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Introduccion. La absorcion intestinal de
colesterol esta regulada por diversas proteinas
transportadoras, donde NPC1L1 desempeia un
papel crucial. Los acidos grasos (AG) modulan la
absorcion de colesterol por un mecanismo
desconocido.

Objetivos. Evaluar los efectos de los AG
saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI) y
poliinsaturados (AGPI) sobre la expresion de
NPC1L1 y estudiar su posible regulacién a través
de los receptores nucleares PPARy, PPARS, LXR
y RXR.
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Métodos. Se incubaron enterocitos Caco-2/TC-7
durante 24 h con concentraciones no téxicas (50,
100, 200 y 300 pM) de los diferentes AG y también
con agonistas PPARYy (rosiglitazona), PPARS
(GW501516), LXR (T0901317) y RXR (9-cis acido
retinoico). La expresién génica de NPC1L1 se
analizo por transcripcién inversa de la reaccion en
cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real
y la expresion de la proteina localizada en la
membrana de los enterocitos se analizé por
Western blot.

Resultados. Los AG poliinsaturados n-3, EPA 'y
DHA, disminuyeron significativamente los valores
de ARNm de NPCI1L1 entre un 35-58% (p < 0,05).
Los acidos linoleico (LA, n-6), palmitico (PA) y
oleico (OA, n-9) no mostraron ningun efecto en los
valores de ARNm de NPCIL1. Los agonistas LXR y
LXR+RXR disminuyeron los valores de ARNm de
NPCILI un 28 y un 57%, respectivamente
(p < 0,05). EPA y DHA a una concentracién de
200 pM disminuyeron la expresién de la proteina
NPCIL1 un 58 y un 59%, respectivamente.

Conclusiones. Hemos demostrado que los AGPI
n-3, EPA y DHA disminuyen in vitro los valores de
ARNm de NPCI1L1 en células Caco-2/TC-7.
Ademas, los n-3 también disminuyen la
expresion de la proteina en la membrana de los
enterocitos. La activacion de LXR y RXR induce
un efecto inhibitorio similar. El efecto
hipolipemiante de los n-3 puede estar mediado, en
parte, por su actuacion sobre la expresion de
NPCILI.

Palabras clave:
NPCIL1. Acidos grasos. Absorcién intestinal de colesterol.
Enterocitos. Expresién génica. Factores de transcripcion.
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POLYUNSATURATED FATTY ACIDS DOWN-
REGULATE IN VITRO EXPRESSION OF THE
KEY INTESTINAL CHOLESTEROL
ABSORPTION PROTEIN NPCIL1

Background. Several transporter proteins
regulate intestinal cholesterol absorption. Of these
proteins, NPCIL1 plays a major role to this
process. Fatty acids (FA) modulate cholesterol
absorption by a mechanism that remains
unknown.

Objectives. To evaluate the effect of saturated
(SFA), monounsaturated (MUFA), and
polyunsaturated (PUFA) fatty acids on the
expression of NPC1L1 in human enterocytes in
vitro and to study the role of the nuclear receptors
PPARYy, PPARS, LXR and RXR.

Methods. Caco-2/TC-7 enterocytes were
incubated for 24 h with non-cytotoxic
concentrations (50, 100, 200 and 300 uM) of the
different FA. NPC1L1 gene expression was
analyzed by quantitative rtPCR and the protein
present in enterocyte membranes was analyzed by
western blot.

Results. NPC1L1 mRNA levels were reduced 35
to 58% by the n-3 PUFA, EPA and DHA (p < 0.05).
LA (n-6), PA, and OA did not affect NPC1L1 mRNA
expression. ABCA1 mRNA levels were reduced 44
to 70% by n-6 AA and 43 to 55% by n-3 EPA (p <
0.05). LXR and LXR+RXR agonists decreased
NPCIL1 mRNA expression by 28 and 57%,
respectively (p < 0.05). A concentration of 200 pM
of EPA and DHA decreased NPCIL1 protein
expression in enterocyte membranes by 58% and
59%, respectively.

