HMG CoA) a partir de acetil CoA y
acetoacetil CoA. HMG CoA es posteriormente reducido a mevalonato (Figura 3).
Este paso resulta irreversible en la via de sintesis y esta regulado por el enzima
HMG CoA reductasa. Los niveles de ARNm de este enzima se utilizan
frecuentemente como indicador de la sintesis de colesterol, y esta proteina supone
ademas la diana de las estatinas farmacos inhibidores de la HMGcoA reductasa que

constituyen la primera linea de tratamiento de la hipercolesterolemia.

Los siguientes pasos de la via incluyen entre otros, la conversion de mevalonato a
isopentenil pirofosfato, la condensacién a escaleno y la ciclacion final de este ultimo
a lanosterol. El lanosterol es el precursor ultimo del colesterol, asi como del

ergosterol, el principal esterol en los hongos.
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Figura 3. Principales rutas metabdlicas en la sintesis endégena de colesterol.

2.3.3- Metabolismo del colesterol. Sintesis de acidos biliares

El higado es el 6rgano central encargado de la homeostasis del colesterol y supone
el lugar de interseccion de sus diversas rutas metabdlicas. Es capaz de captar

colesterol procedente de quilomicrones residuales (QMr), lipoproteinas de densidad




Introduccion

intermedia (IDL) y LDL por endocitosis a través del receptor de LDL (LDLR) y de la
proteina relacionada con el receptor de LDL (LRP) [40, 41], asi como de las
particulas HDL a través del receptor scavenger SR-B1 [42]. Ademas, como hemos
visto, el higado es el principal lugar de sintesis de novo de colesterol.

Una vez en el interior del hepatocito, el colesterol puede convertirse en sales
biliares, 1o que constituye el destino final de la mayor parte del colesterol del
organismo. En los humanos, unos 500 mg son transformados en sales biliares cada
dia. Este proceso implica la actuacion de 17 enzimas diferentes, y pueden seguirse
dos rutas diferentes: una principal, llamada clasica o neutra, y una secundaria,
denominada alternativa o acidica. La via clasica representa aproximadamente el

75% del total de la sintesis en ratones y hasta el 90% en los humanos [43].

En la via clasica, el paso clave es la conversion del colesterol a 7a-hidroxicolesterol
por el enzima colesterol-7a-hidroxilasa (CYP7A1) [44]. La regulacion de este enzima
es crucial, ya que este paso determina el flujo hacia la ruta clasica. Por ello, los
niveles de CYP7A1 se utilizan como indicativos de la sintesis por medio de la via
clasica. Los productos finales de la via son el colato y quenodesoxicolato en
humanos y el colato y muricolato en ratones. En concreto, la sintesis de colato viene
dada por la reaccion mediada por el enzima 12a-hidroxilasa (CYP8B1), por lo que la
reaccion entre el colato y el quenodesoxicolato o el muricolato viene determinada

por la actividad hepatica de CYP8B1.

En cuanto a la via alternativa, el primer paso es la formacién de 27-hidroxicolesterol,

y esta mediada por el enzima esterol 27-hidroxilasa (CYP27) [44]. El producto final

de la via es el quenodesoxicolato.
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Los acidos biliares se conjugan tanto con taurina como con glicina antes de ser
excretados a la bilis [45]. La secrecidén desde el higado a la bilis tiene lugar mediante
la bomba exportadora de sales biliares (BSEP) [46], mientras que el colesterol libre
y los esteroles vegetales se secretan a través del heterodimero ABCG5/G8 [35, 47-
49].

Una vez en el intestino, las sales biliares pueden ser modificadas por las bacterias
intestinales, dando lugar a sales biliares secundarias como el desoxicolato o el
litocolato. Como el 95% de las sales biliares son reabsorbidas durante la circulacién
enterohepatica, principalmente a través del transportador I-BABP (lleal-Bile Acid
Binding Acid Protein), el “pool” final de sales biliares esta formado por una mezcla

de sales tanto primarias como secundarias.

2.3.4- Sintesis/Absorcion: Homeostasis del colesterol

Para evaluar de forma indirecta la sintesis y la absorcién de colesterol se puede
aprovechar el hecho de que en plasma se hallan pequefias concentraciones de lo
que se ha dado en llamar “esteroles no colesterol”. Estos se pueden dividir en dos
grandes grupos: uno es el de los precursores del colesterol, fundamentalmente
escualeno, colestenol, desmosterol y latosterol, que reflejan la sintesis de colesterol,
especialmente cuando se tiene en cuenta su proporcion respecto al colesterol [50,
51]. Otro es el de los marcadores de absorcion, donde se encuentran tanto el
colestanol como algunos de los esteroles vegetales detectables en plasma:
campesterol y sitosterol, fundamentalmente. Cuanto mayor sea la proporcion de
estos compuestos respecto al colesterol, reflejaran una mayor tasa de absorcion de
colesterol del organismo en cuestion [51-53]. Se ha visto que los marcadores mas

fiables son: el latosterol para la sintesis de colesterol y el colestanol para su
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absorcién [52, 54]. Ambos suelen correlacionarse negativamente, y el cociente
latosterol/colestanol es un buen reflejo del metabolismo o de lo que se ha dado en
llamar la homeostasis del colesterol. La tasa de sintesis o absorcion es un
parametro que puede ser de utilidad para distintos ambitos. Uno es su relacion con
la enfermedad cardiovascular y el sindrome metabdlico [565]. Otro es el hecho de
que los pacientes no respondedores a estatinas parecen tener unas mayores tasas

de absorcion [56].

2.3.4a.- Sintesis/Absorcion y enfermedad cardiovascular

Existe cierta controversia sobre cual de los dos perfiles (de sintesis o de absorcién)
que se dan en el metabolismo del colesterol se correlaciona con un mejor estado
cardiovascular. Un completo estudio finlandés, en el que se estudi6 a 864
adolescentes, comprobd que los marcadores de sintesis estaban asociados a un
peor perfil cardiovascular, con un mayor indice de masa corporal (IMC), mayores
concentraciones de triglicéridos, mayor presién arterial y menores concentraciones
de colesterol de HDL (HDLc) 21 afios después [53, 57]. Sin embargo, no se
apreciaron diferencias en una subpoblacion del estudio en la que se determiné el
grosor intima-media carotideo. En el mismo sentido, otro estudio realizado a partir
de la cohorte espafola EPIC concluyd que cuanto menor era la ratio
sitosterol/colesterol, mayor era el riesgo cardiovascular de los participantes [58]. Por
otro lado, existen diversos trabajos que sefialan la relacidon contraria. Un estudio de
2009 que analizd a 2440 participantes de la cohorte LURIC (Ludwigshafen Risk and
Cardiovascular Health: individuos que habian sido sometidos a una angiografia
coronaria) [59] observé que una mayor tasa de absorcion y una menor de sintesis
se relacionaban de forma significativa con un mayor riesgo cardiovascular, incluso

cuando se analizaron exclusivamente los pacientes que no habian tomado estatinas
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[60]. Los mismos resultados se obtuvieron en otro estudio que analizé la cohorte
Framingham (incluyendo Unicamente sujetos con enfermedad cardiovascular) [61] y
la misma relacion se observo en pacientes con estenosis adrtica [62].

Aunque los datos no son consistentes entre diversos estudios, parece haber una
tendencia subyacente que a nuestro entender no ha sido expuesta previamente y
que esta tesis, aunque no disponga de datos propios, querria remarcar: los perfiles
de aumento de sintesis parecen asociarse con un peor perfil metabdlico en
poblaciones jévenes y/o sanas, mientras que los perfiles de alta absorcién se
relacionan con alto riesgo cardiovascular precisamente en aquellos estudios que
engloban a pacientes ya enfermos o en alto riesgo. Es una observacion que quizas
deberia tenerse en cuenta para intentar dilucidar el verdadero papel del perfil de la

llamada homeostasis del colesterol en el riesgo cardiovascular.

2.3.4b.- Sintesis/absorcion y respuesta a estatinas

Las estatinas constituyen el principal grupo de farmacos hipocolesterolemiantes.
Como se ha mencionado previamente, actuan disminuyendo la sintesis de colesterol
por inhibicién de la HMG-coA reductasa. Sin embargo, existen pacientes que se
benefician mas de esta terapia que otros [63]. Una de las hipdtesis sobre las
diferencias en la respuesta es que las estatinas actuan mejor en aquellos pacientes
que tienen bajas tasas de absorcion de colesterol. Asi se ha visto reflejado en
diversos estudios que emplearon simvastatina a largo plazo [64-66] o simvastatina
y fluvastatina [56]. Aunque no se ha demostrado la razéon subyacente, una
explicacion podria ser que los sujetos con un perfil alto de absorcion ya presentan
una baja actividad de sintesis, por lo que las estatinas ven reducido su potencial de

accion. De confirmarse esta relacion, el perfil de homeostasis del colesterol abriria la
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puerta a tratamientos mas personalizados, donde bajos respondedores podrian
beneficiarse de cotratamientos con inhibidores de la absorcion de colesterol, como
el ezetimibe y/o los estanoles vegetales. En este sentido, serian mas
recomendables estos ultimos que los esteroles, ya que se ha visto que el
tratamiento con estatinas tiende a aumentar la concentracion plasmatica de

esteroles vegetales pero no asi de estanoles [67].

2.3.5.- Efectos de los esteroles vegetales en el intestino

El mecanismo exacto de accion de los esteroles vegetales en el intestino no ha sido
esclarecido. Aparte de competir con el colesterol por la incorporaciéon en las micelas,
parecen ejercer acciones moleculares concretas a nivel intestinal, hecho que ha

motivado un gran numero de estudios experimentales.

