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Resumen

Introduccion: El receptor nuclear LXRa (liver receptor X alfa)
tiene un efecto benéfico en la via reversa de colesterol y revierte
algunas anomalias del metabolismo lipidico relacionadas con el
riesgo cardiovascular. Su actividad es en parte modulada positiva-
mente por los agonistas del receptor nuclear PPARy (Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor Gamma), utilizados para la terapia
de la diabetes tipo 2. Objetivo: Observar la expresion de LXRa y
algunos de los genes que regula, tras la utilizacion de un agonista
de PPARy en condiciones de bajo nivel de estrégenos. Método: 18
conejas New Zealand fueron sometidas a ooforectomia quirdrgica.
Luego se seleccionaron aleatoriamente 3 grupos. En dos grupos,
se manejo una dieta hipercolesterolémica durante 3 semanas
alternando con dieta normal para un total de 24 semanas, a uno
de estos grupos, se le administré placebo (grupo 1, n=6) y a otro
rosiglitazona 3 mg/Kg/dia (grupo 2, n=6). El tercer grupo se tomo
como grupo control con dieta normal. Se determind la expresion de
los genes de Ixra, abcaf e il-18 mediante RT-PCR. Resultados:
Se observo un incremento en los niveles de LXRd en higado, pero
no se observo variacion de ABCA1 en arteria, con disminucion de
IL-1B en arteria tras la terapia con rosiglitazona. Conclusién: La
activacion de PPARy aumenta la funcion de LXRa en ausencia de
estrogenos. Sin embargo algunos efectos benéficos de PPARY en
la via reversa de colesterol podria tener una via alterna a la de
LXRa/ABCAA1. [Diaz M, Serrano D, Martinez I, Echeverri D, Buitrago
L, Lizcano F. Efecto de la modulacién de PPARy sobre la via reversa
del colesterol. MedUNAB 2006; 9:192-197].

Palabras clave: Via reversa del colesterol, LXRa, ABCA1, IL1,
PPARYy, rosiglitazona.

Summary

Introduction: Nuclear receptor LXRa (liver X receptor alpha) has a
beneficial effect on the reverse pathway of cholesterol and reverts
some defects in the lipid metabolism that are related with cardio-
vascular risk. LXRa activity is modulated by agonists of the nuclear
receptor PPARy (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor ga-
mma), that are used for type 2 Diabetes treatment. Objective: To
observe LXRa gene expression and some genes that it regulates,
after the treatment with a PPARY agonist in the absence of estrogens.
Method: 18 New Zealand female rabbits were ophorectomized.
Three groups selected themselves randomly. In two groups, were
treated with hypercholesterolemic diet during 3 weeks alternating
with normal diet for a total of 24 weeks, to one of these groups, ad-
ministered placebo (group 1, n=6) and to another one rosiglitazone
3 mg/Kg/dia (group 2, n=6). The third group took like group control
with normal diet. The expression of the genes of Ixra, abca? and
il-18 was determined by means of RT-PCR. Results: An increase
in LXR& mRNA expression was observed in liver, without any va-
riation in ABCAT1 in artery. A reduction on IL-1f levels in artery after
rosiglitazone therapy was observed. Conclusion: PPARY activation
increases LXRa function in the absence of estrogens. However
PPARY might execute some beneficial effect on reverse cholesterol
pathway in a different route from LXRa/ABCA1 pathway. [Diaz M,
Serrano D, Martinez I, Echeverri D, Buitrago L, Lizcano F. Effect
of the PPARy modulation on the reverse pathway of cholesterol.
MedUNAB 2006; 9:192-197)].