Conclusions. We have demonstrated that the
PUFAs n-3 EPA and DHA down-regulate NPC1L1
mRNA expression in vitro. In addition, PUFA also
down-regulate NPC1L1 protein expression in
enterocyte membranes. LXR and RXR activation
induced a similar repression effect. The lipid
lowering effect of n-3 PUFA could be mediated in
part by their action at the NPC1L1 gene level.

Key words:
NPCILI1. Fatty acids. Intestinal cholesterol absorption.
Enterocytes. Gene expression. Transcription factors.

Introduccion

Estudios de prevencién secundaria demuestran
que la ingesta de 4cidos grasos poliinsaturados n-3
(AGPI) procedentes de pescado o en forma de su-
plemento reducen la mortalidad prematura y la

muerte stbita en individuos que han tenido infarto
de miocardio'? o enfermedades coronarias’. Ade-
mas, estudios de intervencién primaria demues-
tran que la ingesta de suplementos ricos en AGPI
n-3 presentan efectos beneficiosos sobre factores
de riesgo metabdlico: reducen los valores de trigli-
céridos (TG)*¢, y aumentan el tamafio de las lipo-
proteinas de baja densidad (LDL)"%. Aunque faltan
resultados consistentes, también se ha descrito que
los AGPI n-3 reducen los valores plasmaticos de co-
lesterol unido a LDL (cLDL), tanto en humanos
como en animales*’. Ademas, se ha descrito que
los AGPI n-3 reducen la absorcién de colesterol en
modelos animales!'', Se ha descrito que la ingesta
de acidos grasos monoinsaturados (AGMI) reduce
los valores de cLDL sin modificar los valores de co-
lesterol unido a lipoproteinas de alta densidad
(cHDL)®"5, aunque algunos autores han descrito un
aumento en el cHDL!*', Por otro lado, esta clara-
mente demostrado que los dcidos grasos saturados
(AGS) aumentan los valores de cLDL y cHDL&!%17,
Aunque no esta del todo claro el mecanismo por el
cual los acidos grasos insaturados (AGI) mejoran
el perfil lipidico, parece ser que puede estar media-
do por la activacién de diferentes factores de trans-
cripcién (PPAR, LXR, RXR y SREBP-1¢)'8,

La principal fuente de colesterol en sangre proce-
de del colesterol absorbido de la dieta y del coleste-
rol sintetizado de novo en el higado y tejidos extra-
hepaticos. La absorcién intestinal de colesterol es un
proceso altamente regulado'®. En humanos, los valo-
res de cLDL se correlacionan positivamente con la
absorcién de colesterol®. Los individuos que presen-
tan una elevada absorcién son hipercolesterolémi-
cos y, generalmente, presentan una mayor probabili-
dad de presentar episodios cardiovasculares®'?. La
eficiencia en la absorcion intestinal de colesterol
estd determinada por el balance neto entre la capta-
cién y la eliminacién de colesterol a través de la
membrana del enterocito?. La inhibicién de la ab-
sorcion intestinal de colesterol provoca una reduc-
cién en los valores de cLDL?. Por todo ello, es de
gran importancia comprender el funcionamiento
de los mecanismos implicados en la absorcién de co-
lesterol en el intestino. La absorcién intestinal de
colesterol esta regulada por una serie de proteinas,
pero la identificada recientemente como NPCIL1
parece ser clave en este proceso?*?. Ratones defi-
cientes en NPCIL1 (NPCIL17), presentan una re-
duccién del 69% en la absorcion intestinal de coles-
terol**. Esta reduccion es similar a la observada en
ratones salvajes tratados con ezetimibe, un potente y
especifico inhibidor de la absorcién intestinal de co-
lesterol, mientras que en ratones NPC1L1-la ezeti-
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miba no produjo ningun efecto?*?¢?7, Estas observa-
ciones sugieren que la proteina NPCIL1 es la diana
terapéutica para ezetimibe. En humanos se ha de-
mostrado que ezetimibe reduce un 50% la absorcion
intestinal de colesterol y disminuye aproximada-
mente un 22% los valores plasméaticos de cLDL%.
Estas observaciones clinicas han resaltado el papel
crucial de NPCIL1 en la homeostasis del colesterol.
La proteina NPCILI se expresa en muchos tejidos
humanos, especialmente en higado e intestino del-
gado***% aunque hay cierta controversia acerca de
su localizacion subcelular?**%*. Se sabe poco de la
regulacién de la expresion intestinal de NPC1L1 y
pocos estudios han tratado este aspecto. Se ha de-
mostrado que la activacién de los factores de trans-
cripcién PPARS y PPARq, produce una inhibicién in
vitro de la expresién génica de NPCIL1 en modelos
humanos y animales®,

