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La Respuesta Terapéutica a Ezetimiba en Ratones C57BL/6
es Mediada por Cambios en la Expresion de NPCI1L1,
ABCG5 y ABCGS8 en el Enterocito

Therapeutic Response to Ezetimibe in C57BL/6 Mice is Mediated by Changes
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RESUMEN: Las proteinas NPC1L1, ABCG5 y ABCGS8 participan en la absorcion intestinal de colesterol. Ezetimiba inhibe este
proceso bloqueando a NPC1L1, sin embargo, su efecto sobre ABCG5 y ABCGS8 aun no esta claro. Asi, el objetivo del presente trabaj
fue evaluar en ratones C57BL/6 con hipercolesterolemia inducida por dieta y tratados con ezetimiba, la expresion de NR&5LL1, ABC
y ABCG8 mediante PCR en tiempo real y Western blot, en 3 grupos de animales: 1, dieta hipercolesterolémica D12336; 236@ieta D12
méas 5 mg/kg/dia de ezetimiba; 3, dieta control. El nivel sérico de colesterol total fue significativamente diferentegenpeslos
estudiados (control: 1,850,49 mmol/L; dieta D12336: 3,110,73 mmol/L; ezetimiba: 2,14 0,50 mmol/L, P = 0,001). La expresién
génica de NPC1L1 aumentd 5,4 veces en el grupo que recibio la dieta D12336 (P = 0,003). Por otro lado, la expresiérBje@isa de A
y ABCGS8 no fue diferente en el grupo con hipercolesterolemia (P = 0,239 y P = 0,201, respectivamente). Después del t@tamiento
ezetimiba, la expresion génica de ABCG5 se incrementd 15,6 veces (P = 0.038). No hubo diferencias significativas emla expresio
génica de NPC1L1 (P = 0,134) y ABCG8 (P = 0,067). En relacion a la expresion proteica, la dieta D12336 incremento las niveles d
expresion de NPC1L1 (P = 0,022) y ABCGS5 (P = 0,008); el tratamiento con ezetimiba incremento los niveles de NPC1L1 (P = 0,048)
redujo los niveles de ABCG5 (P = 0,036) y ABCG8 (P = 0,016). En conclusion, nuestros resultados sugieren que tanto la dieta
hipercolesterolémica como el tratamiento con ezetimiba, en un modelo experimental, afectan los niveles de expresion de NPC1L1,
ABCG5 y ABCGS, sugiriendo que ABCG5 y ABCG8 estan involucrados en la respuesta hipolipemiante a este farmaco. No obstante, el
mecanismo mediante el cual se explica esta interaccion requiere de un futuro estudio.
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INTRODUCCION

Se ha establecido que la captacion de colesterol pgbwles, 2005). ABCG5 y ABCG8, forman un heterodimero
los enterocitos se debe a mecanismos facilitados por protfiie esta involucrado en el eflujo de esteroles de la dieta
nas (Lammert & Wang, 2005). En el afio 2004, la proteiRfsde las células epiteliales intestinales hacia el lumen del
Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1), fue identificada comantestino y del higado al ducto biliar (Schntzal.,2001).
responsable de la absorcién de colesterol de la dieta a nEgberimentOS desarrollados en ratones knock-out para
intestinal (Altmannet al, 2004). Ademas, la cantidad deaABCG5/ABCGS han permitido confirmar que ABCG5 y
colesterol absorbido puede ser regulada a través de traR8CG8 son los mayores transportadores hepatobiliares de
portadores ATP-binding cassette (ABC), localizados en glesterol, que protegen frente a la acumulacién de esterol
membrana del enterocito, que ejercen su accion limitadftético en el cuerpo y que la estimulacion de la excrecion
de absorcion de colesterol mediante la secrecion de vugjtacolesterol en la bilis por agonistas de LXR requiere de
al lumen intestinal del colesterol internalizado (Hui &BCG5 y ABCG8 (Acalovscheét al, 2006).
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Ezetimiba es un farmaco que previene el transporaeceso con la dieta tipo Paigen; D12336 (Patjah 1985).
de colesterol de la dieta y biliar a través de la pared intedtiiego, se les extrajo sangre para medir los lipidos
nal sin afectar la absorcién de vitaminas solubles en gragalssmaticos. 5 ratones, denominados “tratados” continua-
triglicéridos y acidos biliares (Kosoglaoat al, 2005). ron consumiendo la dieta D12336 y recibieron mediante
Ezetimiba tiene como blanco de accion la proteina NPClighvage 5 mg/kg/dia de ezetimiba (Zient*, Schering-Plough),
en la membrana del enterocito (Garcia-Caval, 2005), durante 30 dias (Oswadd al, 2006). Los 5 restantes, fue-

y ademas, puede interaccionar con proteinas NPC1L1 lher denominados “no tratados” y mantenidos en las mismas

paticas, afectando los niveles circulantes de colesterol (Ternehdiciones que los “tratados” pero sin ezetimiba. Final-