Key words: Reverse pathway of cholesterol, LXRa, ABCA1, IL1pB,
PPARYy, rosiglitazone.
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Efecto de la modulacién de PPARY sobre la via reversa del colesterol

Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares incluyendo las cerebrovascu-
lares son la causa del 39% de muertes en Estados Unidos.! Algu-
nos factores importantes en la aparicion de enfermedad cardio-
vascular involucran aquellos relacionados con el gasto caldrico
a nivel mitocondrial, la regulacion neuroendocrina de los centros
de hambre y saciedad, la presencia de factores inflamatorios y
adipocitoquinas, junto con algunos factores externos como el es-
tilo de vida sedentario y disminucion en la actividad fisica propio
de las sociedades modernas.?

Desde hace unos afios toda la cadena de secuelas generadas por
factores genéticos, sedentarismo, obesidad y sus consecuencias
se han agrupado en el denominado sindrome metabdlico.? Desde
hace varios decenios los estudios epidemioldgicos han identifica-
do niveles altos de colesterol total especialmente del contenido
de las lipoproteinas de baja densidad (c-LDL) en el desarrollo de
enfermedad vascular.* No obstante el descenso del colesterol de
alta densidad HDL (lipoproteina de alta densidad) ha despertado
especial interés Gltimamente,’ pues sus niveles bajos son la carac-
teristica del sindrome metabolico® y un aumento farmacologico
tendria la posibilidad de transportar el colesterol desde la pared
arterial hacia el higado y asi disminuir el riesgo cardiovascular.”

Los farmacos hipolipemiantes utilizados en la actualidad dismi-
nuyen los niveles de LDL y s6lo elevan un porcentaje pequefio de
HDL, bajo estas circunstancias solo previenen entre el 45 al 50%
de los eventos cardiovasculares.” Es por ello que estrategias tera-
péuticas alternas como una mayor actividad en la via reversa del
colesterol ha despertado especial interés.® En este tipo de trans-
porte reverso las lipoproteinas HDL juegan un papel importante®
ya que extraen el exceso de colesterol de las células periféricas y
lo transportan al higado donde puede ser utilizado para la produc-
cion de 4cidos biliares.!

Estudios funcionales en ratones han demostrado que una mayor
actividad de la proteina LXRa (liver X receptor alpha) aumenta
los niveles de HDL e inhibe la absorcion intestinal de coleste-
rol.'"12 LXRa es un factor de la trascripcion que pertenece a la
super-familia de receptores nucleares con un papel fundamental
como regulador del metabolismo de lipidos en el higado, tejido
adiposo y macrofagos.!> LXRa se expresa en higado, intestino,
adipocitos y macrofagos, mientras su homologo LXRp es ex-
presado en todos los tejidos.’ LXRa es activado por ligandos en-
ddégenos como los derivados esteroides 22(R)-hidroxicolesterol
y 24(R)-hidroxicolesterol.® Varios estudios han demostrado que
el gen de Ixra tiene en el promotor elementos de respuesta para
PPARY, cuyos agonistas podrian favorecer el transporte de co-
lesterol desde los tejidos hacia el higado donde es utilizado en
diferentes vias metabolicas,” hecho que disminuye la probabili-
dad de aparicion de aterosclerosis al reducir la disponibilidad de
colesterol en la pared arterial.'*

Los genes regulados por LXRa son entre otros los que codifican
para la proteina ABCA1 (ATP binding cassette 1), proteina que
a través de la membrana celular transporta colesterol y lipopro-
teinas, reduciendo la carga de lipidos en las células espumosas
(eflujo de colesterol).!® Este paso se considera critico en la via
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del transporte reverso del colesterol, ya que permite la captacion
de lipidos por parte de las lipoproteinas HDL%!* para realizar un
transporte de estos lipidos hacia el higado.'?

LXRo, también esta implicado en el control de la inflamacion.'®
Se ha observado que algunos agonistas sintéticos de LXRa dis-
minuyen la expresion de los genes de las proteinas IL-1f (inter-
leukin-1beta), IL-6 (interleukin 6), COX-2 (cyclooxigenase 2) y
MMP-9 (matriz metalloproteinase 9) implicadas en el desarro-
llo de aterosclerosis.!*'® Por lo tanto, LXRa acttia sobre los dos
componentes principales del origen de aterosclerosis como son el
metabolismo de los lipidos y la inflamacion.'® En este estudio se
valor¢ el efecto de compuestos como la rosiglitazona un agonista
sintético del receptor nuclear PPARY que tiene un efecto conoci-
do en la terapia de la diabetes mellitus tipo 2 y un posible efecto
sobre la reduccion de aterosclerosis.

