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La ezetimiba inhibe la diferenciacion de
monocitos/macrofagos inducida por
forbol-12-miristato-13-acetato mediante
la alteracién de la expresion de microARN:
un nuevo mecanismo anti-aterosclerético

Munoz-Pacheco P, Ortega-Hernandez A, Miana M,
Cachofeiro V, Fernandez-Cruz A, Gomez-Garre D. Eze-
timibe inhibits PMA-induced monocyte/macrophage
differentiation by altering microRNA expression:
A novel anti-atherosclerotic mechanism. Pharmacol
Res. 2012;66:536-43.

La ezetimiba, un inhibidor selectivo de la absorcion intes-
tinal de colesterol, reduce de manera efectiva el colesterol
plasmatico tanto si se usa en monoterapia como en com-
binacion con una estatina. No obstante, su efecto sobre la
progresion de la placa aterosclerética es aun desconocido.
Los microARN (miARN o miR) son moléculas cortas de ARN
no codificante que estan implicadas dinamicamente en la
diferenciacion de monocitos, proceso que es considerado
esencial durante el desarrollo de la aterosclerosis. El obje-
tivo de este estudio fue investigar el efecto de la ezetimiba
en la diferenciacion de monocitos/macréfagos, asi como la
implicacion de los miARN en este proceso. La diferencia-
cion de células THP-1 con PMA provocd su adhesion a la
superficie del plastico, e indujo la expresion de marcado-
res de membrana de macroéfagos (CD11a, CD11b e ICAM-1),
asi como de miR-155, miR-222, miR-424 y miR-503. En pre-
sencia de ezetimiba, la capacidad adherente de las células
THP-1 se redujo de manera dependiente de la dosis (p < 0,05)
y la expresion de CD11a, CD11b e ICAM-1 fue inhibida casi
totalmente (p<0,05). La expresion de miR-155, miR-222,
miR-424 y miR-503 se redujo un 55, un 100, un 75 y un 100%,
respectivamente (p <0,05). Estudios mecanisticos posterio-
res demostraron que la ezetimiba suprimio la fosforilacion
inducida por PMA de la MAPK de tipo ERK, e inhibi6 la acti-
vidad de NF-kB, que son 2 moléculas que se encuentran por
encima en la via de sefalizacion del proceso de diferencia-
cion. En conclusion, la ezetimiba inhibe la diferenciacion
inducida por PMA de las células THP-1 a macrofagos, en aso-
ciacion con la inhibicién de algunos miARN. Nuestro estudio
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sugiere que la inhibicion de los miARN podria constituir un
nuevo mecanismo anti-aterosclerotico de la ezetimiba.

Comentario

La ezetimiba es un farmaco hipolipemiante que disminuye
los niveles de colesterol unido a las lipoproteinas de baja
densidad (cLDL), altamente aterogénicas, en plasma. Su ele-
vada eficacia, su tolerancia y su reducido nimero de efectos
adversos lo convierten en un tratamiento ampliamente pres-
crito, especialmente en combinacion con las estatinas, pues
permiten alcanzar los objetivos de cLDL clinicamente reco-
mendados. Sin embargo, poco se conoce sobre su efecto en
la progresion de la aterosclerosis, una enfermedad inflama-
toria cronica en cuyo origen se encuentra la infiltracion de
monocitos en circulacion hacia la capa intima subendote-
lial, y su posterior diferenciacion a macrofagos. Este proceso
de diferenciacion conlleva el incremento de la expresion de
receptores de tipo toll-like, que activan la respuesta infla-
matoria, y de receptores scavenger, que contribuyen a la
acumulacion de colesterol en los macrofagos y conducen
finalmente a la formacion de células espumosas.

