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Introduccion y objetivos. Se sabe que el consumo
de fitosteroles reduce la concentracion de
colesterol en plasma, debido a la interferencia
de estos compuestos en la absorcién intestinal
de colesterol. Aunque en pequefia proporcion, los
fitosteroles de la dieta también se asimilan, y su
concentracién en el plasma es mil veces inferior a
la del colesterol. Dada su analogia estructural con
el colesterol, nos planteamos determinar el efecto
de distintos fitosteroles sobre la biosintesis de
colesterol en células humanas y su repercusion
sobre la proliferacion celular.

Método. Las células de la linea promielocitica
humana HL-60 se cultivaron en un medio libre de
colesterol (DCCM-1) en presencia de los diferentes
esteroles en estudio y de [*C]-acetato como
precursor para la biosintesis de colesterol. Al cabo
de 8 h de incubacién se lisaron las células y se
extrajeron los lipidos no saponificables, que
posteriormente fueron analizados mediante
cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC).
La proliferacion celular se analiz6 determinando la
incorporacion de [*H]-timidina al ADN y por
recuento de las células.

Resultados. Los fitosteroles insaturados
en el C22 de la cadena lateral —estigmasterol,
brasicasterol y ergosterol- inhibieron la biosintesis
de colesterol en células HL-60 en concentraciones
fisiolégicas, de 1 ug/ml, mientras que los otros
fitosteroles —B-sitosterol y campesterol- fueron
inactivos incluso en concentraciones de 30 pg/ml.
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El 5,22-colestadien-3p-ol, un esterol no natural que
contiene también un doble enlace en C22, inhibié la
incorporacién de ['*C]-acetato a colesterol mucho
mas intensamente que los anteriores. El descenso
de *C-colesterol se acompaiié de un aumento de la
radiactividad en desmosterol y también, aunque
menos intensamente, en 5,7,24-colestatrien-3f-ol.
A pesar de estos cambios en la composicion celular
de esteroles, los fitosteroles no afectaron la
viabilidad ni la proliferacién de las células HL-60,
lo que sugiere que los esteroles intermediarios
pueden suplir al colesterol en sus funciones en la
division celular.

Conclusiones. Los fitosteroles con doble enlace
en C22 inhiben la biosintesis de colesterol a valor
de la esterol A**-reductasa en concentraciones que
pueden considerarse fisiol6gicas, por lo que esta
accion puede considerarse un mecanismo
adicional para explicar los efectos hipolipemiantes
de estos compuestos.

Palabras clave:
Biosintesis de colesterol. Desmosterol. Fitosteroles.
Proliferacién celular. HL-60.

EFFECT OF PHYTOSTEROLS ON
CHOLESTEROL BIOSYNTHESIS AND HUMAN
CELL PROLIFERATION

Introduction. Dietary phytosterols reduce
plasma cholesterol levels by interfering with
cholesterol absorption in the intestine. Phytosterols
are also absorbed, although to a lesser extent, and
their concentration in plasma is one thousand-fold
lower than that of cholesterol. Due to their
structural similarities with cholesterol, in the
present study we sought to determine the effects of
different phytosterols on cholesterol biosynthesis
in human cells, as well as their effects on cell
proliferation.
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Method. Human promyelocytic cell line HL-60
was cultured in a cholesterol-free medium
(DCCM-1) in the presence of the sterols under
study and ['*C]-acetate as precursor for cholesterol
biosynthesis. After incubation for 8 hours, the cells
were lysed and non-saponifiable lipids were extrac-
ted and subsequently analyzed by high-performance
liquid chromatography (HPLC). Cell proliferation
was determined by [*H]-thymidine incorporation
into DNA and cell counting.