& Rudel, 2007), sin embargo, su mecanismo de accion adnente, a los dos grupos se les extrajo sangre para las deter-

no ha sido completamente establecido. minaciones de los niveles de lipidos y extirpo el intestino
delgado, el que se almacen6 a*@CEl protocolo de mane-

Ge et al. (2008), demostraron que la deplecidon dg de estos animales se rigié por el Manual de Normas de
colesterol causa el transporte de NPC1L1 desde el comieseguridad del Comité Nacional de Biotecnologia de
timento de reciclaje endocitico hacia la membran@ONICYT (2008).
plasmatica, mientras que el incremento de colesterol resulta
en lainternalizacién de NPC1L1. La endocitosis de NPClDeterminacion de los niveles séricos de lipiddsas con-
requiere de microfilamentos y la unién al complejo clatrinafentraciones séricas de colesterol total y triglicéridos se de-
AP2, de tal manera que la incorporacion de colesterol attaminaron mediante métodos enzimatico-colorimétricos
célula intestinal estaria mediada por endocitosis vesicul@fossati & Prencipe, 1982; Fossati & Medicci, 1987).

Por lo tanto, la ezetimiba ejerceria su efecto de inhibicién
de la internalizacion de colesterol, impidiendo la unién dévaluacién de la expresion génica de NPC1L1, ABCG5
NPC1L1 al complejo clatrina/AP2 lo que finalmente, gener ABCG8. El ARN total de los enterocitos de los ratones
ra el blogueo de la endocitosis de NPC1L1€Ga). Ade- C57BL/6 se extrajo utilizando el reactivo comercial
mas, se ha demostrado que la ezetimiba es eficaz en el trRREZOL® (Invitrogen, Life Technologies, EE.UU.). La
miento de la sitosterolemia, enfermedad caracterizada p@anscripcion reversa para la sintesis de ADNc, se efectué a
un estado de hiperabsorcion de esteroles de plantas epaegtir de las muestras de ARN tratado con DNasa I. El ana-
intestino delgado y que es causada por mutaciones enlisis de la expresion de los genes ABCG5, ABCG8y NPC1L1
genes ABCG5 y ABCGS8 (Klett & Patel, 2004).fue realizado mediante reaccién en cadena de la polimerasa
Adicionalmente, se ha descrito que la expresién de AR tiempo real, empleando las siguientes condiciones: 0,5
mensajero (ARNm) de ABCG5 y ABCG8 en el intestino dal de cada primer (200 nM), 1. de SYBR® Green PCR
pacientes tratados con estatinas es incrementada, lo quiaster Mix (Applied Biosystems, EE.UU.),uL. de ADN
encuentra relacionado con la limitacién en la absorcion demplementario (ADNc) y agua desionizada estéril para un
colesterol (Lallyet al, 2006). Para evaluar de qué maneraolumen final de 20 mL. A continuacioén, los tubos fueron
el tratamiento con ezetimiba puede afectar la expresion ddocados en un termociclador 7300 Real Time PCR System
NPC1L1, ABCG5 y ABCGS, se estudié la expresion de e§Applied Biosystems, EE.UU.) y sometidos al siguiente es-
tos genes y proteinas en el intestino delgado de ratogeema de temperaturas: denaturacion inicial a 95 °C por 10
C57BL/6, sometidos a una dieta rica en colesterol y postain., seguido de 45 ciclos a 95°C por 15 segundos
rior administracion de ezetimiba. (Denaturacion), 5°C por 30 segundos (Hibridacién), 72°C
por 30 segundos (Extensién). Para determinar el nivel de
expresion relativa se utilizé el método de Livak &
MATERIAL Y METODOS Schmittgen (2001), mediante el software Relative Expression
Software tool (REST®). La expresion de los genes fue nor-
malizada en funcién de los niveles de ARN mensajero
Animales y disefio experimentall5 ratones machos (ARNm) del gen GAPDH.
C57BL/6 fueron divididos en grupos de cinco, sometidos a
15 dias de adaptacién con ciclos de 12 horas de luz y os@unalisis de la expresion proteica mediante Western blot
ridad y alimentados a libre acceso con la dieta rata de lalRara la extraccion de proteinas, 5 mg de yeyuno fueron pul-
ratorio (Champion S.A.). Luego, a cinco de los animales serizados y homogeneizados empleando 300mL de buffer
les extrajo sangre para medir los lipidos plasmaticos y extiRiPA al cual se adicioné cocktail inhibidor de proteasas
po el intestino delgado, para evaluar la expresion basal gériidaltéa Protease Inhibitor Cocktail Kit, Pierce Chemical Co)
y proteica de NPC1L1, ABCG5 y ABCGS8 (Duenh al, y posteriormente, se centrifug6é a 12.000 rpni@ 4n el
2006). A los 10 animales restantes se les indugbbrenadante se cuantificaron las proteinas con el kit BCAa
hipercolesterolemia, alimentandolos por 4 semanas, a lil?eotein Assay (Pierce Chemical Co.). Las proteinas fueron
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separadas mediante electroforesis en gel denaturantefidativo (P = 0,01) en las concentraciones de colesterol total
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) 38,11+ 0,73 mmol/L) comparados con el grupo basal (1,85
transferidas a membrana Polivinilidenofluoruro (PVDFt 0,49 mmol/L). Por otra parte, a diferencia de lo observado
Pierce Chemical Co.). La membrana fue saturada con sotan el colesterol total, los niveles de triglicéridos no presen-
cion bloqueadora (leche descremada al 5% en buffer TTBB8on un incremento significativo con el consumo de la die-
1X) a #C. La reaccioén tuvo lugar por la adicion daa D12336 (1,0& 0,50 vs. 0,73 0,30 mmol/L, P =0,221).
anticuerpos primarios anti-NPC1L1 (NPC1L1 (M-220): sc-