La dieta influye directamente en los valores de
colesterol en sangre, por tanto, parece légico pen-
sar que los componentes de la dieta puedan inter-
venir en la regulacion del mecanismo de absorcion.
De los componentes de la dieta, los 4cidos grasos
(AG) son los principales candidatos implicados en
esta regulacion, ya que se ha demostrado que los
AGPI n-3 son agentes hipocolesterolémicos**'°.
Una concentracién relativamente elevada de AG es
transportada en forma de TG hacia el lumen intes-
tinal y después de la hidrélisis de los TG los AG son
absorbidos por los enterocitos*’. Hay pocas investi-
gaciones acerca del efecto de los AG sobre el ente-
rocito, pero se sabe que los AG son ligandos natu-
rales de una serie de factores de transcripcion
(PPAR, LXR y RXR) y que son capaces de modular
la expresion génica®“. Por tanto, nuestra hipétesis
es que los AG podrian afectar la expresion génica y
proteica de moléculas directamente implicadas en
la absorcién intestinal de colesterol.

En este estudio evaluamos los efectos de las AG,
PA, OA, LA, AA, EPA y DHA sobre la expresién de
NPCILI1 y estudiar su posible regulacién a través
de los receptores nucleares PPARy, PPARS, LXR y
RXR.

Métodos

Cultivos celulares

La linea celular humana Caco-2/TC-7 procedente de céncer
de colon se obtuvo de Celltec (Barcelona, Espaia). Las células
(pases 47-49) se cultivaron en flascones de plastico de 75 cm? a
una densidad de 1,25 X 10* células/cm? en medio Dulbecco’s
Modified Eagle’s (DMEM) rico en glucosa y con L-glutamina,
suplementado con un 20% de suero bovino fetal inactivado
(FBS), 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina, y
se mantuvieron a 37 °C en atmoésfera humeda con un 5% de
CO,. Las células se tripsinizaron cuando alcanzaron un 80%
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de confluencia y se sembraron en placas de 6 pozos para los
experimentos de ARN, y en placas de 10 cm? para los experi-
mentos de Western blot.

En todos los experimentos, las células se dejaron crecer
21 dias posconfluencia (6-7 dias después de sembrarlas). Du-
rante este periodo, las células Caco-2/TC-7 se diferencian a en-
terocitos y expresan enzimas especificas de intestino, cuya ac-
tividad enzimética alcanza aproximadamente la mitad de la
que se observa en intestino delgado. El medio de cultivo se
cambi6 3 veces por semana.