Este estudio se disend con el objetivo de investigar el
efecto de la ezetimiba en la diferenciacion de monocitos
THP-1 a macréfagos inducida por forbol-12-miristato-13-
acetato (PMA). El tratamiento con PMA provoco que los
monocitos adquirieran caracteristicas morfoldgicas y expre-
sasen marcadores de superficie especificos de macrofagos.
Por el contrario, la coincubaciéon con ezetimiba previno
esta diferenciacion. Estudios posteriores demostraron que
la ezetimiba suprimia la fosforilacion inducida por PMA de
la MAPK de tipo ERK1/2, y la actividad de NF-kB, ambos
implicados en la regulacion del proceso de diferencia-
cion. El grupo de Gomez-Garre et al. ya habia demostrado
previamente que la ezetimiba inhibia la migraciéon indu-
cida por la proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1)
in vitro'. Ahora describen un nuevo mecanismo potencial-
mente anti-aterosclerotico de la ezetimiba, la inhibicion de
la diferenciacion de monocitos a macrofagos, en un proceso
asociado con la inhibicion de la expresion de miARN o miR
especificos (miR-155, miR-222, miR-424, miR-503 y miR-9).
Los miARN son un tipo de ARN pequeno y no codificante que
inhibe la expresion génica de manera especifica, y que par-
ticipa en multiples procesos bioldgicos esenciales, como la
proliferacion celular, la diferenciacion y la apoptosis, aun-
que también se ha asociado a procesos patologicos como las
enfermedades cardiovasculares.
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Hasta ahora existian pocos estudios que hubieran eva-
luado el efecto de los farmacos hipolipemiantes sobre la
expresion de los miARN, destacando un estudio en el cual
se implicaba miR-221/222 en los efectos pleiotropicos de
la atorvastatina®. No obstante, el estudio de Gomez-Garre
et al. solo evalua miARN previamente relacionados con la
diferenciacion de monocitos por PMA, pero no investiga
otros miARN que podrian llevar a cabo también funciones
importantes. De hecho, existen numerosos miARN que inter-
vienen durante el proceso aterogénico, ya sea modulando
la funcion inflamatoria de las células endoteliales, la adhe-
sion de los monocitos, la respuesta de los macrofagos a
las LDL oxidadas, o promoviendo la proliferacion de célu-
las del masculo liso vascular y células endoteliales®#. Las
células periféricas requieren de la exportacion de coles-
terol para mantener su homeostasis lipidica. La salida del
colesterol hacia el medio extracelular puede producirse
por difusion pasiva; por transferencia de colesterol hacia
apolipoproteinas pobres en lipidos por medio del transpor-
tador ATP binding cassette 1 (ABCA1), o por transporte
de colesterol hacia lipoproteinas de alta densidad (HDL)
maduras a través del transportador ABCG1 o del recep-
tor scavenger SR-Bl. Una de las rutas mas importantes
de exportacion de colesterol desde el macréfago es la
mediada por los transportadores ABCA1 y ABCG1. La modu-
lacion farmacolodgica de estos transportadores se considera
una aproximacion potencialmente beneficiosa para el tra-
tamiento de las enfermedades cardiovasculares. En este
sentido, un estudio reciente ha demostrado la utilidad tera-
péutica de la inhibicion selectiva de miR-33a/b en un modelo
de mono verde africano®, donde se inducia la expresion
hepatica de ABCAT1, proteina clave en el transporte reverso
del colesterol desde los tejidos periféricos hacia las HDL, e
incrementaba los niveles plasmaticos de HDL. Esto se expli-
caba porque miR-33a y miR-33b regulan la homeostasis del
colesterol mediante la modulacion de la expresion génica de
ABCA1, ABCG1y NPC1L1. Teniendo en cuenta que la ezeti-
miba actua impidiendo la absorcion intestinal del colesterol
por inhibicion de la proteina transportadora NPC1L1 en las
microvellosidades intestinales, y que este farmaco, en com-
binacion con la atorvastatina, presenta un efecto adicional
interesante sobre el cHDL, seria interesante determinar si la

ezetimiba también regula miR-33a/b vy, con ello, NPC1L1 o
ABCA1/G1. También podria resultar interesante comprobar,
por ejemplo, su efecto sobre miR-146a, pues se ha visto que
este miARN reduce significativamente los niveles de cLDL,
incluyendo las LDL oxidadas, asi como la secrecion de inter-
leucina (IL)-6, IL-8, quimiocinas (CCL2) y metaloproteasas,
en macrofagos®.
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Implicacién de la prostaglandina (PG)E; y
la via de sefalizacion de AMPc en la
induccion de la expresion de la
ciclooxigenasa 2 y la prostaglandina E,
sintasa microsomal-1 en macroéfagos
activados con lipopolisacarido

Diaz-Muiioz MD, Osma-Garcia IC, Fresno M, Ihiguez
MA. Involvement of PGE, and the cAMP signalling
pathway in the up-regulation of COX-2 and mPGES-1
expression in LPS-activated macrophages. Biochem J.
2012;443:451-61.

La prostaglandina (PG) E; juega un papel importante en la
modulacion de la respuesta inmunoldgica y el proceso infla-
matorio. En este estudio describimos una retroalimentacion
positiva de la PGE;, para la expresion de la ciclooxigenasa
(COX)-2 y de la PGE sintasa microsomal-1 (mPGES-1) en la
linea celular de macrofagos RAW 264.7. Nuestros resulta-
dos muestran que la PGE; inducia la expresién de COX-2 y
mPGES-1, un efecto que pudo ser mimetizado por el dibutiril
AMPc (dbcAMP) o forskolina. Ademas, la via de sefalizacion
del AMPc cooperaba con el lipopolisacarido (LPS) en la induc-
cion transcripcional de COX-2 y mPGES-1. El analisis de la
implicacion de los receptores de PGE (prostanoides-E [EP])
demostré que la incubacion con agonistas de EP2 incrementd
la expresion del ARNm de COX-2 y mPGES-1. Asimismo,
la sobreexpresion del receptor EP2 aumento la activacion
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