Los receptores nucleares LXRa y  parecen jugar un papel central en las acciones
provocadas por los esteroles vegetales. Estos receptores se expresan de forma
general en todo el organismo y actian como reguladores globales de la
homeostasis del colesterol, fundamentalmente protegiendo de la excesiva
acumulaciéon de colesterol en los tejidos [68]. De hecho, la activacion de LXR en el
intestino mediante ligandos especificos disminuye la absorcién de colesterol y
aumenta la expresion de ABCA1 y de ABCG5/G8 [69-71]. Ademas, se ha visto que
los esteroles vegetales o0 algunos de sus derivados pueden actuar como ligandos de
LXR tanto in vitro como in vivo, por lo que parecia que las acciones de los esteroles
vegetales sobre el metabolismo del colesterol en el enterocito estaban mediadas por
la activacion de LXR [8-10]. En este sentido, se ha visto que un compuesto
relacionado con el ergosterol y el brasicasterol, el llamado YT-32, tras ser

administrado oralmente se comporta como un potente agonista de LXR e induce la
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expresién de los transportadores ABC en el intestino del raton [8]. También, y
acorde con esta observacién, se ha visto que los esteroles y estanoles vegetales de
la familia 4-desmetilesterol son capaces de activar tanto a LXRa como a LXR in
vitro [10]. Ademas, en el mismo estudio se comprobd que la expresion de ABCA1
era paralela a los niveles de activacion de LXR en células Caco-2. De hecho, la
activacion de ABCA1 ya se habia propuesto como el mecanismo por el cual los
esteroles y estanoles vegetales mediaban su accion en la absorcién intestinal de
colesterol [9]. Sin embargo, otro estudio que uso6 ratones deficientes en ABCA1
mostréo que la activacion de LXR disminuia la absorcion intestinal de colesterol
independientemente de ABCA1, y sugeria que probablemente se debiera a la
activacion transcripcional de ABCG5/G8 [72], por lo que este heterodimero paso a
convertirse en el principal candidato que podria explicar la inhibicion en la absorcion
de colesterol mediada por los fitosteroles [73]. Sin embargo, los cambios en la
expresion de ABCG5/G8 y de ABCA1 no correlacionaban con la disminucién en la
absorcién en ratones tratados con fitosteroles [74, 75] ni en hamsters alimentados
con ésteres de estanoles [76]. Obviamente, los resultados de estos estudios no
podian descartar que estos transportadores pudieran estar siendo alterados por los
fitosteroles a través de mecanismos post-traduccionales. Por ello se usaron
posteriormente animales modificados genéticamente, demostrandose que la
inhibicion de la absorcién de colesterol por los fitosteroles es independiente tanto de

ABCA1 [77] como de ABCG5/G8 [74, 78].

Los esteroles vegetales podrian estar también actuando a través del transportador

NPC1L1. Sin embargo, la inhibicién que provocan en la absorcién de colesterol no

esta mediada por cambios en su expresion [74-76, 79]. En cualquier caso, dado que
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aun no se han usado animales deficientes en esta proteina, no se puede descartar
su posible papel.

Otros estudios valoran la posibilidad de que los esteroles vegetales actiuen a traves
de otros mecanismos. Por ejemplo, se ha observado que el sitosterol es capaz de
disminuir la expresiéon de la HMG-CoA reductasa en células Caco-2, reduciendo asi
la sintesis de colesterol [80]. Sin embargo, estudios in vivo en ratas a las que
suplementaba la dieta con un 2% de sitosterol, no afectaron a su expresion en el
ileo [81]. Hay que tener en cuenta que la absorcion de sitosterol es menor del 5%, y
que individuos con sitosterolemia, donde las concentraciones de sitosterol se elevan
hasta 100 veces, si que vieron una reduccion en la actividad, por lo que parece que
se necesitan grandes cantidades de esteroles vegetales para que puedan llegar a

ejercer una inhibicion del principal enzima de sintesis de colesterol.

Otra opcidén que se ha barajado es que los fitosteroles actien disminuyendo la
actividad del enzima ACAT en el intestino. Esta proteina (fundamentalmente en su
forma ACAT2), es la encargada de esterificar el colesterol que sera usado para el
empaquetamiento en quilomicrones [82-85]. Ademas, se sabe que es activada por el
colesterol de forma alostérica [86], mientras que la accion de los esteroles vegetales
sobre ella es mucho menor [37, 86]. Por tanto, los fitosteroles podrian estar
compitiendo con el colesterol y de esta forma reducir su actividad normal. Sin
embargo, todavia no se han desarrollado estudios con animales deficientes en

ACAT2 que hayan podido determinar su verdadero papel.
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2.3.6.- Efectos de los esteroles vegetales en el higado

Los efectos de los esteroles en el higado pueden resumirse en su accion sobre la
sintesis enddgena de colesterol, la produccién de particulas VLDL y LDL y su accién

sobre la sintesis de acidos biliares.

Tanto en pacientes sitosterolémicos como en ratones deficientes en ABCG5/G8 —
un modelo murino de sitosterolemia - se ha observado una marcada reduccion de la
actividad HMG-CoA reductasa [87, 88]. Sin embargo, en individuos que habian
seguido una dieta enriquecida con fitosteroles/fitostanoles, se produjo un aumento
compensatorio en la sintesis endégena de colesterol [89-96]. Esta diferencia
seguramente sea debida, en el primer caso, a una entrada masiva de esteroles
vegetales, de entre los cuales se ha descrito que el estigmasterol impide la
maduracion post-traduccional de SREBP2 (Sterol Regulatory Element-Binding
Protein 2), encargado de regular genes que controlan la sintesis de novo de
colesterol y, en el segundo, a una reaccion compensatoria del organismo ante una
disminucion en la biodisponibilidad de colesterol.

La produccion de particulas con apoB100 (LDL y VLDL) se redujo significativamente
en hombres diabéticos a los que se habian administrado 3 g de fitostanoles diarios
[97]. Ademas, el tratamiento con fitostanoles en ratones hipercolesterolémicos
apoE3-Leiden redujo la secrecién hepatica de colesterol en particulas VLDL sin
afectar a la tasa de produccion de particulas con apoB [92]. Por otro lado, la
administracion de 4 g diarios de ésteres de fitostanoles a hombres
normocolesterolémicos aumentd la expresion de LDLr en células mononucleares
[91]. Por tanto, parece que la suplementacién con esteroles vegetales no solo afecta
a la absorcion intestinal de colesterol, sino que disminuye la produccion hepatica de

particulas VLDL y la cantidad de particulas IDL y LDL a través del LDLr. Hay que
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tener en cuenta, sin embargo, que esto ultimo podria ser también una respuesta a la
disminucion del colesterol sérico en personas tratadas con fitosteroles y no un

efecto primario de los mismos.

Por ultimo, la acumulacion de esteroles vegetales en pacientes sitosterolémicos
inhibe significativamente la expresion del enzima CYP7A1, el principal enzima de
sintesis de acidos biliares [87, 98]. Sin embargo, la administracion en la dieta de
diferentes combinaciones de esteroles y/o estanoles vegetales no afecté a la
excrecion de sales biliares, colesterol o fosfolipidos en humanos o en ratones

hipercolesterolémicos [75, 90, 92, 99-101].

2.4.- Seguridad y controversia de los esteroles/estanoles

vegetales (sitosterolemia)

La seguridad de los alimentos enriquecidos con esteroles vegetales ha sido revisada
por distintas autoridades reguladoras. De hecho, tanto el Comité Cientifico de la
Unién Europea como la FDA (US Food and Drug Administration) concluyeron que
dichos alimentos funcionales eran seguros [102, 103]. Ademas, no se han registrado
efectos adversos en las mas de 1800 personas que tomaron hasta 25 g/dia de
esteroles vegetales en ensayos clinicos de hasta 3 afios de duracion (UK Institute
for Food Science and Technology). El Unico problema que se ha observado es que
pueden reducir las concentraciones de carotenoides, ya que disminuyen su
absorcién, pero existen estudios que demuestran como una dieta rica en frutas y
verduras es capaz de compensar dicha reduccion [104]. Sin embargo, uno de los
principales impedimentos que existen es que su administracién podria promover la

formaciéon de aterosclerosis, como sugiere el hecho de que los enfermos
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sitosterolémicos, que acumulan grandes cantidades de esteroles vegetales,

desarrollan una aterosclerosis masiva y precoz.

2.4.1.- Sitosterolemia

La sitosterolemia es una rara enfermedad autosomica recesiva causada por

mutaciones en los transportadores ABCG5 o ABCGS8 [35, 36].
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Figura 4. Estructura de los transportadores ABCG5 (sterolin-1) y ABCG8 (sterolin-2)

Debido a que los esteroles vegetales no son devueltos a la luz intestinal ni apenas
excretados al arbol biliar, los pacientes sitosterolémicos acumulan una gran cantidad
de esteroles vegetales tanto en plasma como en tejidos [105]. De hecho, los niveles
de esteroles vegetales en sangre suelen oscilar entre los 12 y los 40 mg/dL [105],
mientras que los individuos sanos no superan los 2 mg/dL. Sin embargo, las
concentraciones de colesterol en plasma son normales o sélo estan ligeramente
elevadas [36], seguramente debido a una inhibicidon de la sintesis endégena y a que
el transportador ABCG5/G8 tiene mayor especificidad por los esteroles vegetales
que por el colesterol [88] . A pesar de esto, los pacientes sitosterolémicos presentan

muchas de las caracteristicas clinicas que muestran los aquejados de
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hipercolesterolemia familiar, como la presencia de xantomas tendinosos y tuberosos
y, sobre todo, el desarrollo de aterosclerosis precoz. Esto sugiere que la presencia
de esteroles vegetales puede tener efectos proaterogénicos directos en la pared
arterial, y es lo que ha llevado a cuestionar la seguridad de su administracion como
alimentos funcionales. En consonancia con esta hipotesis, se ha visto que
lipoproteinas que contienen 3 -sitosterol provocan la muerte en macrofagos a

concentraciones similares a las que presentan los individuos sitosterolémicos [106].

Ademas, se ha comprobado que el tratamiento con ezetimibe no sélo disminuye la
absorcién de colesterol, sino también de esteroles vegetales [11], y que dicho
tratamiento fue capaz de revertir completamente la xantomatosis y de mejorar los
signos clinicos cardiovasculares (incluyendo soplos carotideos bilaterales) en un
paciente aquejado de sitosterolemia [107]. Sin embargo, los individuos heterocigotos
son clinicamente normales, a pesar de tener cantidades moderadamente elevadas
de esteroles en plasma [12, 108-110], lo que sugiere que se necesitan cantidades
masivas para que actien como elemento proaterogénico. A continuacion
revisaremos los datos que se tienen con respecto a si los esteroles vegetales se

pueden considerar o no un factor de riesgo vascular.