Results. In HL-60 cells, C22-unsaturated phytos-
terols (stigmasterol, brassicasterol and ergosterol)
inhibited cholesterol biosynthesis at physiological
concentrations of 1 pg/ml, whereas the other phy-
tosterols analyzed (B-sitosterol and campesterol)
were inactive, even at concentrations of 30 pg/ml.
The non-natural sterol, 5,22-cholestadien-3f-ol,
which also contains a double bond at C22, inhibi-
ted “C-acetate incorporation into cholesterol much
more intensely. The decrease in “C-cholesterol was
accompanied by an increase in radioactivity incor-
poration into desmosterol and, less markedly, in
5,7,24-cholestatrien-3f-ol. Despite these changes in
the cellular composition of sterols, phytosterols did
not affect cell viability or growth, suggesting that
these cholesterol precursors may substitute for
cholesterol in cell proliferation.

Conclusions. Phytosterols with a double bond at
C22-23 in the lateral chain block cholesterol
biosynthesis in human cells by inhibiting sterol A?*-
reductase. This effect is reached at concentrations
found physiologically in plasma. Therefore, it can
be considered as an additional mechanism for the
hypolipidemic effect of these compounds.

Key words:
Cholesterol biosynthesis. Desmosterol. Phytosterols. Cell proli-
feration. HL-60.

Introduccién

Los fitosteroles cumplen en los vegetales funcio-
nes andlogas a las del colesterol en los animales.
Presentan una estructura muy similar al colesterol,
pero con pequefias variaciones, como la adicién de
algtn grupo alquilo (metilo o etilo) en posicién C24
y, menos frecuentemente, una insaturacién en C22
(fig. 1). Las fuentes mas comunes de fitosteroles son
los aceites vegetales, frutos secos y frutas, principal-
mente. Los fitosteroles mayoritarios son B-sitosterol
y campesterol, en este orden, que constituyen apro-
ximadamente el 95% del total de estos compuestos.
El otro 5% corresponde a los fitosteroles insatura-
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dos en su cadena lateral, como el estigmasterol!,
pero, obviamente, estas proporciones varian entre
los alimentos. El consumo de estos compuestos es
muy variable. En los paises occidentales suele ser re-
lativamente bajo, menor de 100 mg/dia, mientras
que en los paises orientales y con dietas vegetarianas
suele estar por encima de los 400 mg/dia®. El consu-
mo de fitosteroles en Espafia no se ha determinado
con exactitud.

En condiciones normales la absorcién intestinal
de los fitosteroles es muy limitada, menos de un
5% de la ingesta total’. Una vez en la sangre, son
rapidamente eliminados y su concentracién rara-
mente excede 1 mg/dl*. La baja absorcién intestinal
de estos compuestos se atribuye a las proteinas
ABCGS5 y ABCG8 presentes en la mucosa intestinal
y en los hepatocitos, que actiian bombeando este-
roles hacia la luz intestinal y los canaliculos bilia-
res, respectivamente’. Mutaciones en estas protei-
nas producen la sitosterolemia®, una enfermedad
caracterizada por una marcada hiperabsorcién de
estos compuestos y de colesterol. Los pacientes con
esta enfermedad presentan concentraciones de fi-
tosteroles en plasma muy elevadas, y las de coleste-
rol son también ligeramente superiores a las nor-
males. Estos pacientes presentan una clinica muy
caracteristica, con concentraciones de bilirrubina
en plasma elevadas debido a un aumento en la he-
molisis producida por el incremento de la rigidez
de la membrana de los eritrocitos, asi como xanto-
matosis y enfermedad arteriosclerdtica prematura’.

Los estudios epidemiologicos muestran que el
consumo de fitosteroles es un factor preventivo del
cancer de colon® y reduce la prevalencia de enferme-
dades cardiovasculares®. En cuanto a sus acciones,
se conoce que en el tracto intestinal los fitosteroles
desplazan al colesterol de las micelas y, consecuente-
mente, disminuyen su absorcién intestinal'®!!. Este
hecho, junto con la estimulacién de la expresion de
las proteinas ABCG anteriormente mencionadas,
produce una reduccién de colesterol unido a lipo-
proteinas de baja densidad (cLDL) en plasma, que
oscila entre el 10 y el 15%, dependiendo de la inges-
ta de estos compuestos!®!!,