Andlisis de expresion génica

Para estudiar el efecto de los AG sobre la expresion de
NPCIL1 en el ARNm, los enterocitos Caco-2/TC-7 se incuba-
ron con soluciones de AG unidas a albimina sérica bovina
(BSA) (AG-BSA: acido palmitico [PA, C16:0], acido oleico [OA,
C18:1], acido linoleico [LA, C18:3], acido araquidénico [AA,
C20:4], 4cido eicosapentanoico [EPA, C22:6] y 4cido docosahe-
xanoico [DHA, C22:6]) a 50, 100, 200 y 300 uM durante 24 h
en medio de cultivo libre de suero. Después del periodo de in-
cubacion se aisl6 el ARN total de las células con el sistema de
extraccién semiautomatico ABI PRISM 6100 Nucleic Acid
PrepStation (Applied Biosystems, Foster City, USA) segin los
protocolos del fabricante. La concentracién y la calidad del
ARN total extraido se determinaron por absorbancia a 260 nm
y por la ratio 260/280 nm, respectivamente. Las células no tra-
tadas se utilizaron como controles.

Para estudiar el efecto de los agonistas PPARy, PPARS, LXR
y RXR sobre la expresién génica de NPC1L1, los enterocitos
Caco-2/TC-7 se incubaron con agonista PPARy (BRL, 2 pM),
agonista PPARS (GW501516, 100 nM), agonista LXR
(TO901317, 2 pM) y agonistas LXR+RXR (T0901317+9cRA,
2 y 10 pM) durante 24 h en medio de cultivo libre de suero.
Después de 24 h de incubacién se realizo la extraccién de ARN
total y se analizé la expresién génica de NPCIL1 en el ARNm.
Las células incubadas con el vehiculo (DMSO) se utilizaron
como controles.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se re-
pitieron 3 veces.

Preparacion de las soluciones de dcidos grasos

Las soluciones se prepararon segin el método de Wu et al*!
con algunas modificaciones. Brevemente, 10 mg de cada AG
(Sigma, St Quentin Fallavier, France) se mezclé con 0,5 ml de
EtOH y NaOH 5 M en una cantidad suficiente para que la ra-
tio molar AG:NaOH fuera 1:1. La mezcla se evaporé bajo at-
mosfera de nitrégeno hasta la obtencién de la sal de AG y en-
tonces se disolvi6 con 2 ml de agua destilada estéril
(soluciones stock de AG). Para evitar la oxidacién de AG se
afiadi6 hidroxitolueno butilado (BHT, 1 uM) a cada solucién
stock de AG. Las soluciones stock del complejo AG-BSA se rea-
lizaron mezclando cada AG con BSA 5 mM en una cantidad
suficiente para que la ratio molar AG:BSA fuera 3:1, se filtra-
ron y se utilizaron frescas.

Andlisis de ARNm por PCR cuantitativa

a tiempo real

El ADN complementario se sintetizé a partir de 1 pg de
ARN total utilizando random hexamers y la transcriptasa in-
versa SuperScript II (Invitrogen Ltd, Paisley, UK), segtn el
protocolo del fabricante. Las reacciones se llevaron a cabo en
el termociclador PE Biosystems 2400 (Applied Biosystems,
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Foster City, USA). Para la reaccién de amplificacién de PCR a
tiempo real se utilizaron los primers y las sondas TagMan®
para NPCIL1, gliceraldehido-3-fosfato  deshidrogenasa
(GAPDH) y 18S predisefiados y validados “Assays-on-Demand”
products (Applied Biosystems, Foster City, USA). La cuantifi-
cacion de los resultados se realiz6 mediante el método 2-44¢
(ABI Prism 7700 Sequence Detection System; user bulletin n.°
2, Revision A. Foster City [USA]: Applied Biosystems, 1997). El
grupo control (células no tratadas) se utilizé como calibrador.
Como controles internos de normalizacién se utilizaron
GAPDH y 18S.