2.4.2.- Datos a favor de los esteroles vegetales como factor

de riesgo aterosclerético

2.4.2a.- Evidencias en animales

Hay pocas evidencias en modelos animales que sugieran un efecto proaterogénico

de los esteroles vegetales. El principal estudio que lo sugiere comprobd que la
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suplementacion en la dieta con un 2% de esteroles vegetales aumenté el tamafio de
las lesiones y disminuyé la relajacion vascular dependiente del endotelio en ratones
a los que se les habia ocluido la arteria cerebral media. En plasma la concentracion
de esteroles vegetales estaba aumentada, pero no asi la de colesterol, o que

sugiere que los primeros podrian agravar per se la lesion cerebral [111].

2.4.2b.- Evidencias en humanos

Diversos estudios parecen mostrar una correlacion entre concentraciones
plasmaticas de esteroles vegetales y enfermedad coronaria, aunque en algunos de

ellos cabe anadir ciertos matices.

Un estudio que reunié a 506 pacientes hipercolesterolémicos demostré que los
niveles plasmaticos de campesterol y estigmasterol estaban asociados con una
historia personal/familiar de coronariopatia precoz independientemente del
colesterol total (aunque los cocientes respecto al colesterol no fueron calculados)
[17]. En el mismo sentido, otro estudio comprobd que las concentraciones de
esteroles vegetales en 53 pacientes candidatos a un by-pass coronario eran
mayores que en los respectivos controles, incluido el cociente con el colesterol y de

forma independiente de otros factores de riesgo [112].

Otra evidencia proviene del estudio PROCAM (Prospective Cardiovascular Minster
Study) [113], en el que se incluyeron 159 hombres que habian sufrido algun evento
coronario y que se emparejaron cada uno con dos controles. Se observo que los
participantes en el primer cuartil de sitosterol tenian un incremento de riesgo

cardiovascular del 1,8. Sin embargo, no se vieron diferencias cuando se ajustaron

40



Introduccion

las concentraciones de sitosterol con las de colesterol y éstas unicamente se

mantuvieron para los individuos de mayor riesgo.

Un estudio del afio 2000 mostré una asociacion independiente del campesterol y del
B-sitosterol con la enfermedad coronaria en mujeres posmenopausicas [114]. Sin
embargo, las “odds ratios” de riesgo eran en realidad casi insignificantes y, ademas,
las concentraciones de esteroles vegetales correlacionaban con menores IMC,

triglicéridos, glucosa e insulina.

Otro trabajo comprobé que existia una correlacion entre el cociente esteroles
vegetales/colesterol en suero y su acumulacion en las placas de aterosclerosis
carotidea [115]. En el mismo sentido, un estudio mostré que existia una relacién
entre los esteroles vegetales en plasma y su acumulacion en las valvulas adrticas
estendticas, un proceso cuyos factores de riesgo remedan los de la aterosclerosis
[116]. Sin embargo, no se observaron diferencias en las concentraciones

plasmaticas de esteroles entre casos y controles.
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Tabla 2. Estudios a favor y en contra de los esteroles vegetales como factor de

riesgo cardiovascular en animales y humanos

A FAVOR

EN CONTRA

Estudios en animales

Ratones C57BL/6. La administracion oral

de ésteres de fitosteroles alter6 la

relajacion  vascular dependiente  del

endotelio y aumento el tamafio de la lesién

tras isquemia cerebral [111]

Hamsters. La administracién junto con

la alimentacion de ésteres de
fitosteroles redujo significativamente
la formacion de células espumosas a

nivel aértico [117]

Conejos. La administraciéon de
sitostanol redujo el crecimiento de la
placa aterosclerdtica en las arterias

coronarias y la aorta ascendente [118]

Ratas Zucker. ElI consumo de

fitosteroles mejord6 la  funcion

endotelial [119]

Ratones deficientes en apoE. La
ingesta de fitosteroles se asocidé con
una reduccion en el area de la lesién

[75, 120, 121]

Ratones sitosterolémicos deficientes
en G5/G8. No se encontré asociacion
entre concentraciones muy elevadas

de fitosteroles y aterosclerosis [122]

Ratones heterocigotos deficientes en

LDLr. El aumento de las
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concentraciones de esteroles

vegetales en plasma (normalizadas
respecto a las de colesterol) no fue
aterogénico en ratones alimentados
con una dieta

enriquecida en

fitosteroles/fitostanoles  junto  con

atorvastatina [123]

Ratones deficientes en apoE. Los
oxifitosteroles administrados en la
dieta no promovieron aterosclerosis

[124]

Estudios en humanos

Pacientes sitosterolémicos. Aterosclerosis
precoz en pacientes con concentraciones
plasmaticas de fitosteroles entre 12 y 40

mg/dL [105]

Heterocigotos para defectos

funcionales en ABCG5G8. Ausencia
de evidencia de aterosclerosis, a
de incrementos

pesar presentar

moderados en las concentraciones
plasmaticas de esteroles vegetales

[12, 108, 109]

Sujetos hipercolesterolémicos.
Concentraciones plasmaticas elevadas de

campesterol y estigmasterol se asociaron

Mujeres con coronariopatia. La “odds

ratio> de riesgo ajustada para

coronariopatia no mostré ninguna

con historia personal o familiar de |influencia por parte de los esteroles
coronariopatia precoz [17] vegetales [125]

Sujetos con indicacion de bypass|Hombres y mujeres del estudio
carotideo. Aquéllos con una historia | prospectivo EPIC-Norfolk.
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familiar de coronariopatia tuvieron niveles

significativamente mas altos de

campesterol y sitosterol plasmaticos, asi

como de sus cocientes con colesterol [112]

Concentraciones plasmaticas
fisiologicas pero elevadas de
esteroles vegetales no se
relacionaron con enfermedad

cardiovascular [126]

Hombres que habian sufrido un evento
coronario y controles. Los sujetos en el
primer cuartil de sitosterol tenian un riesgo
relativo de 1,8 en comparacién con los

sujetos de los tres cuartiles inferiores [113]

Sujetos de edad avanzada. Las

concentraciones plasmaticas de
esteroles vegetales eran menores en

pacientes con coronariopatia [127]

Mujeres postmenopausicas con
coronariopatia y controles. EI campesterol
y sitosterol plasmaticos mostraron una
ligera pero significativa asociacion con

coronariopatia [114]

Sujetos de edad intermedia. No se
encontro relacion entre los fitosteroles
plasmaticos e historia familiar de

coronariopatia o calcio coronario [122]

Sujetos sometidos a endarterectomia
carotidea. Se encontr6 una correlacidon
entre el cociente fitosteroles/colesterol en
plasma y en la pared de la arteria carotida

[115]

Pacientes programados para
angiopatia coronaria. El cociente
campesterol/colesterol en plasma

correlaciond con la severidad de la

enfermedad cardiovascular, pero no lo
el cociente

hizo con

sitosterol/colesterol [59]

Pacientes con estenosis adrtica severa y
controles. Se encontré correlacidon entre el
cociente fitosteroles/colesterol en plasma y

el grado de estenosis valvular [116]
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2.4.3. Datos en contra de los esteroles vegetales como factor

de riesgo aterosclerético

2.4.3a.- Evidencias en animales

Se han usado numerosos modelos animales para evaluar el efecto de los esteroles
vegetales en la disminucion de colesterol, el desarrollo de aterosclerosis o el dafo
endotelial. Asi, en hamsters a los que se habia alimentado con una dieta
enriquecida en esteroles vegetales (hasta un 2,8% peso/peso), aunque las
concentraciones de dichos esteroles en plasma aumentaron significativamente, se
observd que se producia una inhibicion en la formacion de células espumosas a
nivel adrtico —una medida de aterosclerosis- [117]. Del mismo modo, se observo un
menor crecimiento de placas aterosclerdticas en las coronarias y en la aorta
ascendente de conejos que habian sido alimentados con una dieta rica en sitostanol
(0,8% peso/peso) [118], o que la suplementacion de la dieta con una mezcla de
esteroles (1% peso/peso) en ratas obesas tipo Zucker mejoraba considerablemente
la funcién endotelial [119]. En cuanto a los estudios con ratones, existen un gran
numero de ellos que apuntan a que los esteroles vegetales previenen el desarrollo
de aterosclerosis. Asi, varios estudios que usaron ratones hipercolesterolémicos
deficientes en apoE o ratones transgénicos apoE3-Leiden muestran que la lesion
aterosclerética se reduce tras la incorporacion en la dieta de una mezcla tanto de
fitosteroles como de fitostanoles [75, 92, 120, 121]. Eso si, estos estudios no
permiten dilucidar si este efecto se debe uUnicamente a la disminucién en la
absorcién de colesterol, lo que podria haber enmascarado un posible efecto

perjudicial de los esteroles vegetales per se [111].
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Otro tipo de estudios desarrollados en ratones son los que aprovechan la deficiencia
en los transportadores ABCG5 o ABCG8 para obtener un modelo murino de
sitosterolemia, con concentraciones plasmaticas de esteroles vegetales de hasta
100 veces los valores normales. Uno de ellos observé que no habia diferencias en
las lesiones ateroscleréticas a nivel del arco aodrtico entre estos ratones y los
animales control, asi como que cuando se cruzaban con animales deficientes en el
receptor de LDL, la aterosclerosis no se agravaba [122]. Sin, embargo, este trabajo
no empled un modelo murino C57BL/6 susceptible a aterosclerosis —que constituye
el modelo mas habitual para este tipo de estudios—, por lo que sus resultados no
pueden considerarse del todo concluyentes.

Otra posibilidad es que el consumo de esteroles vegetales dé lugar a un aumento en
plasma de fitosteroles oxidados (oxifitosteroles), de los cuales se desconoce si
pueden ser aterogénicos. Aunque todavia existen muy pocos datos sobre este tema,
un estudio que evaluo el efecto que tenia el afiadir una mezcla de oxifitosteroles a la
dieta (0,02 % p/p) de ratones deficientes en apoE no observé diferencias en la
lesion aterosclerdtica a nivel del arco adrtico, concluyendo que los oxifitosteroles

exdgenos no promueven el desarrollo de aterosclerosis [124].