La biosintesis de colesterol a partir del acetil-CoA
se realiza en varias etapas, donde, ademas del pro-
ducto final (fig. 2), se sintetizan otros compuestos
tanto de naturaleza esteroidica como no esteroidica,
de crucial importancia para la fisiologia celular. La
primera de estas etapas es la sintesis de mevalonato,
un compuesto de seis carbonos, en la que intervienen
tres enzimas; la mas notable es la hidroximetilgluta-
ril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa, enzima que es
inhibida de manera competitiva por las estatinas. La
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Figura 1. Estructuras del colesterol, del p-sitosterol y del campesterol (fitosteroles saturados en la cadena lateral), del estigmaste-
rol, del ergosterol y del brasicasterol (fitosteroles insaturados en la cadena lateral), y del 5,22-colestadien-3p-ol.

siguiente etapa conduce a la formacién de isoprenoi-
des por la descarboxilacién del mevalonato pirofos-
fato. Las unidades isoprenoides pueden ser conside-
radas como bloques de construccién del esqueleto
esteroide. Seis de estas unidades se condensan para
formar un intermediario, el escualeno, el cual da ori-
gen al esteroide progenitor, el lanosterol, por accién
de la enzima escualeno ciclasa. El colesterol se forma
a partir del lanosterol a través de numerosas reaccio-
nes, entre las que se incluye la reduccién del doble
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enlace en la posicion 24 de la cadena lateral, reac-
cién catalizada por la esterol A% reductasa. Esta en-
zima, que ha sido recientemente clonada'?, puede
actuar sobre cualquier sustrato esteroidico que pre-
sente doble enlace entre los carbonos C24-25, por lo
que también es conocida como lanosterol reductasa
o desmosterol reductasa, dependiendo del esterol
utilizado como sustrato. En cuanto a la especifici-
dad, la enzima muestra la mayor afinidad por el 5a-
colestan-7,24-3f-ol, seguido de zimosterol, desmos-
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terol y lanosterol'®. La esterol A* reductasa sélo es
capaz de reducir el doble enlace en posicién C24-25,
y no en C22-23'. De hecho, en células animales no
se ha caracterizado ninguna actividad A*? reductasa.

El colesterol es esencial para la proliferacién de
las células de mamiferos. Asi, la inhibicién de la
biosintesis de colesterol en células incubadas en un
medio deficiente de colesterol conduce a una dis-
minucién de la tasa de proliferacion'>!”. Nosotros
hemos demostrado en células HL-60 que la inhibi-
ci6n de lanosterol 14a-desmetilasa, que provoca un
descenso de la concentracion intracelular de coles-
terol mientras que aumenta el lanosterol, conduce
a la parada del ciclo celular en G2/M"". Este efecto
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se neutraliza afiadiendo colesterol al medio de cul-
tivo, lo que demuestra su especificidad'”!®. Queda
por comprobar si otros esteroles pueden suplir o
complementar al colesterol en esta accion.
Recientemente hemos demostrado que los fitoste-
roles con doble enlace en C22 se comportan como in-
hibidores competitivos de la esterol A** reductasa en
microsomas de higado de rata, mientras que los fi-
tosteroles saturados son inactivos a este respecto’.
En el presente trabajo hemos pretendido determinar
si esta acci6n sobre la biosintesis de colesterol tiene
alguna repercusién en la proliferacion celular. En
primer lugar, hemos comprobado que la incuba-
ci6n de células HL-60 en presencia de fitosteroles
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Figura 3. Andlisis de los esteroles marcados metabdlicamente en células tratadas con diferentes esteroles. Las células HL-60 se in-
cubaron con ["“C]-acetato en ausencia (control) o en presencia de diferentes esteroles (colesterol, B-sitosterol y estigmasterol) en
dosis de 10 mg/ml. Al final de las 8 h de incubacion, las células se lisaron con KOH al 10% y se extrajeron los lipidos no saponifica-
bles con cloroformo-metanol (2:1) y hexano. Finalmente, los esteroles se separaron mediante HPLC en fase reversa y recuento de la
radiactividad en serie. Picos identificados: 1, colesterol; 2, desmosterol; 3, 5,7,24-colestatrien-3f-ol.