Determinacion de la proteina NPCILI en lisados

totales y en membrana de enterocitos

Para las extracciones de proteinas se utilizaron las células
incubadas durante 24 h con EPA y DHA a concentracién 200
pM. Los extractos de proteina de membrana de los enterocitos
se obtuvieron con el kit Mem-Per Eukaryotic Membrane Pro-
tein Extraction Reagent Kit (Pierce, Rockford, EE.UU.) y los
lisados totales se obtuvieron por pasos sucesivos de congela-
cién-descongelacion en tamp6n de homogenizacién que con-
tiene PBS a pH 7,4 e inhibidores de la proteasa, complete mini
protease inhibitors (Roche, Manheim, Alemania). Las mues-
tras se conservaron a -80 °C hasta la realizacion del experi-
mento.

La concentracién de la proteina se cuantificé por el método
de Bradford (Bio-Rad Laboratories, California, EE.UU.). La
electroforesis y la transferencia se realizaron utilizando el
NUPAGE® Large Protein Analysis System (Invitrogen Ltd,
Paisley, Reino Unido). La membrana transferida se bloqueé al
2% con ECL Advance Blocking Reagent (Amersham Bioscien-
ces, Bucks, Reino Unido), y se incub6 con el anticuerpo anti-
NPCIL1 (1:2500, NB 400-127, Novus Biologicals, Littleton,
EE.UU.). Los complejos antigeno-anticuerpo se detectaron
incubando la membrana con IgG-HRP (1:20000, P0448,
Dako, Glostrup, Dinamarca). Las sefales se detectaron con
ECL Advanced Reagent Mixture (Amersham Biosciences,
Bucks, Reino Unido) y las bandas se visualizaron por autorra-
diografia, se capturaron en el Versadoc 4000 imaging system
y se analizaron y cuantificaron con el Quantity One software
(Bio-Rad Laboratories, California, EE.UU.). Como control de
proteina cargada, las proteinas transferidas se tifieron con
Ponceau S y se utilizé actina como control interno de norma-
lizacién para la cuantificaciéon de las bandas. El tamafio de
las proteinas se confirmé comparandose con estandares de
peso molecular (Invitrogen Ltd., Paisley, Reino Unido). Todos
los experimentos se realizaron por triplicado y se repitieron
3 veces.

Andlisis estadistico

Los resultados se presentan como la media + SEM. Las dife-
rencias significativas entre grupos se analizaron mediante one-
way ANOVA vy se calcularon utilizando el test de Bonferroni
para comparaciones multiples. Se utiliz6 el software the statis-
tical package for the Social Science (SPSS) version 14.

Resultados

Efecto de los dcidos grasos en los valores
de ARNm de NPCILI

El tratamiento de los enterocitos Caco-2/TC-7
con los AG PA (AGS), OA (n-9 AGMI) y LA (n-6

AGPI) no afecté la expresion de NPCIL1 del
ARNm (fig. 1). Cuando se realizé el experimento
de forma dependiente de la dosis con AA, se obser-
v6 que la expresién de NPCIL1 del ARNm tendia
a disminuir observindose la maxima inhibicién a
200 y 300 pM. Por otro lado, los AGPI n-3 (EPA y
DHA) disminuyeron de forma significativa y de-
pendiente de la dosis los valores de ARNm de
NPCIL1 desde un 20 hasta un 60%, aproximada-
mente. La minima inhibicién observada fue de un
45% (p < 0,05) y de un 35% (p < 0,05) a 100 pM
EPA y 50 ptM DHA, respectivamente. La maxima
inhibicién observada fue de un 51 (p < 0,01) y de
un 58% (p < 0,01) con EPA y DHA, respectivamen-
te, ambos a 300 pM (fig. 1).

En todos los experimentos se comprobé que las
soluciones de los 4cidos grasos no estaban oxida-
das y que las concentraciones utilizadas no eran t6-
xicas para las células (datos no mostrados).