2.4.3b.- Evidencias en humanos

Existen varios estudios en humanos que van en contra de que aumentos moderados
en las concentraciones de esteroles vegetales puedan suponer un factor de riesgo
cardiovascular. Por ejemplo, en un estudio de casos y controles sobre enfermedad
coronaria en mujeres [128] no se observd que hubiera diferencias en las
concentraciones de esteroles vegetales entre ambos grupos. Y la misma conclusion

se alcanzo en el estudio EPIC (European Prospective Investigation into Cancer and
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Nutrition) [126], en el que niveles plasmaticos elevados de esteroles vegetales no se
asociaron con el futuro riesgo coronario en pacientes sanos. De hecho, las
concentraciones de sitosterol tendian a estar inversamente asociadas con este
riesgo. También se observaron correlaciones negativas entre las concentraciones
de esteroles vegetales y riesgo cardiovascular en una cohorte de 1242 ancianos que
participaron en el llamado estudio LASA (Longitudinal Aging Study Amsterdam)
[127], aunque en este caso los resultados no se ajustaron por el indice de masa
corporal. Por otro lado, otro estudio que incluyé a 2542 individuos de mediana edad
encontré asociaciones significativas entre las concentraciones plasmaticas de
colesterol y una historia familiar de enfermedad coronaria, pero no observé ninguna
correlacion con las concentraciones de los principales esteroles vegetales [122].

En un trabajo del 2009, el llamado estudio LURIC [59] se midieron los esteroles no
colesterol en 2440 participantes que habian sido sometidos a una angiografia para
determinar el estado de sus arterias coronarias. En este caso, la asociacion entre el
ratio sitosterol/colesterol y la enfermedad coronaria no fue estadisticamente
significativa, aunque si se aprecié una correlacion de esta ultima con el ratio

campesterol/colesterol.

Finalmente, un estudio de casos y controles que se llevé a cabo con 50 individuos
sanos, estudié el efecto de la administracion de una margarina enriquecida con
ésteres de fitostanol durante dos afios en diversos marcadores subclinicos de
aterosclerosis. Se observé que habia una relacion dosis-respuesta entre la ingesta
de margarina enriquecida y la elasticidad carotidea, y que a mayor tiempo de

administracion mayores beneficios se conseguian [129].
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2.4.4 Conclusiones sobre la seguridad de los esteroles vegetales

El hecho de que la mayor parte de los enfermos de sitosterolemia presenten
aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares de forma temprana ha dado lugar a
que sea razonable pensar que el aumento en las concentraciones de esteroles
vegetales —como las que tienen lugar con la toma de suplementos— pueda
conllevar un aumento en el riesgo vascular. Sin embargo, hay que tener en cuenta
que, a las dosis recomendadas, estos suplementos incrementan muy ligeramente
dichas concentraciones (entre 0,6 y 2 mg/dL, de 20 a 100 veces menos que las
concentraciones alcanzadas por los individuos sitosterolémicos). Esta elevacion es
incluso menor que la que suelen presentar los sujetos heterocigotos, que no
muestran un riesgo aumentado [130]. Es cierto que algunos estudios han
encontrado una relacion entre niveles elevados de esteroles vegetales en plasma y
riesgo cardiovascular. Sin embargo, la mayor parte de estas asociaciones
desaparecian cuando se tenia en cuenta el cociente esteroles vegetales/colesterol,
una medida de la relacion sintesis/absorcion que, como hemos visto, constituye un
buen reflejo de la homeostasis del sistema. Por otro lado, numerosos estudios en
animales apuntan a una reduccion en el desarrollo de aterosclerosis con la toma de
esteroles vegetales. Y diversos trabajos en humanos no han encontrado
asociaciones entre concentraciones plasmaticas elevadas de fitosteroles y riesgo
cardiovascular. Por tanto, parece ser que los esteroles vegetales son perjudiciales
cuando se encuentran en concentraciones extremadamente elevadas. Y que el
pequefio riesgo potencial que podrian presentar en niveles moderados seria
claramente compensado (e invertido) por la disminuciéon en las concentraciones de
LDLc a que dan lugar. Sin embargo, seran necesarios ensayos clinicos de

intervencion que diluciden definitivamente la relacién riesgo/beneficio [6].
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2.5.- Metabolismo de los triglicéridos

Parte del trabajo desarrollado en esta tesis se centra en el papel que tiene la
acumulacién de esteroles vegetales sobre el metabolismo de los triglicéridos. Por
eso se ha creido conveniente tratar brevemente los principales rasgos de su
metabolismo en la presente introduccion.

Al igual que sucede con el colesterol, en el metabolismo de los TG se pueden
diferenciar distintos apartados: absorcion intestinal, sintesis enddégena y catabolismo

periférico.

2.5.1.- Absorcion y secrecion intestinal

Antes de ser absorbidos, los TG procedentes de la dieta son hidrolizados en dos
grandes pasos. Por un lado, la accién mecanica de la boca y el estbmago rompe los
grandes agregados originales, que después seran solubilizados en micelas junto
con los acidos biliares. Al mismo tiempo, los TG son digeridos por toda una serie de
lipasas provenientes fundamentalmente del pancreas, descomponiéndolos en
monoacilglicéridos (MAG) y acidos grasos [131]. Cuando las concentraciones de
estos dos productos son altas, ambos pueden difundir a través de la membrana de
los enterocitos. Sin embargo, también pueden ser transportadas en contra de
gradiente con la ayuda de determinadas proteinas, las cuales se pueden agrupar en
tres categorias: proteinas de membrana que unen acidos grasos (“peripheral plasma
membrane fatty acid-binding protein” (FABP,n)), proteinas de transporte de acidos
grasos (“fatty acid transport proteins” (FATPs)) y translocasas de acidos grasos
incluyendo CD36 (“fatty acid translocase/cluster determinant 36” (FAT/CD36)) [132-
134] + (Figura 5). Una vez en el interior del enterocito, los acidos grasos libres y los
monoglicéridos se reesterifican para formar de nuevo TG gracias fundamentalmente

a la accion de las enzimas MGAT y DGAT (mono y diacilglicerol aciltransferasa,
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respectivamente) en lo que se conoce como la via de sintesis del monoacilglicerol.
Los triglicéridos seran luego seran conducidos hacia el reticulo endoplasmico,

donde tendra lugar su empaquetamiento en quilomicrones maduros (Qm).
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Figura 5. Visién esquematica de los principales mecanismos celulares relacionados con la

absorcion intestinal de TG Tomado de: Pan, X. and M.M. Hussain, Gut triglyceride

production. Biochim Biophys Acta. 1821(5): p. 727-35.

ABCA1, ABC transporter A1; ABCG5/G8, ABC transporter G5/G8; ACAT, acyl CoA
cholesterol acyltransferase; BBM, brush border membrane; BLM: basolateral membrane
CD36/FAT, fatty acid translocase; CM, chylomicrons; DGAT, diacyl glycerol transferase; ER,
endoplasmic reticulum; FA, fatty acids; FABPpm, plasma membrane fatty acid binding
protein; FATP, fatty acid binding protein; HDL, high density lipoprotein; I-FABP and L-FABP,
cytosolic fatty acid binding proteins; MGAT, monoacyl glicerol transferase; MTP, microsomal
transfer protein; NPC1L1, Niemann-Pick C1 Like 1; PCTV, chylomicron transport vesicle;
SRBI, scavenger receptor Bl.

Los Qm se sintetizan preferentemente en el intestino delgado durante el periodo

postprandial. Son particulas muy ricas en TG, ya que éstos suponen entre el 80 y el

50



Introduccion

95% de su composicion total. EI ensamblaje de los Qm comienza en el reticulo
endoplasmico mediante la unidn entre la proteina apoB48 vy los lipidos que le cede
la denominada proteina microsomal transportadora de triglicéridos (MTP). A medida
que la apoB va uniéndose a mas lipidos se va separando de la membrana del
reticulo endoplasmico, conformando lo que se denomina una “particula primordial”,
que contiene lipidos neutros en su nucleo y que posteriormente ira aumentando de
tamafo mediante la adicion de nuevos lipidos por parte de la MTP o por la fusién
directa de vesiculas lipidicas preformadas. Ademas de lipidos, estas particulas
adquieren distintas apolipoproteinas. Una de las mas importantes es la apoAlV, que
contribuye a la estabilizacién de su superficie y que se ha mostrado como un
marcador de la absorcién intestinal de TG [135]. Tras pasar al aparato de Golgi,
estos prequilomicrones reciben nuevos lipidos, asi como la unién de apoA1, con lo
que se convierten en Qm nacientes, que se almacenan en vesiculas y acabaran
pasando a la circulacion linfatica tras su fusién con la membrana basolateral del
enterocito. Una vez que alcancen el torrente sanguineo adquiriran, entre otras,

apoCll y apoE, completando su maduracion.

2.5.2.- Sintesis de TG

La sintesis de TG puede darse a través de dos vias fundamentales: una es la via del
monoacilglicerol, que acabamos de describir sucintamente y que tiene lugar
fundamentalmente en el intestino mediante la reesterificacion de MAG y &cidos
grasos para producir TG. Otra la via del glicerol fosfato - o de Kennedy -, que seria
propiamente una sintesis de novo, y que tiene lugar fundamentalmente a nivel del
higado y, en menor medida, en el tejido adiposo. En este caso los acidos grasos

pueden sintetizarse a partir de glucosa, concretamente de acetil-coA, gracias
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fundamentalmente al papel de los enzimas FAS (fatty acid synthase) y ACAC

(acetyl-CoA carboxylase).

A continuacion los trigliceridos son empaquetados en particulas VLDL gracias a la
accion del enzima MTP, que transfiere lipidos procedentes del citosol o del reticulo

endoplasmico a particulas apoB nacientes [136].

2.5.3.- Catabolismo periférico

El catabolismo periférico tiene lugar mediante la hidrdlisis de los TG presentes en el
core de las particulas ricas en TG (TRLPs), constituidas fundamentalmente por los
QMs vy las particulas de VLDL secretadas por el higado. Esta hidrélisis depende
fundamentalmente del enzima lipopoproteina lipasa (LPL). Brevemente, la LPL es
sintetizada mayoritariamente por el tejido adiposo y el musculo, y, mediante
transcitosis, pasa a la parte luminal de la membrana, donde la visidon clasica
sostenia que se unia a los proteoglicanos de la pared endotelial [137]. Una vez
anclada, la LPL puede interactuar con las TRLPs, hidrolizando sus TG y dando lugar
a particulas residuales tanto de quilomicrones como de particulas VLDL. La
actividad LPL esta regulada por la accién de diferentes apoproteinas que pueden
intervenir en su funcionamiento. Destacan especialmente la apoCll, que actiua como
activador, y la apoClll, que inhibe su accion. Las particulas residuales seran
entonces retiradas de la circulacién por el higado, a nivel del espacio de Disse, y en
dicho proceso parecen jugar un papel relevante el LDLr, la LRP o incluso la apoE

[138-140].