insaturados en C22-23 produce un rapido descenso
de la incorporacién de [“Cl-acetato a colesterol,
con la acumulacién de desmosterol. Pues bien, y a
pesar de ello, las células HL-60 incubadas en pre-
sencia de esos fitosteroles no vieron alterada su
tasa de proliferacion, al menos durante las prime-
ras 72 h de cultivo. Por lo tanto, estos fitosteroles,
o bien los esteroles intermediarios de la sintesis de
colesterol acumulados por efecto de la inhibicién
de la esterol A* reductasa, pueden complementar
al colesterol en la proliferacion celular.

Materiales y métodos

Materiales

Las células HL-60 (linea promielocitica humana) fueron ob-
tenidas de la American Type Culture Collection (Rockville, MD).
El medio libre de colesterol DCCM-1 fue obtenido de Biological
Industries (Kibbtutz Beit Haemek, Israel), y los antibiéticos pro-
cedian de Gibco BRL (Barcelona, Espaiia). El colesterol y el B-
sitosterol se adquirieron a Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO),
y el resto de los esteroides (desmosterol, estigmasterol, brasicas-
terol, ergosterol y 5,22-colestadien-3p-ol), a Steraloids, Inc.
(Newport, RI). [2-"*C]-acetato (53 mC/mmol) y [1a,20/(n)-*H]-co-
lesterol (45,6 C/mmol) se obtuvieron de Amersham-Pharmacia
Biotech Europe GmbH (Barcelona, Espafia). Los otros com-
puestos utilizados fueron de grado analitico.

Cultivos celulares

Las células HL-60 se mantuvieron en medio DCCM-1 suple-
mentado con antibi6ticos (100 U penicilina/ml, 100 pg/ml de
estreptomicina y 10 pg/ml de gentamicina) en un incubador a
37 °C en atmosfera hameda al 5% de CO,. Los esteroles se re-
suspendieron en etanol y fueron anadidos al cultivo celular a
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una concentracién maxima de 30 pg/ml (concentracion final
de etanol 0,44%), debido a razones de citotoxicidad y solubili-
dad de los diferentes esteroles.

Marcaje metabdlico y andlisis de los diferentes
intermediarios de la biosintesis de colesterol por

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Las células HL-60 (7,5 x 10°) se preincubaron durante 2 h en
10 ml de medio DCCM-1 que contenia los esteroles en estudio,
posteriormente se afiadieron 40 UC de [2-'*Cl-acetato y la incu-
bacién se prolong6 durante 8 h mas. Una vez finalizada la incu-
bacion, se separaron las células mediante centrifugacion, se la-
varon dos veces con PBS y fueron finalmente resuspendidas en
KOH al 10%. Como estandar interno se afiadié [1o,20(n)-*H]-
colesterol. Las muestras fueron tratadas secuencialmente con
cloroformo/metanol (2:1) y agua destilada para obtener la frac-
cién lipidica y la fraccién soluble®. Posteriormente se extraje-
ron los lipidos no saponificables con hexano. El porcentaje de
recuperacion del [*H]-colesterol fue siempre superior al 60%
(64,9 + 0,7%, media + desviacién estandar[DE]). La fraccién
que contenia los lipidos no saponificables se inyect6 en un
equipo de HPLC (Beckman Instruments, Palo Alto, CA; modelo
168). La separacion se realizé con una columna de fase reversa
Luna 5 um C18 (250 x 4,60 mm, Phenomenex, Torrance, CA).
Los lipidos fueron eluidos con acetonitrilo-agua (95:5) durante
los primeros 37 min y seguidamente con metanol absoluto, a
un flujo de 1,2 ml/min. Se monitoriz6 la absorbancia en UV
(detector de diodos Beckman 168) y la radiactividad (LB-506 C-
1, Berthold, Bad Widbad, Alemania)'®. Los esteroles fueron
identificados por comparacion de los tiempos de retencion y el
espectro de absorcién de estdndares puros.