Efecto de los dcidos grasos en la expresién proteica
de NPCILI

Para determinar si la inhibicién en la expresion
del ARNm de NPCIL1 observada con el tratamien-
to con AGPI n-3 se asociaba a una disminucién en
la expresion de la proteina, se analiz6 por Western
blot la expresion de la proteina NPCIL1 en extrac-
tos de membrana y en lisados totales de células
Caco-2/TC-7 incubadas con EPA y DHA a concen-
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Figura 1. Efecto dependiente de la dosis de los 4cidos grasos
(AG) sobre los valores de ARNm de NPCIL1. Se incubaron en-
terocitos Caco-2/TC-7 con concentraciones crecientes no toxi-
cas de cada AG durante 24 h, tal y como se describe en la figu-
ra. Los valores de expresién se normalizaron con controles
enddgenos y se dio valor 0 a la expresion de los controles (célu-
las no tratadas). *p < 0,05, **p < 0,01 respecto a los controles.
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Figura 2. Expresion de la proteina NPCILI en extractos de
proteina de membrana de enterocitos Caco-2/TC-7 incubadas
durante 24 h con EPA y DHA a concentracién 200 pM.
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Figura 3. Efecto de los agonistas de PPARy, PPARY, LXR y
RXR en los valores de ARNm de NPCILI. Se incubaron du-
rante 24 h enterocitos Caco-2/TC-7 con agonistas, tal y como
se ha descrito previamente. Los valores de expresion se nor-
malizaron con controles endégenos y se dio valor 0 a la expre-
sién de los controles (células no tratadas). *p < 0,05 respecto a
los controles.

tracién 200 pM. Después de cuantificar y normali-
zar las bandas, se observéd una disminucién en la
expresion proteica del 58 y 59% en células incuba-
das con EPA y DHA, respectivamente, acorde con
la disminucién observada en los valores de ARNm
de NPC1L1 (fig. 2).

Factores de transcripcion implicados
en la regulacion de la expresién de NPCILI

Se estudio el efecto en el ARNm de NPC1L1, de
los agonistas de una serie de factores de transcrip-
ci6n descritos como posibles reguladores de la ex-
presiéon de NPC1L1%3¢42, Después de incubar los
enterocitos Caco-2/TC-7 con agonistas para PPARY,
PPARS, LXR y LXR/RXR, se observd que ninguno
de los agonistas PPAR, a las concentraciones utili-
zadas, disminuian de forma significativa los valo-
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res de ARNm de NPCIL1. Sin embargo, el agonista
para LXR, T0O901317 a 2 uM, produjo una inhibi-
cién en los valores de ARNm de NPCIL1 de un
28% (p < 0,05) y en combinacién con el agonista
para RXR, 9cRA a 10 pM, el efecto inhibitorio al-
canz6 un 57% (p < 0,05) (fig. 3).

Discusion

La dieta es la principal fuente de los diferentes
tipos de AG con una ingesta diaria aproximada de
varios gramos®. Estos AG son transportados en
forma de TG y son absorbidos tras la hidrélisis de
los TG, pero se sabe poco acerca del efecto de
los AG en el enterocito. En este estudio se ha eva-
luado el efecto de diferentes tipos de AG en la ex-
presién génica de la proteina NPCILI, reciente-
mente identificada como proteina clave en la
absorcién intestinal de colesterol. La principal ob-
servacion de este trabajo es que los AGPI n-3, EPA
y DHA disminuyen el ARNm de NPC1L1 en ente-
rocitos humanos. Ademas, se ha demostrado que
esta inhibicién estd asociada a una disminucién
en la expresion génica de NPC1L1. Es interesante
resaltar que la inhibicién proteica se ha observa-
do en la membrana de los enterocitos, donde
NPCI1L1 es funcional. Los AGS, AGMI y los AGPI
n-6 no afectan la expresion génica de NPCIL1 a
en el ARNm.