En los ultimos afios, esta vision clasica se ha visto matizada por nuevos estudios

que han afiadido nuevos actores al escenario tradicional. Entre ellos destaca el
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papel de la proteina GPIHBP1 (glycosylphosphatidylinositol-anchored glycoprotein),
sintetizada por la células endoteliales. La GPIHBP1 se une directamente a la LPL en
el espacio luminal (con mayor afinidad que los proteoglicanos) y es fundamental
para que ésta pueda llevar a cabo su accion de hidrélisis [141]. También cabe tener
en cuenta el papel que desempefian las proteinas ANGPTL3 (angiopoietin-related
protein) y 4. La primera es sintetizada fundamentalmente por el higado y su
expresion viene regulada por LXR. La segunda se produce en su mayoria en el
tejido adiposo tras la activacion del receptor PPARy (peroxisome proliferator-
activated receptor gamma). Ambas actuan como inhibidores importantes de la

accion de la LPL [142].
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Figura 6. Visidbn esquematica de las principales vias metabolicas que regulan el
metabolismo del colesterol y los TG en el plasma y su relacion con el metabolismo
enterohepatico del colesterol. (Tomado de Davis, H.R., Jr., et al., Intestinal sterol

transporters and cholesterol absorption inhibition. Curr Opin Lipidol. 22(6): p. 467-78) .

ABCG5/G8, adenosine-binding cassette transporters G5 and G8; ACAT, acyl-CoA-
cholesterol transferase; ApoB, apolipoprotein B; chol, cholesterol; CE, cholesterol ester;
CETP. cholesterol-ester transfer protein; CM, chylomicron; CMR, chylomicron remnants;
HMGCoA, hydroxymethylglutaryl-CoA; IDL, intermediate-density cholesterol lipoprotein;
LCAT, Lecithin-cholesterol acyltransferase; MTP, microsomal triglyceride transfer protein;
NPC1L1, Niemann-Pick C1-like 1 protein; TG, triglycerides.
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3.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En la presente tesis se pueden distinguir dos lineas de trabajo diferenciales que
mantienen como nexo comun el estudio de los esteroles y estanoles vegetales. Sin
embargo, por su finalidad y desarrollo, podemos separarlas en dos hipoétesis con sus

correspondientes objetivos.

1) Las dosis de esteroles/estanoles vegetales recomendadas actualmente para
disminuir las concentraciones de LDLc son de 2 g/d, lo que reduce
aproximadamente en un 10% dichos niveles. A pesar de que estudios recientes
afirman que pueden consumirse hasta 9 g/d de estanoles vegetales para llegar a
una reduccion del 17% sin aparentes efectos secundarios, se continta investigando
en el desarrollo de nuevas moléculas relacionadas que otorguen una mayor
potencia hipocolesterolémica. Una de ellas es el compuesto llamado FM-VP4,
formado por una molécula de sitostanol y otra de campestanol unidas
covalentemente a una de acido ascorbico. Esta estructura otorga una mayor
solubilidad al FM-VP4, que ha demostrado ser un agente hipocolesterolemiante mas
potente que otros esteroles/estanoles vegetales, al menos en hamsters y en ratones
deficientes en apoE. Sin embargo, los mecanismos responsables de esta mayor
eficacia son todavia desconocidos. Nuestra hipdtesis es que el mayor efecto
hipocolesterolemiante de FM-VP4 debe poder objetivarse estudiando la absorcion y
el metabolismo enterohepatico del colesterol en ratones sujetos a una dieta de

mantenimiento. El objetivo de este primer estudio fue pues:
- Determinar el efecto de FM-VP4 en la inhibicidon de la absorcion intestinal de

colesterol, la concentracion de colesterol plasmatico, el contenido lipidico

hepatico e intestinal y el metabolismo enterohepatico de colesterol y acidos
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biliares, asi como su excrecion fecal en ratones C57BL/6J. Para ello se
determin6 también la expresion de una serie de genes relacionados con el

metabolismo del colesterol y su circulacion enterohepatica.

2) Algunos esteroles vegetales, como el estigmasterol, son capaces de activar
al receptor LXRa, al menos in vitro, y diversos derivados de fitosteroles actian como
ligandos de LXR en los enterocitos. Entre las diversas acciones de LXR se
encuentra el regular el metabolismo de los TG, provocando su activacién un
aumento de TG plasmaticos. Aunque la administracion de esteroles vegetales a
sujetos no sitosterolémicos no parece contribuir al desarrollo de hipertrigliceridemia,
ningun trabajo ha estudiado con detalle el papel que pueda tener su acumulacién
masiva. Sin embargo, existen precedentes que muestran que ratones modelo de
sistosterolemia presentan niveles plasmaticos elevados de TG y que la
sobreexpresion de los transportadores ABCG5/G8 reduce las concentraciones
plasmaticas y hepaticas de TG en ratones hipercolesterolémicos. Por ello, nuestra
hipétesis es que la acumulacion masiva de esteroles vegetales en ratones modelo
de sitosterolemia es capaz de alterar dicho metabolismo a través,
fundamentalmente, de la activacion del receptor LXR. Como consecuencia, nos

proponemos los siguientes objetivos:

- Determinar el efecto de la deficiencia de ABCG5 y G8 sobre la concentracion
de TG. Estudiar el perfil lipidico de ratones deficientes en los transportadores
ABCG5/G8, modelo de sitosterolemia, asi como en ratones heterocigotos
para dicha deficiencia. Para ello se evaluara la alteracion producida por la
acumulacién de esteroles vegetales en dichos modelos murinos sobre la

produccién hepatica de TG, el catabolismo periférico de TG y la absorcidon
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intestinal de TG. Este objetivo incluye el estudio de la expresion génica de

los principales genes involucrados en el metabolismo de los TG.
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DISODIUM ASCORBYL PHYTOSTANOL PHOSPHATE (FM-VP4), A
MODIFIED PHYTOSTANOL, IS A HIGHLY ACTIVE
HYPOCHOLESTEROLAEMIC AGENT THAT AFFECTS THE
ENTEROHEPATIC CIRCULATION OF BOTH CHOLESTEROL AND BILE

ACIDS IN MICE

J. Méndez-Gonzalez, S. Suren-Castillo, L. Calpe-Berdiel, N. Rotllan, M. Vazquez-

Carrera, J. C. Escola-Gil, F. Blanco-Vaca.

British Journal of Nutrition 2010 Jan;103(2):153-60

Impact factor: 3,072
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Resumen:

FM-VP4 (disodium ascorbyl phytostanol phosphate) es un compuesto sintético
derivado del sitostanol y campestanol que ha demostrado su efectividad como
agente hipocolesterolemiante tanto en ratones como en humanos. Sin embargo, su
mecanismo de accion es todavia desconocido. El presente trabajo estudia la
capacidad de FM-VP4 para alterar la homeostasis del colesterol en ratones,
fundamentalmente a nivel hepatico e intestinal. Ratones hembra C57BL/6J fueron
alimentados, o bien con una dieta estandar o bien con la misma dieta enriquecida en
un 2% con FM-VP4 durante 4 semanas. FM-VP4 redujo la absorcion intestinal de
colesterol in vivo, asi como las concentraciones plasmaticas y hepaticas de
colesterol 2.2, 1,5 y 1,6 veces, respectivamente, en comparacion con los ratones
control. Ademas, FM-VP4 también alterd la homeostasis de los acidos biliares. En
los ratones alimentados con FM-VP4, el contenido hepatico e intestinal de los
mismos aumento 1,3 y 2,3 veces, respectivamente, mientras que la excrecién fecal
disminuy6 3,3 veces. Ademas, FM-VP4 también aumento6 la captacion intestinal del
acido H® taurocdlico in vivo. Por otro lado, la inhibicidn en la absorcion intestinal de
colesterol ejercida por FM-VP4 fue independiente de aumentos en la expresion de
los genes intestinales LXRa, ABCA1 y ABCG5/G8 o de una disminucion en la de
NPC1L1. En cambio, FM-VP4 incrementé la expresion de los genes hepaticos
LXRa, ABCA1 y ABCG5/G8, asi como de SRB1 y HMGCoA-R, mientras que
disminuyo la de algunos de los genes diana de FXR, como CYP7A1 y NTCP. Como
conclusion, FM-VP4 redujo la absorcion intestinal de colesterol, asi como sus
concentraciones plasmaticas y hepaticas, alter6 la homeostasis de los acidos
biliares aumentando su reabsorcion intestinal y cambid la expresion hepatica de
genes que juegan un papel principal en la homeostasis del colesterol . Se trata del

primer esterol/estanol vegetal que altera el metabolismo de los acidos biliares y que
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es capaz de disminuir las concentraciones plasmaticas de colesterol en ratones

normocolesterolémicos.
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P.2 ATP-BINDING CASSETTE G5/G8 DEFICIENCY CAUSES
HYPERTRIGLYCERIDEMIA BY AFFECTING MULTIPLE METABOLIC

PATHWAYS

J. Méndez-Gonzalez, Josep Julve, Noemi Rotllan, Gemma Llaverias,

Francisco Blanco-Vaca, Joan Carles Escola-Gil

Biochim Biophys Acta. 2011 Dec;1811(12):1186-93.