Ensayo de proliferacion celular

Para la medida de la proliferacion celular, se cultivaron
15.000 células en 225 pl en placas de 96 pocillos (Multiscreen-
HV). En los diferentes tiempos de ensayo (24, 48 y 72 h), cada
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Tabla 1. Incorporacion de ['*C]-acetato a colesterol y otros intermediarios de su biosintesis

en células HL-60 tratadas con diferentes esteroles

| Dosis (ug/ml) 14C-colesterol (%) 14C-desmosterol (%) 14C-5,7,24-colestatrienol (%)
Sitosterol 1 100 - -
10 100 - -
30 100 - -
Campesterol 1 100 - -
10 100 - -
30 100 - -
Ergosterol 1 52,5 475 -
10 6,25 71,78 15,96
30 5,70 60,05 34,24
Estigmasterol 1 77,31 16,04 6,65
10 27,39 53,72 18,01
30 11,44 60,23 28,32
Brasicasterol 1 72,13 27,97 -
10 17,36 75,94 6,69
30 16,45 70,07 13,46
5,22-Colestadien-3p-ol 1 19,73 66,86 13,40
10 12,76 70,43 16,81

pocillo se suplementé con 5-fluorodeoxiuridina a una concen-
tracién final de 10 mM, durante 1 h, y posteriormente se afa-
dieron 0,5 pC de [*H]-timidina; después de 18 h de incubacién
las células fueron procesadas y se cuantificé la radiactividad in-
corporada al ADN?!, Por otro lado, el recuento de las células se
realiz6 con un hemocitémetro, utilizando azul tripano como
tinci6n vital.

Resultados

Para analizar el efecto de los fitosteroles sobre la
colesterogénesis, en primer lugar se determino la in-
corporacion de [**Cl-acetato a los diferentes estero-
les en las células de la linea HL-60, una linea celular
promielocitica humana que presenta una alta tasa
de biosintesis de colesterol en correspondencia con
su elevada tasa de proliferacion. Los esteroles estu-
diados fueron: B-sitosterol y campesterol, como fi-
tosteroles mayoritarios en los vegetales y represen-
tantes de los que poseen la cadena lateral saturada y,
por otro lado, los insaturados en C22, estigmasterol
y brasicasterol, asi como ergosterol —esterol de las
levaduras y hongos- y 5,22-colestadien-3f-ol, un es-
terol no natural (fig. 1). Los resultados se compara-
ron con los ejercidos por el colesterol. En la figura 3
se muestran los perfiles obtenidos tras la separacién
de los esteroles mediante HPLC y andlisis de la ra-
diactividad en células incubadas en condiciones
control, asi como en presencia de una concentracién
de colesterol, sitosterol o estigmasterol, como repre-
sentantes de los distintos tipos de esteroles estudia-
dos. En la tabla 1 se detallan los resultados para
cada uno de los esteroles estudiados, a diferentes
concentraciones, sefialandose los porcentajes de dis-
tribucién de la radiactividad en los tres esteroles sin-
tetizados mas significativos: colesterol, producto fi-
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nal, y desmosterol y 5,7,24-colestatrien-3B-ol, pre-
cursores inmediatos del colesterol (fig. 2). Como se
observa, el perfil de radiactividad en condiciones
controles mostré un solo pico, correspondiente al
colesterol (fig. 3). La incubacién de las células en
presencia de colesterol no afect6 el perfil de radiacti-
vidad; Gnicamente a concentraciones mas altas este
esterol (60 pg/ml), la biosintesis de colesterol se re-
dujo de forma significativa (datos no mostrados),
como cabia esperar por la consabida retrorregula-
cién de la via por el producto final. Al igual que el
colesterol, los andlogos saturados p-sitosterol y cam-
pesterol no alteraron el patrén de incorporacién de
acetato a los esteroles de la ruta de la colesterogéne-
sis (fig. 3 y tabla 1). Por el contrario, cuando las cé-
lulas se incubaron con esteroles insaturados en la
cadena lateral, el perfil vari6 sustancialmente. Asi, el
estigmasterol (fig. 3), el brasicasterol, el ergosterol y
el 5,22-colestadien-3B-ol (tabla 1) produjeron el des-
censo de la radiactividad en colesterol, aumentando
ésta en los mencionados precursores, especialmente
desmosterol, de una manera dependiente de la do-
sis. El compuesto 5,22-colestadien-3p-ol inhibié la
incorporacién de acetato mucho méas intensamente
que los otros, con un valor de IC,, inferior a 0,1
ug/ml, aproximadamente. Este esterol fue altamente
citotdxico, y las células murieron cuando se expusie-
ron a concentraciones superiores a 10 pg/ml. La
acumulaciéon de desmosterol y de 5,7,24-colesta-
trien-3p-ol por efecto de estos esteroles sugeria la in-
hibicién de la enzima esterol A* reductasa.