67237), anti-ABCG5 (ABCG5 (H-300): sc-25796) y anti- El tratamiento con ezetimiba (5mg/Kg/dia) durante
ABCG8 (ABCG8 (H-300): sc-30111) (Santa Cruz4 semanas, demostro ser efectivo en la reduccion de la
Biotechnology Inc., EE.UU.) y fue revelada con anticuerpbipercolesterolemia en los animales estudiados. El nivel de
policlonal de conejo anti-lgG acoplado a peroxidasa de réslesterol total fue significativamente mas bajo en el grupo
bano (Cell Signaling Technology, Inc., EE.UU.). Se emplede animales tratado con ezetimiba comparado con el que
un anticuerpo Anti-b-actina (Cell Signaling Technology, Incgonsumio la dieta D12336, pero sin recibir el medicamento
EE.UU.) como control de expresion. Para la visualizaciq3,11+ 0,73 vs 2,1% 0,50; P = 0,002, Tabla Il), obteniéndose
de las bandas se utilizé reactivo quimioluminiscente (Pieraaa reduccion de un 32%. No se observaron diferencias sig-
Chemical, Rockford, EE.UU.). La pelicula fue escaneadanyficativas para los valores plasmaticos de triglicéridos (P =
almacenada para su posterior interpretacion. 0,162).

Andlisis estadistico Los resultados obtenidos fueron anaEfecto de la hipercolesterolemia en la expresion relativa
lizados mediante el programa SigmaPlot v. 11.0 (Systat Safe los genes NPC1L1, ABCG5 y ABCG8 en células del
ware Inc., CA, EE.UU.). Inicialmente, todas las variableimtestino delgado de ratones C57BL/6El analisis REST
se analizaron descriptivamente. Para las variables continuasstré que el gen NPC1L1 fue sobre-expresado 5,418 ve-
el andlisis se realiz6 mediante la observacion de valoress (P = 0,003; Fig.a 1A) en el grupo de animales que reci-
minimos y maximos, calculo de promedios y desviacion&s la dieta D12336 en comparacion con el grupo que fue
estandar. alimentado con la dieta Champion (Grupo control). La ex-
presion génica de ABCG5 y ABCG8 no presento variacion
La comparacion entre las variables continuas se efegignificativa en el grupo alimentado con dieta D12336 en
tué con los test t de Student o ANOVA para muestras parealacion al grupo control (P=0,239 y P=0,201, respectiva-
das. Ademas, se us6 el método de Bonferroni para contrataente).
la significancia estadistica al hacer comparaciones multi-
ples. La comparacion entre proporciones se evalué porkfecto del tratamiento con ezetimiba en la expresion re-
test de Chi-cuadrado o test exacto de Fisher. El nivel giva de los genes NPC1L1, ABCG5 y ABCGS8 en célu-
significancia considerado fue de P<0.05. las del intestino delgado de ratones C57BL/I trata-
miento con ezetimiba (5mg/kg/dia) durante 1 mes en los
animales que desarrollaron hipercolesterolemia no mostré
RESULTADOS tener un efecto en la expresion del gen NPC1L1 comparado
con el grupo basal (P = 0,134). Por el contrario, el gen
ABCGS5 fue sobre-expresado en el grupo de animales trata-
Determinaciones bioquimicasEn la Tabla | se muestran do con ezetimiba con un aumento en los niveles relativos de
los valores plasmaticos de colesterol total y triglicéridos &RNm de 15,6 veces (P = 0,038, Figura 1B) comparado
los ratones C57BL/6, al momento de ser incluidos en el &sn el grupo control. En el caso del gen ABCGS, si bien, es
tudio (valores basales) y después de consumir la dieta ruasible, apreciar una tendencia hacia la sobreexpresion, el
en colesterol D12336 durante 1 mes. Los animales que canalisis estadistico no muestra diferencia significativa (P =
sumieron la dieta D12336 presentaron un incremento sig0i067).