Impact factor: 5,084
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Resumen:

Mutaciones en los transportadores ABCG5/G8 causan sitosterolemia, una rara
enfermedad autosdmica recesiva que se caracteriza por la acumulacion masiva de
esteroles vegetales. El objetivo de este estudio era investigar los efectos de la
deficiencia de ABCGS5 y ABCG8 sobre el metabolismo de los TG en ratones. Los
experimentos fueron efectuados en ratones control (G5/G8 +/+), heterocigotos para
la deficiencia en ABCGS y ABCG8 (G5/G8 +/-) y homocigotos para dicha deficiencia
(G5/G8 -/-), todos ellos alimentados con una dieta estandar. Las concentraciones
plasmaticas de TG en ayunas fueron 2,6 y 4,3 veces mas altas en los ratones
G5/G8 +/- y G5/G8 -/- que en los animales G5/G8 +/+. Las concentraciones
plasmaticas de TG en condiciones posprandiales fueron 5 veces superiores en los
ratones G5/G8 -/-. Los estudios efectuados acerca del metabolismo de los TG
indican que: 1) la tasa catabdlica fraccional fue significativamente mas baja en los
ratones G5/G8 +/- (1,3 veces) y G5/G8 -/- (1,5 veces) que en los G5/G8 +/+ y la
actividad de la lipoproteina lipasa plasmatica tras la administracién de heparina fue
también significativamente mas baja en los ratones G5/G8 +/- (1,8 veces) y G5/G8 -
/- (5,4 veces) que en los G5/G8 +/+. 2) La secrecion hepatica de TG fue 1,3 veces
mayor en los ratones G5/G8 +/- y G5/G8 -/- que en los animales G5/G8 +/+, lo cual
se asocié con un aumento en la expresion génica a nivel hepatico de los genes
LXR, FAS, ACAC y CD36. 3) La secrecion intestinal de TG, determinada tras la
administracién de un bolo oral de glicerol tri[9,10(n)-H?] oleato fue 5,8 veces superior
en los ratones G5/G8 -/- que en los ratones G5/G8 +/+. Ademas, el indice HOMA
fue 2,6 veces mas alto en los animales G5/G8 -/- que en los G5/G8 +/+, lo que
reflejo un cierto grado de resistencia a la insulina en los primeros. En conclusion, la
deficiencia de ABCG5/G8 en ratones alimentados con una dieta estandar aumenta

de forma notoria las concentraciones plasmaticas de TG a través de una
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disminucion de su catabolismo periférico y un aumento de su secrecion hepatica e

intestinal.
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Publicaciones

Real-time RT-PCR quantification of relative mRNA

expression in perigonadal WAT (pWAT) of G5/G8 +/+, G5/G8 +/- and G5/G8 -

/- mice.

G5/G8 +/+

G5/G8 +/-

G5/G8 -/-

Relative LXR level | 100 (65.1-) 198.8 (155.1- | 0.025* | 625.3 0.025*
352.0) (423.8-
1183.5)
Relative LPL level | 100  (84.7-| 107.3 (91.2- | 0.386 | 98.8 (73.1-)] 0.724
149.0) 158.9)
Relative ANGPTL4 | 100 (53.8- | 112.2 (104.0- | 0.773 | 139.8 (90.0- | 0.248
level 132.0) 127.5) 180.3)
Relative PPAR-y | 100  (54.2- | 1155 (926-|0.773 |93.0 (755-|1.0
level 189.0) 153.6) 111.1)
Relatve CD 36100  (58.1-|119.6 (91.3-|0.564 |85.7 (69.7-|0.773
level 161.0) 141.9) 150.0)

The signal of G5/G8 +/+ was set at a normalized value of 100 arbitrary units.

GAPDH was used as internal control. * p<0.05 vs. G5/G8 +/+ mice (n=5 in

each group).
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Online Table 2. Real-time RT-PCR quantification of relative mRNA
expression in small intestines of G5/G8 +/+, G5/G8 +/- and G5/G8 -/- mice.
The signal of G5/G8 +/+ was set at a normalized value of 100 arbitrary units.

GAPDH was used as internal control. * p<0.05 vs. G5/G8 +/+ mice (n=5 in

each group).

G5/G8 +/+ | G5/G8 +/- p G5/G8 -/-
Relative LXR | 100 (89.7-| 181.4 0.297 |127.0 (71.3- | 0.465
level 209.6) (166.5-) 168.7)

Relative MTP | 100 (66.1-|45.1 (42.0-|0.043* | 67.4 (56.6-|0.142

level 172.5) 57.1) 73.2)

Relative  APO-| 100 (69.8-|81.1 (35.4-|0.386 |96.4 (68.8-]|1.0

AlV level 241.9) 165.3) 175.6)

Relative FAS | 100 (63.1-|37.6 (23.1-]0.149 |52.3 (30.6-|0.142

level 159.8) 118.2) 116.0)
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Online Figure 1. Intestinal TG secretion of G5/G8 +/+, G5/G8 +/- and G5/G8
-/- mice determined by scintillation counting 2h after an OFG of 10 pCi
[9,1O(n)-3H] oleic acid in 150 uL of olive oil and triton WR-1339 injection. t

p<0.05 vs. G5/G8 +/+ mice (n=5 in each group).

Intestinal oleic acid secretion
(% injected dose/h)
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5.-RESULTADOS Y DISCUSION

R.1 Efectos del FMVP4 sobre el metabolismo del colesterol y

los acidos biliares en ratones C57/BL6

R.1.a.- Efectos de FM-VP4 sobre la absorcién intestinal de colesterol y

sobre el colesterol plasmatico y hepatico

La absorcion intestinal de colesterol en los ratones tratados durante 4 semanas con
FM-VP4 fue 2,2 veces inferior a la de los ratones control y la actividad del
['“C]colesterol a las 48 h de su administracion intragastrica fue hasta 100 veces
inferior en los ratones tratados. En cuanto a los niveles plasmaticos y hepaticos de
colesterol fueron 1,5 y 1,6 veces inferiores en los animales tratados que en los
animales control, respectivamente. Todo ello sin que se apreciaran diferencias
significativas en cuanto al peso de los animales o a la cantidad de alimento ingerido

(Tabla 1).

Los datos sobre absorcion intestinal de colesterol (Tabla 1) son consistentes con
otros estudios previos que se habian efectuado administrando FM-VP4 a ratas
[143]. Sin embargo, FM-VP4 redujo también las concentraciones hepaticas y
plasmaticas de colesterol (Tabla 1), hecho que no habia sucedido cuando se
administraron otro tipo de esteroles/estanoles vegetales o incluso ezetimibe a

ratones normocolesterolémicos [48, 74, 75, 77].
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Una de las posibles explicaciones para este efecto podria ser el hecho de que la
accion inhibitoria de FM-VP4 sobre la absorcion intestinal de colesterol en animales
es algo mas potente que la de otros esteroles/estanoles vegetales o incluso que la
del ezetimibe [48, 74, 75]. Sin embargo, estas diferencias no parecen lo
suficientemente importantes como para ser las responsables de estos efectos. Por
tanto, es muy probable que otros mecanismos estén aconteciendo

simultaneamente.

En este sentido, cabe destacar la gran diferencia observada en la actividad de
["“C]colesterol 48 h después de su administracion intragastrica (Tabla 1). El hecho
de que dicha actividad fuera hasta 100 veces inferior en los ratones tratados que en
los ratones control indica que ésta se debe, no sélo una disminucion en la absorcion
intestinal, sino también a una incorporacion enormemente acelerada a los tejidos.
De forma consistente con esto, los perfiles hepaticos de expresion génica mostraron
un aumento en la expresion de LXRa, del heterodimero formado por los
transportadores ABCG5/G8 y del receptor SR-BI (Figura 3b). Los dos primeros
estan relacionados con un aumento en la excrecion hepatobiliar de colesterol,
mientras que el ultimo participa en la captacién hepatica del colesterol [49, 72, 144-
147]. Ninguno de estos cambios se observé cuando otros esteroles/estanoles
vegetales o incluso cuando el ezetimibe fueron usados [48, 74, 75] . Por tanto,
parecen especificos de FM-VP4. La pregunta que nos hicimos entonces fue por qué
esas acciones eran tan singulares, teniendo en cuenta que su composicion se basa
fundamentalmente en dos estanoles vegetales ya conocidos y estudiados, como el

sitostanol y el campestanol.
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Lo primero que cabe decir es que estos efectos parecen dependientes directamente
de la estructura de FM-VP4, ya que otros estudios han demostrado que el acido
ascorbico no afecta a la absorcion de colesterol por si mismo [148] y que FM-VP4
es mas potente que la combinaciéon de los estanoles que lo forman y el acido
ascorbico por separado [148]. Por otro lado, se ha visto que la biodisponibilidad de
FM-VP4 en ratas es de hasta el 6,5%, una cantidad notablemente mas alta que la
que presentan otros estanoles [149], mientras que un estudio clinico en pacientes
dislipémicos mostré que FM-VP4 era detectable en plasma tras su administracién
oral [150]. Teniendo en cuenta, ademas, que algunos fitosteroles como el
estigmasterol, o incluso diversos derivados de fitosteroles son capaces de activar
LXR in vivo [151], es posible que FM-VP4 pueda actuar directamente sobre el

metabolismo hepatico.

Ademas, los resultados muestran un aumento en la expresion génica de hasta 6
veces del gen HMGCoA-R a nivel del higado (Figura 3b), mientras que estudios
previos que usaron mezclas de esteroles y estanoles vegetales no mostraron
ninguna variacion [75, 91, 92, 152]. Este hecho parece ser debido a un intento de
compensacion por parte del organismo ante la disminucién de los niveles de
colesterol y podria ser debido tanto a la inhibicién en la absorcion intestinal de

colesterol, como a una mayor excrecion hepatobiliar.

En cuanto al perfil de expresion de genes intestinales, los datos contrastan con los
de los genes hepaticos, pero estan en consonancia con diversos estudios que se
habian efectuado usando mezclas de esteroles y estanoles vegetales [48, 74, 75].
Se observo que habia una disminucion en la expresion intestinal de LXR, ABCG5 y

G8 y una tendencia a disminuir en la de ABCA1 en los ratones tratados (Figura 3a).
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Las causas de esta disminucidon no son conocidas, pero podrian deberse a un
mecanismo compensatorio del organismo ante una reduccidén en la absorcion de
colesterol. Ademas, y como también se observé en dichos estudios, se puede
descartar que en este caso la inhibicion de dicha absorcién intestinal de colesterol
por parte de FM-VP4 sea mediada por cambios en la expresion del transportador
NPC1L1. Sin embargo, como se comentoé en la introduccion, mientras que el papel
de ABCA1 [77] y ABCG5/G8 [74, 78] en dicha inhibicion ha sido descartado
mediante estudios con animales modificados genéticamente, el verdadero rol de

NPC1L1 se encuentra aun por determinar.