Una vez determinado el efecto de estos esteroles
sobre la biosintesis de colesterol, quisimos analizar
su repercusion sobre la proliferacién celular. Como
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se muestra en la figura 4, la incubacién de las célu-
las HL-60 en presencia de estigmasterol o de f-si-
tosterol, como representantes de los fitosteroles in-
saturados y saturados en C22 respectivamente, no
afect6 la incorporacién de [*H]-timidina al ADN en
comparacion con el colesterol. Estos datos se con-
firmaron por recuento directo de las células (fig.
4B). Habida cuenta de que los fitosteroles insatura-
dos en la cadena lateral disminuyen significativa-
mente la concentracién de colesterol, a la vez que
aumentan la de desmosterol (fig. 3 y tabla 1), aque-
llos resultados sugieren que el desmosterol puede
suplir o complementar al colesterol restante en la
célula en su accién sobre la proliferacién celular.

Discusion

Desde los estudios pioneros de Peterson realiza-
dos en pollos?, el interés por utilizar fitosteroles
como agentes hipolipemiantes se incrementé nota-
blemente, y en la actualidad se dispone de multitud
de resultados obtenidos en humanos que demues-
tran la utilidad del consumo de estos compuestos
para rebajar las concentraciones de colesterol en
plasma?. El mecanismo que conduce a este des-
censo estd mediado por una disminucién de la ab-
sorcion intestinal de colesterol, como resultado de
la interferencia de la incorporacion del colesterol a
las micelas'®!!, aunque también puede contribuir a
ello la estimulacién de la excrecién intestinal de
colesterol, tal como ha sido recientemente pro-
puesto?*. La modificaciéon de la dieta para incre-
mentar el consumo de fitosteroles se estima que
podria reducir las concentraciones de cLDL en un
10-15%, sin afectarse las de colesterol unido a lipo-
proteinas de alta densidad (cHDL) ni las de trigli-
céridos®. La inclusi6n en la dieta de alimentos su-
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plementados con esteroles vegetales se considera
una alternativa para controlar la hipercolesterole-
mia25-27.