Meétodos

Se realiz6 un estudio experimental aleatorizado que fue aprobado
por los Comités de Etica en Investigacion Animal de la Funda-
cion Cardio-Infantil y la Universidad de La Sabana.

Conejos: Un grupo de 18 conejos hembras New Zealand fueron
escogidas para realizacion del estudio. A todas se les realizd 0o-
forectomia quirtirgica. Luego se seleccionaron aleatoriamente 3
grupos. En dos de los grupos, se administr6 una dieta hipercoles-
terolémica (suplemento de colesterol al 2%) durante 3 semanas
alternando con dieta normal para un total de 24 semanas. Este
modelo experimental ha mostrado en observaciones previas pro-
ducir lesiones con abundante depdsito de colesterol en macrofa-
gos y células espumosas.'” Los dos grupos recibieron diferente
tratamiento: con placebo (grupo 1, n=6) o rosiglitazona 3 mg/Kg/
dia (grupo 2, n=6). Esta dosis de rosiglitazona ha sido reportada
previamente como la adecuada para modelos animales en condi-
ciones de hipercolesterolemia.'® El tercer grupo tomoé una dieta
normal y fue denominado como grupo control (grupo 3, n=6).
Una vez realizada la eutanasia de los animales, bajo sedacion (ke-
tamina 30 mg/kg por via intramuscular), con sobredosis de Pen-
total por via intravenosa (150 mg/kg) se aislaron la aorta toraxica
y fragmentos de higado de 2 cm, cada uno como se ha descrito
previamente.'”!”

RT-PCR: Las muestras de tejido fueron colocadas en nitrogeno
liquido, y se llevo a cabo el protocolo de extraccion de ARN total
empleando TRIzol® (Invitrogen), se describe en breve: se usaron
50 mg de tejido previamente homogenizado por maceracion, se
efectud la fase de separacion, con Cloroformo y se precipito el
ARN con Isopropanol, seguido de un lavado con Etanol al 75%.
Posteriormente, se realiz6 un secado del ARN y el "pellet” se di-
solvio en 50 uL de agua DEPC y se incubo a 50 °C por 10 minu-
tos. Posteriormente se hizo la lectura espectrofotométrica con un
radio de absorbancia de 260/280 nm. En cada muestra se iguald
la concentracion a 1 pg/pL, con el fin de realizar la técnica de RT-
PCR; adicionalmente se realizé la verificacion de la integridad
por electroforesis, visualizando las bandas de arn r(28S/18S), em-
pleando un gel de agarosa 1.2% con 0,6 M de formaldehido. Una
vez tomado 1 pg/ul. de ARNm y 2,5 uL del iniciador especifico,
se adicion6 4 pL de agua libre de ARNasas, 10 pL de Buffer First



strand, 5 uL de DDT 0.1M, 16 pL de dNTPs, 1 uL de ARN sin
y 1 uL de MMLV. Se completa un volumen de 50 pL, se lleva a
termociclador Icycler (BioRad) por 1 hora a 37 °C, seguido por
un paso de 10 minutos a 95 °C para desnaturalizar la enzima y
se agregan 100 pL de agua destilada y se guardaron a —20 °C.
Se realizo una seleccion de iniciadores a través del software Am-
plify 3. Los iniciadores fueron seleccionados de acuerdo con los
siguientes parametros: Longitud entre 18 y 25 pb, Tm compren-
dida entre 57 y 65 °C, Tm o6ptima de 60-62 °C. La longitud de
fragmentos de amplificacion estuvo entre 300 y 600 pb. Para de-
terminar la especificidad, los segmentos fueron comparados con
el GenBank, empleando el programa Blast (www.ncbi.nlm.nih.
gov). En los casos en que los iniciadores mostraron homologia
con secuencias diferentes a las de interés, fueron descartados. Se
realizo la sintesis de cada uno de los iniciadores en una escala de
50nm. Se verifico la amplificacion de cada segmento mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2%. Las condiciones de PCR
fueron las siguientes:

Iniciadores LXRo.:

Sentido: 5’-CTT CCA CTA CAATGT TCT GAG CTG C-3’
Antisentido:5’-GGC AGC GAC GAG CTT CTC GAT CAT G-3’
Tamatfio esperado: 655 pb.

El programa para la amplificacion fue desnaturalizacion inicial:
94 °C por 10 m, 30 ciclos, repetidos asi: desnaturalizacion a 94°C
por 1 m, alineamiento a 55 °C por 1 m, extensiéon a 72 °C por 2 m,
continuando con extension final a 72 °C por 7 m.

Iniciadores ABCAI:

Sentido: 5°- GTT CTC AGA TGC TCG GAG GCT TCT T-3°
Antisentido: 5’-GAC AAT ACG AGA CAC AGC CTG GTA G-3’
Tamafio esperado: 609 pb.

Programa para la amplificacion fue desnaturalizacion inicial: 94
°C por 5 m, 35 ciclos repetidos asi: desnaturalizacion a 94 °C por
30 s, alineamiento a 57 °C por 30 s, extension a 72 °C por 1 m,
continuando con extension final a 72 °C por 7 m.

Iniciadores IL-1p:

Sentido: 5’- ATG GCAACT GTT CCT GAA CTC AAC T-3’
Antisentido: 5°-CAG GAC AGG TAT AGATTCTTT CCT TT-3”
Tamafio esperado: 563 bp.

Programa para la amplificacion fue desnaturalizacion inicial: 94
°C por 1 m, 35 ciclos repetidos asi: desnaturalizacion a 94 °C por
45 s, alineamiento a 60 °C por 45 s, extension a 72 °C por 2 m,
continuando con extension final a 72 °C por 7 m.

Iniciadores b-actina:

Sentido: 5’-CCT AAG GCC AAC CGT GAAAAG -3’
Antisentido:5’-TCT TCA TGG TGC TAG GAG CCA -3’
Tamaiio esperado: 645 bp.

Programa para la amplificacion fue desnaturalizacion inicial: 95
°C por 5 m, 30 ciclos repetidos asi: desnaturalizacion a 95 °C
por 30 s, alineamiento a 54 °C por 1 s, extension a 72 °C por 1m,
continuando con extension final a 72 °C por 7m.
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Los parametros de comparacion del producto de PCR de los di-
ferentes grupos se realizaron en forma semicuantitativa estanda-
rizando el nimero de los ciclos, las concentraciones de ADNc (2
g) e iniciadores (50 pM) para conseguir la amplificacion en cada
grupo de iniciadores para que la visualizacion en el gel de agarosa
fuese la adecuada. En forma posterior se tomaron los niveles de la
expresion del gen de B-actina como control.

Se obtuvieron las imagenes con la camara digital Nikkon Coolpix
5400 y la cuantificacion de las bandas fue realizada con el soft-
ware Image J Version 4. La intensidad de la banda fue expresa-
da como unidades relativas de absorbancia. La relacion entre la
muestra de ARNm a ser determinada y la B-actina, fue calculada
para normalizar las variaciones iniciales en la concentracion de la
muestra y como un control para la eficiencia de la reaccion. La
media y desviacion estandar de todos los experimentos se calcu-
laron después de la normalizaciéon con B-actina. Se realizo cada
experimento por triplicado en tres ocasiones diferentes. Luego se
efectud un analisis estadistico mediante metodologia no paramé-
trica a través del programa estadistico Statview®.