Tabla |. Concentraciones plasmaticas de lipidos antes y después del consumo de la dieta hipercolesterolémica D12336
en ratones C57BL/6.

Basal Dieta D12336 pY Valor referencia™
Colesterol Total (mmol/L) 1,85+ 049 3,11+0,73 0,010 15-30
Triglicéridos (mmol/L) 0,73+ 030 1,08 £ 0,50 0,221 04-18

*Test t de Student; ** Boehrat al.(2007).
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Tabla Il. Concentraciones plasméticas de lipidos en ratones C57BL/6 que consumieron dieta D12336 y después del tratamiento

con ezetimiba (5mg/kg/dia/lmes).

Diga D12336 TratamientoEzetimiba pP* Valor dereferencia**
Colesterol Total (mmol/L) 311+0,73 2,11 £0,50 0,002 15-3,0
Triglicéridos (mmol/L) 1,08 £ 0,50 0,78 +0,32 0,162 0,4-1,8

*Test t de Student; ** Boehrat al. (2007).
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Expresion de las proteinas NPC1L1,
ABCG5 y ABCG8 en células del intes-
tino delgado de ratones C57BL/6 con
hipercolesterolemia inducida por dieta

La Figura 2A ilustra los resultados del
Western blot efectuado en las muestras de
intestino delgado de los ratones C57BL/
6, después de ser alimentados durante un
mes con la dieta rica en colesterol D12336,
lo que provocd un aumento en la expre-
sion intestinal de la proteina NPC1L1
comparado con los valores de expresion
proteica basal (0,368 0,14 vs. 0,14%
0,04; P =0,022; Fig. 2B). Similarmente,
para la proteina ABCGS5, los valores de
expresion se vieron alterados como resul-
tado del consumo de la dieta rica en
colesterol (0,24@ 0,11 vs. 2,26 1,48;

P = 0,008). Por el contrario, la expresion
de ABCG8 no presento diferencias signi-
ficativas (1,12 0,07 vs. 1,14 0,17; P =
0,690).

Expresion de las proteinas NPC1L1,
ABCG5 y ABCG8 en células del intes-
tino delgado de ratones C57BL/6 con
hipercolesterolemia tratados con
ezetimiba La Figura 3A muestra los re-
sultados del Western blot efectuado a par-
tir de las muestras de intestino delgado de
los ratones C57BL/6 con
hipercolesterolemia inducida por dieta,
después de ser tratados durante 1 mes con
5mg/kg/dia de ezetimiba. Al evaluar el
efecto del tratamiento con ezetimiba (Fi-
gura 3B), se observaron diferencias sig-
nificativas en el nivel de expresién de la
proteina NPC1L1 (0,3680,14 vs. 0,638

Fig. 1. Expresion relativa de los genes NPC1L1, ABCG5 y ABCGS8 en células qu) 19; P = 0,048). Asi mismo, la admi-

intestino delgado de ratones C57BL/6 con hipercolesterolemia inducida por dh
D12336 (A) y tratados con ezetimiba (B), utilizando el Software REST 2008.

determinaciones fueron realizadas por triplicado para cada animal.
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fi%racion de ezetimiba genero una dife-