El objetivo del presente trabajo fue determinar el
efecto de los fitosteroles sobre la biosintesis de co-
lesterol y su repercusién en la proliferacion celular.
Resultados de otros autores indicaban que ciertos fi-
tosteroles inhibian la HMG-CoA reductasa®, proba-
blemente a valor de la transcripcién por su analogia
estructural con el colesterol, pero la interconversién
de esteroles, dentro de la ruta de la colesterogénesis,
no habia sido estudiada. Esta tltima parte de la bio-
sintesis de colesterol, desde el lanosterol en adelan-
te, implica la participacién de numerosas enzimas
de reciente caracterizaci6n a valor genético, que ca-
talizan pequefios cambios en los anillos del estera-
no, asi como la saturacién de la cadena lateral. La
naturaleza esteroidica de los fitosteroles permitia
plantearse la posibilidad de que estos compuestos
interfirieran en la accién de alguna de esas enzimas.
Con esta hipétesis se estudio el efecto de los fitoste-
roles sobre la biosintesis de colesterol en células hu-
manas, prestando especial atencién a la interconver-
si6n de esteroles. Observamos que los fitosteroles
con cadena lateral saturada, B-sitosterol y campeste-
rol que, por otra parte, son mayoritarios en los ali-
mentos vegetales, no afectaban la incorporacién de
acetato radiactivo a colesterol a las dosis empleadas.
Sin embargo, los fitosteroles con doble enlace en
C22 inhibian intensamente la esterol A* reductasa,
reduciendo la sintesis de colesterol y favoreciendo la
acumulacién de desmosterol y otros esteroles pre-
cursores con cadena lateral insaturada en C24. Hay
que destacar que estos efectos se producen con con-
centraciones de fitosteroles perfectamente alcanza-
bles en el plasma, del orden de 1 pg/ml, por lo que
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pueden tener relevancia fisioldgica. Es mas, estas
acciones no se limitan a células leucocitarias sino
que se observan también en células CaCo-2 de ori-
gen intestinal®®, lo que indica que se trata de un efec-
to general en el organismo.

La acumulacién de desmosterol y de 5,7,24-co-
lestatrien-3B-ol en las células HL-60 tratadas con
los fitosteroles insaturados en C22 indicaba la inhi-
bicién de la conversién de aquellos esteroles a sus
respectivos derivados saturados en C24. Esto coin-
cide con la inhibicién de tipo competitivo que ejer-
cen dichos esteroles sobre la esterol A* reductasa,
como hemos demostrado recientemente!®. En efec-
to, utilizando microsomas de higado de rata como
fuente de esa enzima, observamos que el estigmas-
terol, el brasicasterol y el ergosterol inhibian la
conversion del desmosterol en colesterol de forma
competitiva'®. Las Ki halladas fueron del orden de
40 uM, valor muy préximo al de la Km para el sus-
trato de la reaccion, lo que indica que las afinida-
des de todos estos compuestos por la esterol A* re-
ductasa son parecidas entre si’. La Ki para el
5,22-colestadien-3pB-ol, esterol no natural y estruc-
turalmente isémero del desmosterol, fue un orden
de magnitud inferior respecto de los anteriores
(3,34 + 0,76 uM)", lo que se corresponde con la
mas intensa inhibicién de la biosintesis de coleste-
rol que se observa en el presente trabajo. En con-
junto, estos resultados muestran que los esteroles
con doble enlace en C22-23 actiian como inhibido-
res competitivos de la esterol A** reductasa y, por
otra parte, que la presencia de otros grupos en la
cadena lateral, como los radicales alquilo en C24
que contienen los fitosteroles, afectan la interac-
ci6n de estos con la enzima.

La esterol A** reductasa cataliza la reduccion del
doble enlace de la posicién C24 de los diferentes in-
termediarios esteroidicos de la biosintesis de coles-
terol (fig. 2). La afinidad, no obstante, varia de unos
esteroles a otros, y se ha sugerido que en condicio-
nes fisiolGgicas esta reduccién se produce preferen-
temente después de la isomerizacién del doble enla-
ce en posicién C8 del zimosterol'. La aparicién, en
nuestro caso, de 5,7,24-colestatrien-3p-ol en células
tratadas con fitosteroles con doble enlace en C22 ha-
cia pensar que estos compuestos también podrian
afectar la actividad de la enzima esterol A’ reducta-
sa. De hecho, Shefer et al®® habfan mostrado que el
ergosterol era capaz de inhibir competitivamente, si-
quiera débilmente, dicha enzima. No obstante, el
grupo de Koroly y Dempsey'* observaron en prepa-
raciones microsomales que la insaturacion en posi-
cién C22 de la cadena lateral de los esteroles no
afectaba las propiedades cinéticas de la esterol A7 re-
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ductasa. En relacion con otras enzimas de la conver-
sion de esteroles, nosotros comprobamos que en
presencia de BM 15766 —un potente y especifico in-
hibidor de la esterol A7 reductasa- los fitosteroles in-
saturados no afectaban el perfil de radiactividad en
las células', lo que demuestra que estos compuestos
no modifican la actividad de las enzimas anteriores
a la esterol A7 reductasa. Dicho sea con la salvedad
de la HMG-CoA reductasa. Ciertamente, algunos au-
tores han publicado que tanto el B-sitosterol como el
estigmasterol inhiben la expresion de esta enzima en
células CaCo-2%, pero dicho extremo no ha podido
ser confirmado en fibroblastos®.