R 1.b.- Efectos de FM-VP4 sobre el metabolismo de los acidos biliares

FM-VP4 incrementé las cantidades de acidos biliares presentes en higado e
intestino delgado 1,3 y 2,3 veces, respectivamente (Figura 1a y b). Por el contrario,
los niveles de acidos biliares en las heces de los animales tratados fueron 3,3 veces
mas bajos que en los ratones control (Figura 1c). Ademas, cuando analizamos la
distribucién del acido [3H]-taurocdlico a las 48 h de su administracion intragastrica,
observamos que sus niveles fueron 3,3 veces mas altos en el intestino de los
ratones tratados en comparacién con los animales control y que FM-VP4 provocaba
una tendencia no significativa a que aumentara su presencia en plasma, higado y
vesicula biliar. Sin embargo, no observamos diferencias al analizar su contenido en
heces, probablemente porque el tiempo transcurrido no fue suficiente para que el
ciclo enterobiliar se completara, como se puede deducir del hecho de que la

actividad detectada fue notablemente baja en ambos grupos de animales (Figura 2).
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Estos resultados son en cierta medida sorprendentes, ya que ninguno de los
trabajos previos que se habian realizado sobre tratamientos con esteroles o
estanoles vegetales en ratones habia presentado variaciones en el metabolismo de
acidos biliares o en su excrecion fecal [74, 75, 92]. Ademas, este hecho abriria la
posibilidad a nuevos tratamientos en combinacion con secuestrantes de acidos
biliares, con los que FM-VP4 podria presentar efectos sinérgicos. Los datos
presentados muestran que en los ratones tratados con FM-VP4 se produce un
aumento en la reabsorcion de acidos biliares a nivel intestinal. Teniendo en cuenta
que la sintesis de acidos biliares es la via mas importante de excrecién de
colesterol, nuestra hipotesis es que estos cambios responden a un mecanismo de
compensacion del organismo ante el gran efecto hipocolesterolemiante de FM-VP4,

mediante el cual tratar de minimizar las pérdidas.

En cuanto al perfil de expresion génica de genes relacionados con el metabolismo
de los acidos biliares, cabe destacar el papel de FXR, un receptor nuclear activado
por acidos biliares [153]. Aunque FM-VP4 no alterdé su expresion, si lo hizo con una
serie de genes por él regulados, como son Cyp7A1, NTCP y BSEP (Figura 4). Asi,
se produjo una disminucion en la expresién de Cyp7A1, el principal enzima de
sintesis de acidos biliares [153, 154], asi como de la expresion de NTCP [153, 154],
un transportador asociado a la recaptacién de acidos biliares por parte del higado,
en un intento por proteger el parénquima hepatico de una posible acumulacién y
toxicidad. Por el contrario, se observé un aumento no significativo en la expresion de
BSEP, una bomba exportadora de acidos biliares hacia los canaliculos biliares. En
cuanto a los datos sobre la expresion de Cyp7A1, podrian entrar en confrontacion
con el hecho de que la activacion de LXR —también presente en el higado de los

animales tratados- da lugar a un aumento de su expresion génica. Sin embargo,
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esta descrito que la actividad de FXR es superior a la de LXR cuando ambos
receptores se encuentran sobreexpresados [153]. Por otro lado, el llamado
“crosstalk” de FXR con otros receptores nucleares podria haber atenuado la
induccion esperada de otros genes por parte de FXR. Entre ellos se encontrarian el
ya mencionado BSEP, y también I-BABP, del cual se piensa que es el principal
transportador de acidos biliares a nivel intestinal [155] y cuya expresién unicamente

presentd una tendencia no significativa a aumentar (Figura 4).

Finalmente, cabe citar que también se estudié el papel que FM-VP4 podria tener
sobre la via alternativa de sintesis de acidos biliares. Sin embargo, parece que esta
ruta no se ve afectada, como se desprende del hecho de que no se observaron
diferencias en la expresion de CYP7B1 y CYP27A1, dos de sus enzimas clave [153]
(datos no mostrados). Tampoco se observaron cambios en la expresion de la
proteina MDR3, implicada en la proteccion hepatica frente al dafio por colestasis, ni
en PXR, su principal regulador [156]. Por tanto, se puede decir que el tratamiento

con FM-VP4 no mostré evidencias de provocar toxicidad hepatica.

En conclusion, FM-VP4 es, por lo que conocemos, el primer esterol/estanol vegetal
capaz de disminuir las concentraciones plasmaticas de colesterol en ratones
normocolesterolémicos. Ademas, y probablemente como consecuencia de ello, es
también el primero en incrementar la recirculacion enterohepatica de acidos biliares,
lo cual abriria las puertas a posibles sinergias en el co-tratamiento con, por ejemplo,
secuestrantes de acidos biliares en el caso de que estos resultados se repitieran en

humanos.
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R.2.- Efectos de Ila deficiencia de ABCG5G8 en el

metabolismo de los TG

R.2.a.- Efectos de Ia deficiencia de ABCG5/G8 sobre Ias

concentraciones de lipidos en plasma (dieta estandar)

Entre los pocos enfermos sitosterolémicos de los que se tiene un perfil lipidico
completo, la mayoria presentan concentraciones plasmaticas de TG superiores a las
de sus familiares directos [11-16]. Del mismo modo, estudios previos con ratones
deficientes en ABCG5/G8 (modelo de sitosterolemia) han mostrado que éstos
tienden a presentar un aumento en las concentraciones plasmaticas de TG en
ayunas [157, 158]. Sin embargo, ninguno de estos trabajos tenia como objetivo el

analisis del metabolismo de los TG.

En nuestro estudio, basado en ratones alimentados con una dieta estandar, las
concentraciones plasmaticas de esteroles totales en ayunas fueron 1,6 y 1,1 veces
significativamente superiores en los ratones G5/G8 -/- y G5/G8 +/- que en los
animales G5/G8 +/+, respectivamente (Tabla 1). Y ello sin que se apreciaran
diferencias significativas en el peso entre los distintos grupos —aunque si se observo
una tendencia a que fuera menor en los ratones G5/G8 -/- -. Mas concretamente, los
estudios mediante cromatografia reprodujeron los fenotipos previamente publicados,
con un aumento dosis-dependiente de las concentraciones de [ -sitosterol y

campesterol y una disminucién en los niveles de colesterol plasmatico (Tabla 1).

En cuanto a las concentraciones plasmaticas de TG, éstas fueron, en ayunas, 2,6 y

4,3 veces significativamente mas altas en los ratones G5/G8 -/- que en los animales
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G5/G8 +/- y G5/G8 -/-, respectivamente (Figura 1a). Los analisis mediante FPLC
mostraron que, como era de esperar, los TG se acumulaban preferentemente en la
fraccion VLDL (Figura 1b). Ademas, los TG también se encontraban alterados en
condiciones postprandiales (Figura 1c). Para estudiarlo, se administraron
intragastricamente 150 pyL de aceite de oliva y se determinaron las concentraciones
de TG a determinados intervalos de tiempo. El area bajo la curva calculada fue 5
veces mas alta en los ratones G5/G8 -/- que en los animales control, mientras que
no se observaron diferencias significativas entre éstos y los ratones G5/G8 +/-
(Figura 1c). Tampoco se observaron diferencias en las concentraciones de FFA en

plasma entre los tres grupos.

El siguiente paso fue investigar las posibles causas de estas alteraciones
metabdlicas. Para ello estudiamos los tres principales procesos implicados en el
metabolismo de los TG: el catabolismo periférico, su sintesis hepatica y la absorcion

intestinal.

R.2.b.- Efectos de la deficiencia de ABCG5/G8 sobre el catabolismo

periférico de TG in vivo

El primer experimento consistié en estudiar el aclaramiento plasmatico de particulas
TRL marcadas radiactivamente con trioleina. A las 2 horas de su administracion
intragastrica, la tasa catabdlica fraccional estaba significativamente reducida tanto
en los ratones G5/G8 -/- como en los G5/G8 +/-, en comparacién con los animales
control (Figura 2a). Las dos principales causas de esta disminucion podian ser: o

bien una menor actividad total del enzima LPL, el principal enzima encargado de la
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hidrélisis de TG, o bien una alteracion en las particulas TRL que afectara a este
proceso.

La actividad de la LPL, estudiada mediante un sustrato radioactivo artificial, fue
significativamente mas baja, tanto en los ratones G5/G8 -/- (5,4 veces) como en los
ratones G5/G8 +/- (1,8 veces) respecto a los animales control (Figura 2b). Sin
embargo, esta reduccién de la actividad no dependia de la composicion de las TRL:
la formacion de FFA cuando se us6 LPL bovina frente a particulas TRL procedentes

de cada uno de los grupos de ratones no presento diferencias significativas.

Los analisis de expresion génica del tejido adiposo perigonadal no determinaron la
causa de esta disminucién en la actividad LPL (Tabla Online 1). La expresién de
LXR estaba aumentada significativamente 6,4 veces en los ratones G5/G8 -/- y 2
veces en los ratones G5/G8+/- respecto a los animales control, seguramente como
consecuencia de la acumulacion directa de esteroles vegetales. Sin embargo, no se
apreciaron diferencias significativas en la expresién de LPL y de PPARy - un
receptor nuclear implicado en el desarrollo del tejido adiposo -, asi como tampoco
en la expresion del transportador CD36 o de la proteina ANGPTL4, relacionada esta
ultima con la inhibicion del enzima LPL [159]. Asimismo, los estudios mediante
ELISA no mostraron diferencias significativas en la cantidad de ANGPTL3, una
proteina soluble de sintesis hepatica que se encuentra directamente regulada por

LXR y que también se ha relacionado con la inhibicidon de la LPL [160].

Dos son los datos que permiten explicar, al menos en parte, la disminucién de la
actividad LPL en los animales deficientes en G5/G8. Por un lado, se observé que el
peso del tejido adiposo perigonadal — considerado como un reflejo del peso del

tejido adiposo global - en los ratones G5/G8 -/- era 6,3 veces significativamente mas
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bajo que en los ratones control (Figura 2c). Teniendo en cuenta que este tejido
supone una de las principales fuentes de LPL [161], esta reduccion podria estar
explicando la gran disminucién observada en la actividad del enzima. Sin embargo,
este estudio no puede determinar cual es la causa inicial de dicha disminucion, ya
que nuestros datos no permiten discriminar si es la falta de tejido adiposo la que
provoca la disminucién del enzima, o si es ésta la que contribuye a la falta de
desarrollo del tejido. Por otro lado, se observd que los ratones G5/G8 -/-
presentaban un cierto grado de resistencia a la insulina, ya que el indice HOMA era
significativamente mas alto que el de los animales control (Figura 5c¢). Sin embargo,
las mediciones de glucosa e insulina en condiciones basales no mostraron
diferencias significativas. Estos datos apuntan a que los ratones deficientes en
G5/G8 presentan un cierto grado de resistencia a la insulina. Una explicacion a este
comportamiento podria estar en la activacion de LXR. Aunque diversos estudios han
mostrado un papel beneficioso de LXR sobre el perfil glucémico [162], se ha descrito
también que su activacion cronica induce la apoptosis de las células B del islote
pancreatico por hiperactivacién de la lipogénesis [163] y que inhibe su proliferaciéon
al detener su ciclo celular [164], por lo que podria contribuir al desarrollo de diabetes

de tipo 2 [165].