Los valores de colesterol en plasma dependen
del colesterol sintetizado en el higado y tejidos ex-
trahepaticos y del absorbido en el intestino'®. De
hecho, la cantidad de colesterol absorbido est4 di-
rectamente relacionado con los valores de coleste-
rol en plasma?. Nuestros resultados muestran una
modulacién diferente por parte de los AG sobre la
expresion de NPC1L1. Asi, los valores de colesterol
en plasma podrian estar regulados por los AG a
través del efecto que producirian sobre la absor-
ci6n de colesterol, dado el efecto que provocan en
la expresién de NPC1L1. En este sentido, la reduc-
cién en los valores de colesterol descrita en dife-
rentes estudios como resultado de una ingesta ele-
vada de AGPI procedentes de la dieta o en forma
de suplemento alimenticio, se podria explicar a
través del descenso de la absorcion de coleste-
rol que provocan los AGPI n-3, EPA y DHA al dis-
minuir la expresién de NPCIL1. El efecto variable
de los AGPI n-3 en los valores de colesterol descri-
tos en otros estudios se podria explicar por dife-
rencias en la cantidad consumida, en la via de
administracién junto con el tipo de AGPI admi-
nistrado, por la cantidad de grasa ingerida en la
dieta habitual y por el perfil lipoproteico de los su-
jetos.
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Los individuos considerados hiperabsorbentes,
como los portadores del alelo apoE4, son hiperco-
lesterolémicos?!, y los participantes en el estudio
4S que presentaban una elevada absorcién de co-
lesterol tenfan una mayor incidencia de episodios
cardiovasculares?. Por tanto, nuestros resultados
podrian tener implicaciones clinicas importantes.

En este trabajo también demostramos que los
agonistas para LXR y LXR/RXR disminuyen los va-
lores del ARNm de NPC1L1. Por tanto, el efecto in-
hibitorio de los AGPI n-3, EPA y DHA en la expre-
sion de NPCIL1 se podria deber a un mecanismo
dependiente de LXR y RXR. Utilizando aproxima-
ciones bioinformaticas (TFexplorer 2.0, Korean
Bioinformation Center), identificamos en la re-
gién promotora del gen NPC1L1 2 sitios de reco-
nocimiento para los factores de transcripcién
LXR/RXR. Nuestros resultados sugieren que los
factores de transcripcion LXR/RXR estan implica-
dos en la disminucién de la expresion de NPCIL1
en el ARNm, aunque no podemos confirmar el me-
canismo exacto por el que realizan dicha inhibi-
cién. Ademads, estos resultados amplian las obser-
vaciones realizadas por Mathur et al* y Duval et
al® con respecto al efecto del EPA sobre la expre-
sién génica y proteica de NPC1L1 y la disminucién
de los valores de ARNm de NPC1L1 por los agonis-
tas de LXR+RXR.

Se ha descrito en ratones que una disminucién
del 35% en la expresion génica de NPC1L1 se aso-
cia a una reduccion del 43% en la absorcién del
colesterol®. Otros autores han demostrado que en
humanos el tratamiento con ezetimibe provoca
una reduccién del 50% en la absorcién de coleste-
rol y que estd asociada a una disminucién del
cLDL aproximadamente de un 22%?. Ademas, la
ingesta de 2,5 g/dia de fitoesteroles provoca una
reduccién del 36% en la absorcién del colesterol
asociada a una disminucién del colesterol total y
del cLDL en plasma de un 10 y un 14%, respecti-
vamente*. Nuestros resultados muestran que los
AGPI n-3, EPA y DHA, disminuyen la expresion gé-
nica de NPC1L1 entre un 35 y un 60%. Estos resul-
tados pueden contribuir a explicar el putativo
efecto hipolipemiante, sugiriendo que este efecto
se puede deber a la disminucién en la absorcién
de colesterol a causa de la disminucién de la ex-
presiéon de NPCIL1 que provocan los AGPI n-3.
Aunque hemos observado importantes efectos de
los AGPI en la expresiéon de NPC1L1, se necesitan
mas estudios para poder aclarar el papel de los AG
sobre la absorcién intestinal de colesterol y de los
factores de transcripcién LXR y RXR en la regula-
cién de NPCILI.
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