Las

rencia en los niveles de expresion de las
proteinas ABCG5 (2,26 1,48 vs. 0,132
+0,05; P=0.036) y ABCGS8 (1,1430,165

vs. 0,71+ 0,07; P = 0,016).
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Fig. 2. Niveles de expresion de las proteinas NPC1L1, ABCG5 y ABCG8 en células del intestino delgado de ratones C57BL/6 con
hipercolesterolemia, inducida por dieta D-12336. Los valores de expresion corresponden al promedio de 5 animales.
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Fig. 3. Niveles de expresion de las proteinas NPC1L1, ABCG5 y ABCG8 en células del intestino delgado de ratones C57B1/6, despué
de un mes de tratamiento con ezetimiba. Los valores de expresion corresponden al promedio de 5 animales.

535



CAAMARIO, J.M.; SAAVEDRA, N.; WULFF, C. & SALAZAR, L.A. La respuesta terapéutica a ezetimiba en ratones C57BL/6 es mediada por cambios en la expresion de NPC1L1, ABCG5 y
ABCGS8 en el enterocitdnt. J. Morphol., 30(2)531-540, 2012.

DISCUSION

Efecto de la induccién de hipercolesterolemia en la ex- otro estudio, Repet al. (2004) alimentaron ratones ACAT2
presion relativa de los genes NPC1L1, ABCG5 y ABCGS8 deficientes y tipo silvestre con una dieta que contenia con-
en células del intestino delgado de ratones C57BLA6os  centraciones crecientes de colesterol hasta el 0,5%, com-
animales de este estudio fueron alimentados con la digtabando que la expresion de NPC1L1 fue baja en el intes-
D12336, que contenia 15% de grasa, 1,25% de colesterding de los ratones tipo silvestre y en los ACAT2 deficien-
0,5% de colato de sodio, esto corresponde a una dittq, fue aln mas baja. Fiedtlal (2004) experimentando
aterogénica, similar a la descrita por Paigen et al. Como p®n hamsteres, mostraron que al adicionar colesterol a una
sultado de su consumo los ratones C57BL/6 desarrollardieta estandar durante 14 dias no se alteré la expresion de
hipercolesterolemia, incrementando el valor de coleste@PC1L1, mientras que la de ABCG5 y ABCGS8 se
total plasmatico de 1,85 0,49 mmol/L al inicio del estu- incrementd. Lallyet al en ratas Sprague - Dawley, a las que
dio, a 3,1% 0,73 mmol/L a las 4 semanas. Por otra parte, $ indujo diabetes mediante estreptozotocina, investigaron
concentracion plasmatica de triglicéridos no se afeceb efecto de una dieta estandar de laboratorio a la que se
significativamente (0,78 0,30 vs. 1,0& 0,50 mmol/L, P = adiciond un 40% de grasay 0,5% de colesterol, en la expre-
0,221). Esto puede ser explicado por la presencia en la digitth de NPC1L1, ABCG5 y ABCG8, demostrando un in-
de colato de sodio, componente que actlia acentuander@mento neto en la absorcion de colesterol a través de la
hipercolesterolemia inducida por el colesterol y el alto cosobrerregulacion de NPC1L1 y una represion de ABCG5 y
tenido graso, facilitando la absorcién de grasa y colesterGl8 en el higado e intestino.
y probablemente, por la inhibicion de la colesterol 7a
hidroxilasa, enzima limitante en la conversion del colesterol Duanet al (2006), estudiaron el efecto de la edad en
a acidos biliares. Ademas, el colato es un ligando del recé@-absorcion de colesterol en ratones C57L/J (caracteriza-
tor nuclear farnesoide (FXR), cuya actividad regula la extos por su alta absorcion de colesterol) y ratones AKR/J
presion de mdltiples genes implicados en el metabolisnfearacterizados por absorber poco colesterol). Los animales
de las lipoproteinas, entre los que se cuentan los geneguggon mantenidos consumiendo una dieta estandar de la-
las apolipoproteinas Cll y ClIl (Getz & Reardon, 2006). Laoratorio y estudiados a las 8 semanas (adultos jovenes), 36
alteracion en la expresion de estos genes podria ser la sesnanas (adultos mayores) y 50 semanas (ancianos) de edad,
ponsable del bajo contenido plasmatico de triglicéridos erespectivamente. Los autores concluyeron que a medida que
contrado en los animales alimentados con esta dieta. aumenta la edad se incrementa la absorcioén de colesterol,
esto se vio reflejado por una reduccién en la expresion de
Hasta el momento, el patrén de expresion de los gedSCG5 y ABCGS8, y un aumento en la expresion de
implicados en la regulacién de la absorcion de colesteMPC1L1. En nuestro estudio, los animales fueron ingresa-
tales como: NPC1L1, ABCG5 y ABCGS8, no ha sido comdos al protocolo después de un periodo de adaptacion de 15
pletamente establecido. En este estudio, la alimentaciondias, es decir con 10 semanas de vida. El efecto de la dieta