R.2.c.- Efectos de la deficiencia de ABCG5/G8 sobre la secrecion

hepatica de TG

La secrecion hepatica de TG 2 h después de bloquear la actividad del enzima LPL
con Triton WR-1339 fue 1,3 veces superior tanto en los ratones G5/G8 -/- como en

los G5/G8 +/- respecto a los animales control (Figura 3a). Estos datos son, en cierta
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medida, sorprendentes: teniendo en cuenta que la concentracion de B-sitosterol y de
campesterol en el higado fue dosis-dependiente (Tabla 1), los datos sobre secrecion
parecen indicar que la acumulacion de esteroles vegetales tendria un efecto umbral

sobre la producciéon hepatica de TG.

En cuanto a los perfiles de expresion génica, y como era esperable, LXR presenté
una expresion 2,4 veces superior en ambos grupos de ratones modificados respecto
a losratones control, lo que estaria en consonancia con el efecto umbral antes
comentado (Figura 3b). Del mismo modo, la expresién de FAS y ACAC, dos genes
implicados en la sintesis de TG y dependientes de LXR estaban altamente
sobreexpresados en el higado de los animales G5/G8 -/- y G5/G8 +/- con respecto a
los animales control (9 y 7,7 veces en los G5/G8 -/-y 7,2 y 4,7 en los G5/G8 +/-,
respectivamente). Sin embargo, y contrariamente a lo esperado, la acumulacion de
esteroles vegetales, a pesar de activar LXR y promover la sintesis de TG en el
higado, no alteré la expresion del gen SREBP1c (Figura 3b). Este es un gen
activado por LXR que es capaz de activar a mas de 30 genes, fundamentalmente
relacionados con la sintesis de TG, por lo que su sobreexpresion se ha demostrado
implicada en la hipertrigliceridemia desarrollada por el uso de activadores de LXR [7,
151, 153]. Nuestros resultados indican, por el contrario, que la acumulacion de
esteroles vegetales podria activar la produccion de TG a nivel hepatico a través del
aumento en la expresion de CD36 (1,9 y 2,1 veces mas alta en los ratones G5/G8 -/-
y G5/G8 +/- respecto a los ratones control, respectivamente) (Figura 3b), un
transportador que es también diana de LXR y cuya activacion no soélo se ha
demostrado capaz de aumentar la produccion de TG por una via independiente de
SREBP1c, sino que ademas es capaz de promover la secrecion de TG hacia el

torrente circulatorio [166-168]. De hecho, esto ultimo, junto con la alteracion en el
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catabolismo periférico, podria explicar la gran disminucion de TG presentes en el
parénquima hepatico de los ratones deficientes en G5/G8 (Tabla 1). Sin embargo,
nuestro estudio no es capaz de discriminar cuales son los esteroles vegetales
especificos, en caso de haberlos, responsables de la activacion de LXR y sus

posteriores consecuencias.

R.2.d.- Efectos de la deficiencia de ABCG5/G8 sobre la absorciéon y

secrecion intestinal de TG

Sorprendentemente, la absorcion intestinal de TG, determinada mediante el calculo
de la fraccion de absorcién de los lipidos de la dieta fue de un 95,1 % en los ratones
G5/G8 -/-, significativamente superior a la de los ratones G5/G8 +/- y G5/G8 +/+
(92,4 y 92,3 %, respectivamente) (Figura 4a). En cuanto a la secrecién intestinal de
TG, medida a las dos horas de haber administrado intragastricamente 10 uCi de °H
trioleina — y tras bloquear la accion de la LPL -, fue 5,8 veces significativamente mas
alta en los animales G5/G8 -/- que en los ratones G5/G8 +/- y G5/G8 +/+ (Figura
4b). Como se puede observar, se aprecia una considerable distancia en cuanto a las
diferencias observadas entre ambos experimentos. Sin embargo, y teniendo en
cuenta que la secrecion intestinal se determiné uUnicamente a las 2 h tras la
administracion de trioleina, es probable que los cambios estén reflejando una
aceleracion en la secrecion de las particulas, mas que un incremento global

significativo en la absorcion intestinal de TG.
Las causas de este aumento no han podido ser aclaradas en su totalidad. Los

estudios de expresion génica no mostraron diferencias en la expresion del

transportador CD36 o de la apoAlV, proteina que ha sido vinculada recientemente
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con la absorcion de TG [135] (Tabla Online 2). Del mismo modo, no se apreciaron
diferencias en la expresion intestinal de MTP o FAS, por lo que parece que el
aumento en la absorcion no puede explicarse por un incremento en la sintesis y
empaquetamiento de TG por parte del enterocito. Sin embargo, y como es obvio,
estos estudios no descartan la posibilidad de que estos enzimas se encuentren

alterados por los esteroles vegetales mediante mecanismos postranscripcionales.

Cuando repetimos el experimento de secrecion intestinal usando acido oleico — que
no precisa ser hidrolizado para su absorcion - marcado radiactivamente en lugar de
trioleina, observamos unos resultados absolutamente parejos a los del experimento
original (Figura Online 1). Esto permite descartar un papel relevante de las lipasas
en el aumento de absorcién observado en los ratones G5/G8 -/-. Del mismo modo,
los estudios de determinacion de acidos biliares mediante la técnica 3a-
hidroxiesteroide deshidrogenasa, que no mostraron diferencias significativas en el
contenido intestinal de los diferentes grupos de animales, permiten descartar un
posible rol diferencial en la solubilizacién y posterior asimilacion de TG por esta

causa (Figura 4c).

Sin embargo, es posible que la mayor acumulacién de esteroles vegetales en el
enterocito de los ratones G5/G8 si influya directamente en el ensamblaje de Qm vy
su posterior secrecion, afectando por tanto a la absorcién no soélo de los propios
esteroles vegetales sino también de los TG. En este sentido, puede ser importante
el papel de ACAT2, la isoforma predominante de ACAT en el intestino delgado.
ACAT2 se encarga de sintetizar ésteres de colesterol para que pueda tener lugar
dicho ensamblaje y secrecion de los Qm, por lo que participa directamente en la

absorcién, no solo de esteroles, sino también de TG [84]. ACAT2 presenta

107



Resultados y discusion

fundamentalmente una regulacién alostérica, en la que el colesterol sirve como
principal activador, pero donde los esteroles vegetales también ejercer una cierta
accion [86]. Asi, en los ratones deficientes en G5/G8, la acumulaciéon masiva, tanto
de colesterol como sobre todo de esteroles vegetales en el enterocito, podria estar
ejerciendo una activacién de ACAT2 que determinase un mayor empaquetamiento y

secrecion de TG en el intestino.

Por otro lado, aunque los mecanismos desencadenantes no han sido aun
completamente dilucidados, la resistencia a la insulina se ha asociado con un
aumento en la produccion intestinal de lipoproteinas, juntamente con un aumento en
el transporte de TG [169, 170]. Por tanto, dicha resistencia observada en los ratones
G5/G8 -/- podria estar contribuyendo al aumento en la absorcion y secrecién

intestinal de TG en este grupo de animales.

R.2.e Efectos de la deficiencia de ABCG5/G8 sobre las concentraciones
plasmaticas y hepaticas de lipidos en ratones alimentados con una

dieta Western

Un grupo independiente de 12 ratones (6 G5/G8 +/+ y 6 G5/G8 -/-) fue alimentado
durante ocho semanas con una dieta Western, rica en colesterol y acidos grasos
saturados, en lugar de la dieta estandar administrada a los animales pertenecientes
a los estudios previos. En ayunas, las medianas de las concentraciones plasmaticas
de TG en los ratones G5/G8 +/+ y G5/G8 -/- fueron significativamente diferentes:
0,27 (0,21-0,86) y 0,98 (0,5-2,23) mM, respectivamente (p=0,049), mientras que en

higado no se observaron diferencias significativas: 31,1 (28,3-53,1) y 28,3 (23,1-
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34,9) mmol/higado, respectivamente (p=0.02). Como se puede apreciar, y en cierto
modo de una forma contraintuitiva, los efectos de la deficiencia de G5/G8 sobre las
concentraciones de TG son menos pronunciados cuando se administra una dieta
rica en grasas. Sin embargo, es posible que los efectos de la deficiencia de G5/G8
en algunos genes regulados por LXR se encuentren atenuados en animales
alimentados con este tipo de dieta, lo que reduciria las diferencias con los animales
control. En este sentido, un estudio reciente mostré que la sobreexpresion de LXR
en el higado de ratones que habian sido alimentados con una dieta estandar
empeoré el perfil de TG en plasma [171]. Sin embargo, produjo el efecto contrario
cuando los ratones fueron alimentados con una dieta Western, ya que en este caso
la sobreexpresion de LXR aumenté el aclaramiento periférico de TG sin afectar a su

sintesis.
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6.- CONCLUSIONES

Las principales conclusiones derivadas de los estudios incluidos en esta tesis son:

1.a. FM-VP4 inhibe con gran eficacia la absorcion intestinal de colesterol en
ratones C57BL/6. Ademas, es el primer esterol/estanol vegetal capaz de disminuir
las concentraciones plasmaticas de colesterol en ratones normocolesterolémicos.
Sus acciones parecen dependientes de su estructura completa, y en ellas parece

desempeniar un papel importante la activacién de LXR a nivel hepatico.

1.b. FM-VP4 es el primer esterol/estanol vegetal capaz de alterar la recirculacion

enterohepatica de acidos biliares en ratones, aumentando su reabsorcién intestinal.

2.a. La acumulacién de esteroles vegetales en ratones deficientes en los

transportadores ABCG5/G8 aumenta las concentraciones plasmaticas de TG tanto

en ayunas como en condiciones posprandiales.

2.b. La deficiencia de ABCG5/G8 altera el metabolismo de los TG disminuyendo

su catabolismo periférico y aumentando su secrecion tanto a nivel hepatico como a

nivel intestinal.
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