Resultados

Después de la ooforectomia los niveles de estradiol se redujeron
en un 50% en comparacion con los niveles previos a la interven-
cion (98,2+11,0 vs 51,6+4,9 pg/ml; p<0,0056).

RT-PCR. El valor de la expresion promedio relativa del ARNm
de LXRo en higado fue de 1,1 en el grupo con dieta normal;
de 1,45 en el grupo con dieta hipercolesterolémica y de 1,9 en
el grupo bajo terapia con rosiglitazona, se observd diferencias
significativas entre el grupo tratado con rosiglitazona respecto
a los grupos que tomaron dieta hipercolesterolémica y los que
tuvieron dieta normal (p<0,05 y p<0,01). Estos resultados co-
rroboran el efecto positivo que tiene la elevacion del colesterol
sobre la modulacion de la expresion de este gen y el posterior
efecto positivo de rosiglitazona (figura 1).
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Figura 1. La expresion del gen de LXRa a nivel de higado observado
mediante RT-PCR evidencia el papel inductor que tiene el colesterol
y rosiglitazona. # p<0.01 respecto a los normales y *p<0.05 respecto
a hipercolesterolemia.
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Al realizar la valoracion de la expresion del ARNm de ABCALI
en pared arterial, se observo que en el grupo control la expresion
relativa fue de 1,4; mientras fue de 2,2 en el grupo con dieta hiper-
colesterolémica y de 2 en los que fueron tratados con rosiglitazona.
De esta forma en pared arterial se evidencid un aumento significa-
tivo tras la terapia con rosiglitazona y dieta hipercolesterolémica en
relacion al grupo control (p<0,05), sin embargo no observamos un
aumento adicional tras la administracion de rosiglitazona respecto
a dieta hipercolesterolémica (figura 2).
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Figura 2. La expresion de ABCA1 observada mediante RT-PCR es
incrementada por los niveles altos de colesterol a nivel de la pared
arterial. No obstante la administracion posterior de rosiglitazona

no tiene un efecto ulterior sobre su expresion. *p<0.05 respecto a
los niveles normales.
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Dado que la enfermedad cardiovascular tiene un componente in-
flamatorio importante se evalud el comportamiento del gen de IL-
1B. En pared arterial se observé una claro aumento de IL-1p con
dieta hipercolesterolémica en relacion al grupo control (2,2 vs.
1,6) aunque no fue significativo. En forma sorprendente vemos
que rosiglitazona disminuye en forma significativa los niveles de
IL-1B en relacion al grupo que esta con dieta hipercolesterolémi-
ca (1,05 vs. 2,2; p<0,05; figura 3).

ARNmM/B-actina

Normal Hipercolest

Figura 3. Los niveles de IL1-a se reducen con la administracion de
rosiglitazona en una forma significativa. Hay que destacar el incre-
mento que induce la dieta hipercolesterolémica sobre la expresion
de IL- a en la pared arterial. *p<0.05.

Rosiglitazona

IL-p —

B-actina ——
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Discusion

En este estudio, se utilizé el modelo de conejas ooforectomiza-
das para reflejar la condicion hipoestrogénica de la mujer post-
menopausica y asi valorar posibles efectos funcionales sobre
la via reversa del colesterol modulada por LXRq, pues existe
una fuerte asociacion entre edad temprana de la menopausia y
el incremento de riesgo para la enfermedad coronaria.?! Adi-
cionalmente, PPARY y ERa (receptor de estrogenos alfa) tienen
elementos de respuesta similares sobre los genes por ellos regu-
lados.?? Los estudios del efecto de estrogenos sobre la expresion
de LXRa son escasos y en cierto modo contradictorios pues
mientras en tejido adiposo los estrogenos aumentan los niveles
de LXRa en los macrofagos hay una disminucion importante.??