los ratones con la dieta D12336, provoc6 un incremento bigercolesterolémica fue evaluado a las 14 semanas,
5,4 veces en la expresion del gen NPC1L1 en relacioncainstatandose un aumento en la expresion de NPC1L1, sin
valor basal. Este incremento fue confirmado, al evaluar &teracion significativa en ABCG5 y ABCG8. Es posible
expresion proteica de NPC1L1 mediante Western blot. Sjne el envejecimiento natural de los animales en el trans-
embargo, este resultado difiere con lo descrito por otros awwso del estudio pueda influir, al menos en parte, en nues-
tores; Davigt al (2004), concluyeron que la expresion intros resultados.
testinal de NPC1L1 fue reprimida en ratones tipo silvestre y
NPC1L1 (+/-) alimentados con una dieta compuesta por un El efecto del colesterol dietario en la expresion de
1% de colesterol y 0,5% de colato de sodio. NPC1L1 posBBCG5 y ABCGS a nivel intestinal es controversial. El pre-
elementos sensibles a esterol en su regién promotora, lo ge@te estudio muestra que la induccion de
sugiere que su expresion es regulada por proteinas implibipercolesterolemia no generé cambios significativos en el
das en el metabolismo del colesterol. De tal manera, la patrén de expresion génica de ABCG5 y ABCGS8. Sin em-
presion de NPC1L1 en presencia de una dieta alta le@argo, al evaluar la expresion proteica se aprecia un incre-
colesterol y colato podria deberse a la retencién del compfeento en los niveles de la proteina ABCG5. Algunos estu-
jo SREBP-SCAP en la membrana del Reticuldios han demostrado que la suplementacion dietética de
Endoplasmico, previniendo la entrada del SREBP activo enlesterol incrementa la expresion de ABCG5 y ABCGS8 en
el nacleo y evitando su unién a los elementos de respuesttintestino delgado; Berge al.(2000) en ratones alimen-
sensibles a esterol en la regién promotora de NPC1L1. &rdos con una dieta con 2% de colesterol, vieron
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incrementarse el nivel de ARNm de ABCG5 y G8 2 vecdsfecto del tratamiento con ezetimiba en la expresion re-
después de 7 dias de iniciado el experimento. Similarmertdjva de los genes NPC1L1, ABCG5 y ABCGS8 en célu-
Repaet al. (2002), reportaron un aumento en la expresidas del intestino delgado de ratones C57BL/&n los afios
intestinal de ABCA1, ABCG5 y ABCGS8 en ratones alimenrecientes, uno de los avances mas significativos en la tera-
tados con una dieta con 1% de colesterol. Andlogamenpé hipolipemiante ha sido el desarrollo del inhibidor de la
Duanet al (2004), demostraron la elevacion del ARNm dabsorcion intestinal de colesterol; ezetimiba. En el presente
ABCGS5 y G8 en ratones bajo una dieta rica en colesterektudio, a un grupo de los animales hipercolesterolémicos
indicando que estos transportadores cumplen un importaie= 5) se les administré una dosis de 5mg/Kg/dia de
rol en la regulacion de la absorcion intestinal de colesterekzetimiba, lo que provoco una reduccién significativa en el
Por el contrario, el estudio de Daeisal (2004), no mostré valor de colesterol total de 3,31,73 a 2,1% 0,50 mmol/
una diferencia significativa en la expresién de ABCG5 b (P = 0,002). Este resultado se explica porque la ezetimiba
ABCGS al someter a ratones NPC1L1 (-/-) a una dieta rie&tda inhibiendo selectivamente el transporte de colesterol
en colesterol. Asimismo, Plésehal (2006), demostraron através de la pared intestinal sin afectar la hidrélisis intesti-
que la expresiéon de ABCG5 y ABCGS8 no se altera al indaal de esteres de colesterol ni la absorcién de los acidos
cir la reduccién de colesterol mediante la suplementacignasos aqui generados. El colesterol liberado producto de
de una dieta alta en colesterol con esteroles de plantassya hidrélisis no es absorbido en presencia de ezetimiba
estanol. En ratones alimentados con una dieta libre @@avis & Veltri, 2007). En nuestro estudio, el tratamiento
colesterol - alta en grasa, se demostré que los genes NPCHlellos animales con ezetimiba no afecté significativamente
ABCA1, ABCG5 y ABCGS fueron reprimidos después déos niveles séricos de triglicéridos (P = 0,162). Estudios pre-
2, 4 y 8 semanas de dieta, concluyéndose que los aciglis han establecido que la ezetimiba no ejerce efecto sobre
grasos no saturados son los responsables de la represidiosleralores de triglicéridos plasmaticos (Davis & Veltri).
los genes encargados del transporte de colesterol. La ingéati@stros resultados claramente reafirman esta idea, sin em-
de la dieta alta en grasa provoca una disminucién en la élbrgo, recientemente se ha sugerido que la inhibicién de la