Dada la importancia del colesterol en la prolife-
racién de las células de mamiferos, quisimos deter-
minar si los fitosteroles afectaban este proceso en
células promielociticas humanas HL-60. Hemos
comprobado que, a la concentracién de 10 pg/ml,
ninguno de ellos, tanto si eran saturados como si
eran insaturados en C22, comprometia la viabili-
dad de aquellas células ni alteraba su tasa de proli-
feracién. El hecho de que las células tratadas con
fitosteroles insaturados tengan disminuida su dis-
ponibilidad de colesterol, mientras acumulan inter-
mediarios, permite proponer que esos otros estero-
les, por ejemplo el desmosterol, pueden suplir al
colesterol en sus acciones sobre la proliferacion ce-
lular, al menos en parte. La confirmacién definitiva
de tal posibilidad, sin embargo, requiere estudios
mas directos en células deficientes de colesterol.
Por otra parte, los propios fitosteroles podrian con-
tribuir al crecimiento celular, especialmente en
presencia de pequefias cantidades de colesterol,
como hemos demostrado para el caso del ergoste-
rol'8,

Los resultados del presente estudio amplian el co-
nocimiento sobre los efectos de los fitosteroles en
nuestro organismo. Su accién sobre la asimilacién
del colesterol de la dieta, que ejercen todos ellos de
forma genérica, tiene interés terapéutico. De hecho,
existen en el mercado margarinas enriquecidas con
fitosteroles que reducen eficientemente la colestero-
lemia. Generalmente estas margarinas contienen f3-
sitosterol, el esterol méas abundante en la naturaleza,
o bien su derivado saturado en el anillo B, el sitosta-
nol. A esta accién debemos sumar también la inhibi-
cién de la biosintesis de colesterol a valor de la este-
rol A* reductasa que producen los fitosteroles
insaturados en C22. Estos tltimos fitosteroles cierta-
mente son minoritarios en la naturaleza; entre ellos,
el mas abundante es el estigmasterol, que estéa pre-
sente principalmente en la lechuga, en algunos fru-
tos secos y en el aceite de girasol. La absorcién in-
testinal del estigmasterol se ha calculado que es del
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2-5% del total consumido, tanto en humanos como
en animales de experimentacién®3"%2, Su concentra-
cién en el plasma en individuos sanos es muy varia-
ble (de 0,2 a 5 pg/ml) y depende fundamentalmente
del tipo de alimentacién que se siga. Habida cuenta
de que el estigmasterol es capaz de inhibir la sintesis
de colesterol a dosis de 1 pg/ml, este fitosterol po-
drfa ser considerado como un modulador de la sin-
tesis de colesterol en condiciones fisioldgicas. En
pacientes con sitosterolemia, donde la concentra-
cién de fitosteroles en plasma es 100 veces superior
a la normal, los fitosteroles insaturados podrian
contribuir de manera importante a la fuerte inhibi-
cién de la sintesis de colesterol que presentan estos
pacientes**. Finalmente, el compuesto 5,22-colesta-
dien-3B-ol, que es un extraordinario inhibidor de la
esterol A** reductasa, podria comportarse in vivo
como un potente agente hipocolesterolemiante. No
obstante, antes de proponer su utilizacién con este
fin, habria que comprobar la inocuidad de la acu-
mulacion de desmosterol en las células.
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