Nuestro estudio es novedoso en el sentido que se valor¢ las cir-
cunstancias de la via retrograda del colesterol en condiciones
de bajo nivel de estrogenos. Los resultados observados revelan
que una dieta hipercolesterolémica eleva en forma significativa
los niveles de LXRa en el higado de las conejas ooforectomiza-
das. Bajo estas mismas condiciones de bajo nivel de estrégenos,
la administracion de un agonista de PPARY como rosiglitazo-
na tiene un efecto estimulador adicional sobre los niveles de
LXRa.’

Nuestras observaciones arrojan evidencias importantes del pa-
pel protector que podria tener la rosiglitazona sobre el riesgo
cardiovascular en mujeres post-menopdusicas. Sin embargo,
una duda que surge acerca de la activacion de PPARY y su papel
protector cardiovascular es si la funcion esta restringida a la
estimulacion de LXRa ya que existe una via alterna para la via
retrograda de colesterol que no incluye la activacion de LXRa.*
Es por esto que estudiamos el papel de la rosiglitazona sobre la
expresion de la proteina ABCAL, que es regulada directamente
por LXRao, en la pared arterial. Aunque la dieta hipercolestero-
lemica aumenta los niveles de ABCAL, la adicion de rosiglita-
zona no tiene un efecto significativo sobre su expresion.

Desde un punto de vista molecular un incremento de la activi-
dad de PPARYy mediante un ligando ex6geno, en forma indirecta
aumenta los niveles de LXRa y por lo tanto, aumentan la via
reversa del colesterol. De este modo tanto PPARY y LXRa co-
operan para inducir la expresion de ABCA1 quien transporta co-
lesterol y lipoproteinas, e induce la pérdida de lipidos en células
espumosas y es antagonista en la formacion de estria grasa.”® No
obstante, existen observaciones previas in vitro que muestran
un aumento de ABCA1 tanto en pared arterial como en células
espumosas tras la adiccion de agonistas de PPARY, nosotros no
observamos en las conejas ooforectomizadas una elevacion de
ABCAT1 luego de la administracion de rosiglitazona. Es posible
que el aumento de ABCAL es lo suficientemente alto luego de
la dieta hipercolesterolémica, por lo que una estimulacion adi-
cional por rosiglitazona no tiene efecto sobre su expresion. Sin
embargo, no se descarta que los estrogenos puedan tener algiin
efecto especifico en esta via de activacion.

Asi mismo, la activacion de PPARY podria tener una via alterna
a la de LXRa/ABCAL1, como por ejemplo la esterificacion de
colesterol o la estimulacion de otras moléculas como el trans-



portador ABCG1, que juega un papel clave en la regulacion del
colesterol celular y homeostasis lipidica.?® La elucidacion de
mecanismos moleculares por el que ABCG1 controla el flujo de
esteroles?’ puede proveer en el futuro una informacién critica
que puede vincular ABCG1 a la via del transporte reverso del
colesterol o enfermedades tales como la aterosclerosis.?®

La reduccion de IL-1b inducida por rosiglitazona es un hallazgo
importante, pues los factores inflamatorios son significativos en
las complicaciones cardiovasculares® y ademas, LXRo. puede
disminuir la reaccion inflamatoria en los macrofagos.’” Tenien-
do en cuenta estas observaciones la reduccion de IL-1f puede
cooperar con el efecto benéfico que posee rosiglitazona en la
aparicion de la placa aterosclerotica.’!

Los ligandos de PPARY y LXRa en forma independiente po-
drian promover en forma aditiva el eflujo del colesterol desde
los macrofagos, de hecho PPARYy aumenta los niveles de ABCG1
en forma independiente de LXRq, por lo cual se considera que
potenciales agonistas de PPARY y LXRa conjuntamente podrian
ser importantes modificadores de la via de transporte reverso del
colesterol.3?

En conclusion este estudio destaca la importancia de la estimu-
lacion de los receptores PPARY en la via reversa del colesterol.
No obstante la vinculacion de este receptor con la disminucion
del riesgo cardiovascular podria incluir vias diferentes a la es-
timulacion que ejerce sobre el receptor nuclear LXRa.
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