sorcion de colesterol. Segun los autores, es posible que absorcion de colesterol puede impactar en la absorcion de
el objeto de liberar colesterol intracelular para la formacidas grasas de la dieta y/o en su metabolismo y proteger fren-
de quilomicrones, el eflujo de colesterol a través de los trarie-a la obesidad inducida por dieta. En algunos modelos ani-
portadores ABC sea reducido. Ademas, para compensanilales alimentados con dietas altas en grasa y colesterol, la
disminucién en la captacién de colesterol en el enterocizetimiba ha reducido los valores de triglicéridos
la sintesis de colesterol es inducida. plasmaticos, sugiriendo que alguna via sensible a ezetimiba
pueda modular el metabolismo de las grasas. En este senti-
El mecanismo por el cual los acidos grasos ejercelo, Labontéet al (2008) han planteado que el tratamiento
su efecto aun no esta esclarecido. Es conocido que la expa ezetimiba o la falta de la proteina NPC1L1, reducen la
sion de NPC1L1 se encuentra regulada por receptores absorcion de acidos grasos saturados por un mecanismo que
cleares, principalmente por LXR, sin embargo, se ha dedede involucrar una expresion reducida de la proteina trans-
mostrado que en una dieta alta en grasa, la represionpoetadora de acidos grasos (FATP4).
NPC1L1 no depende de LXRa, esto ha llevado a que surjan
otros candidatos como los receptores activados por En los ratones C57BL/6 tratados con ezetimiba, la
proliferadores de peroxisomas (PPARS) que podrian cuexpresion génica de NPC1L1 no fue significativamente di-
plir este rol (de Vogel-van den Bosehal, 2008). Es posi- ferente de la que se presentaba en el estado basal. Este estu-
ble que en nuestro estudio el alto contenido graso de la digia mostrd, ademas, que después del tratamiento con
(15%), influya también en la reduccion de la expresion agzetimiba se incrementé el nivel de ARNm de ABCG5. En
los transportadores ABCG5 y G8, sin embargo, el efectd caso del gen ABCG8, se aprecia una tendencia a la
podria ser compensado por la presencia de una dosis altaa@eexpresion que no es significativa. Por otro lado, al eva-
colesterol en la férmula (1,25%), resultando finalmente, dnar la expresion proteica se observé un aumento de NPC1L1
que la expresioén proteica de ABCGS5 se vea aumentada.y una reduccién de ABCG5 y ABCGS8 a nivel intestinal. Es
probable que la inhibicién de la absorcién de colesterol
Bloks et al (2004), empleando un modelo de ratasnediada por ezetimiba, produzca un estado de deplecion de
Wistar con diabetes inducida por estreptozotocina, evaluaroolesterol al interior del enterocito, lo que llevaria a que se
la expresion de los genes ABCG5 y G8 a nivel hepaticoreprima la expresion proteica de ABCG5 y ABCGS evitan-
intestinal, concluyendo que la expresién hepatica se redwjo asi el eflujo de colesterol. Ademas, como mecanismo com-
para ambos genes como consecuencia del desarrollo de gensatorio, la expresion de NPC1L1, ABCG5 y ABCG8
betes. A nivel intestinal se observé una reduccion similar, fepdria ser inducida. Se cree que ezetimiba impide la absor-
gue fue confirmada por la disminucién en la expresién proteicadn de colesterol bloqueando la endocitosis de NPC1L1,
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esto porque competiria con el colesterol para unirse al dmmo resultado de la administracion de una dieta rica en
minio sensible a esterol presente en NPC1L1. Nuestros dalesterol y grasa, y posterior tratamiento con ezetimiba.
tos muestran que la expresién génica de NPC1L1 no vafiqui se aprecié que la expresién de NPC1L1 no experi-
significativamente con la administracion de ezetimiba, simenté cambios como resultado del tratamiento. Por el con-
embargo, se advierte una mayor cantidad de proteitmario, los niveles de ARNm de ABCG5 y ABCG8 cayeron
NPC1L1 disponible en la membrana del enterocito (Figusagnificativamente en respuesta al tratamiento, retornando
3). Esta discrepancia podria deberse por una parte a queémdamente a la normalidad una vez que fue cesada la ad-
niveles de NPC1L1 en el intestino son variables y a que lognistracion de ezetimiba. En este estudio, ademas se cons-
animales tengan una respuesta diferente entre si al tratamiabd un incremento en la expresion de la HMG- CoA
to. Esto fue analizado por Chan et al. (2008), al tratezductasa como mecanismo compensatorio ante la disminu-
zariglieyas con una dieta alta en colesterol y ezetimiba corién de colesterol (Valasadt al, 2008).

probando diferencias en la expresion intestinal de NPC1L1

entre respondedores y no respondedores. Ademas, en cer- Finalmente, nuestros resultados sugieren que tanto
dos tratados con ezetimiba, se ha demostrado lEdieta hipercolesterolémica como el tratamiento con
sobreexpresion intestinal y hepatica de NPC1L1, la que ezetimiba en un modelo experimental, afectan los niveles
taria ocasionada por una deplecion de colesterol en ambdesxpresion de NPC1L1, ABCG5 y ABCGS, indicando que
tejidos. Esto también indica la diferente respuesta que ABCG5 y ABCG8 estan involucrados en la respuesta a este
presenta dependiendo del modelo animal estudiado (Telfd&maco. No obstante, el mecanismo mediante el cual se
et al, 2006). En un estudio efectuado en hamsteres, se ewgplica esta interaccién debe ser investigado en un futuro
lud la expresion de los genes NPC1L1, ABCG5 y ABCG8studio.

CAAMANO, J.M.; SAAVEDRA, N.; WULFF, C. & SALAZAR, L.A. Therapeutic response to ezetimibe in C57BL/6 mice is mediated
by changes in NPC1L1, ABCG5 and ABCG8 expression in the entertyté. Morphol., 30(2)531-540, 2012.

SUMMARY: Proteins NPC1L1, ABCG5 and ABCGS8 are involved in the intestinal absorption of cholesterol. Ezetimibe inhibits
this process by blocking NPC1L1, however, its effect on ABCG5 and ABCG8 is not yet clear. Thus, the objective of this study was
evaluate in C57BL / 6 mice with diet-induced hypercholesterolemia treated with ezetimibe, the expression of NPC1L1, ABCG5 and
ABCGS8 by real time PCR and Western blot, in 3 groups of animals: 1, diet hypercholesterolemic D12336, 2, D12336 diethglus 5 mg/
day of ezetimibe, 3, diet control. The serum level of total cholesterol was significantly different between groups (&ntr6L49.
mmol / L; diet D12336: 3.1% 0.73 mmol / L; ezetimibe: 2.110.50 mmol / L, P = 0.001). NPC1L1 gene expression increased 5.4-fold
in the group receiving the diet D12336 (P = 0.003). Furthermore, the gene expression of ABCG5 and ABCG8 was not different in th
group with hypercholesterolemia (P = 0.239 and P = 0.201, respectively). After treatment with ezetimibe, ABCG5 gene agsession
increased 15.6 times (P = 0.038). No significant differences in gene expression of NPC1L1 (P = 0.134) and ABCG8 (P = 0.067).
Regarding protein expression, the D12336 diet increased the levels of expression of NPC1L1 (P = 0.022) and ABCG5 (P = 0.008),
treatment with ezetimibe increased the levels of NPC1L1 (P = 0.048) and reduced levels of ABCG5 (P = 0.036) and ABCGJ.(P = 0.01
In conclusion, our results suggest that both hypercholesterolemic diet as treatment with ezetimibe, in an experimenti@atibeel, a
expression levels of NPC1L1, ABCG5 and ABCG8, suggesting that ABCG5 and ABCG8 are involved in lipid-lowering response to this
drug. However, the mechanism by which this interaction is explained requires further study.

KEY WORDS: Ezetimibe; Cholesterol; NPC1L1; ABCG5/G8.
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