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Fundamento y objetivo. Las anomalias lipidicas
constituyen un importante factor de riesgo
cardiovascular en los pacientes con diabetes
mellitus tipo 2. El tratamiento con rosiglitazona, si
bien mejora el control de la glucemia y reduce la
resistencia a la insulina, produce incrementos
moderados en las concentraciones de colesterol
LDL (cLDL) en estos pacientes. Un estudio clinico
reciente ha demostrado que la terapia combinada
con atorvastatina y rosiglitazona resulta altamente
beneficiosa, pues la estatina contrarresta el
incremento de cLDL producido por la
rosiglitazona. El objetivo del presente estudio ha
sido determinar el efecto de dichos farmacos sobre
la expresion de diversos genes implicados en la
captacion o en el eflujo de colesterol en el
macréfago, con la finalidad de evaluar si el
tratamiento combinado resulta beneficioso en las
fases iniciales de la formacion de la placa de
ateroma.

Métodos. Se incubaron macréfagos THP-1 de
forma simultanea con 150 pg/ml de LDL acetiladas
y los farmacos (atorvastatina 5 uM, rosiglitazona
2 UM o la combinacién de ambos) durante 24 h.
Los valores de ARNm se determinaron mediante
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reaccion de la transcriptasa inversa acoplada

a la reaccion en cadena de la polimerasa. Los
resultados se expresan como la media + desviacion
estandar de 3 experimentos realizados por
triplicado.

Resultados. Los niveles de ARNm del receptor
MSR-1 no resultaron modificados por el
tratamiento con atorvastatina; en cambio, el
tratamiento con rosiglitazona o con la
combinacién atorvastatina-rosiglitazona produjo
incrementos similares (46 y 39%,
respectivamente, p < 0,05) en la expresién de este
gen. En cuanto al receptor CD36, el tratamiento
con atorvastatina produjo una reduccién no
significativa en los niveles de ARNm, mientras
que el tratamiento con rosiglitazona produjo un
marcado incremento (68%, p < 0,05). Al
combinar ambos fArmacos, se observa una
atenuacion de la respuesta inducida por
rosiglitazona, ya que, aunque existe un cierto
incremento en los niveles de ARNm de CD36
(34%), no se llega a alcanzar la significacion
estadistica. Los niveles de ARNm de CLA-1,
caveolina-1, esterol 27-hidroxilasa, ABCAl y
ABCG1 no resultaron modificados
significativamente tras ninguno de los
tratamientos.

Conclusiones. Estos resultados sugieren que la
combinacién de rosiglitazona y atorvastatina
puede resultar beneficiosa, ya que atenua el
incremento en la expresion de CD36 producido por
rosiglitazona.

Palabras clave:
Rosiglitazona. Atorvastatina. CD36. MSR-1. ABCA1. ABCG.
CLA-1. Caveolina-1. Esterol-27-hidroxilasa. Macréfagos.
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EFFECTS OF ROSIGLITAZONE

IN COMBINATION WITH ATORVASTATIN
ON THE EXPRESSION OF GENES
RELATED TO CHOLESTEROL UPTAKE
AND EFFLUX IN MACROPHAGES

Background and objective. Lipid abnormalities
are a key cardiovascular risk factor in patients
with type 2 diabetes mellitus. Rosiglitazone is
effective in improving glycemic control and in
reducing insulin resistance, but may moderately
increase low-density lipoprotein (LDL)
cholesterol levels. A recent clinical study has
demonstrated that the combination of
rosiglitazone plus atorvastatin provides
additional benefits, as the statin counterbalances
the increase in LDL cholesterol caused by
rosiglitazone. The aim of the present study was
to determine the effects of these drugs on an
array of genes related to cholesterol uptake and
efflux in the macrophage, with the aim of
evaluating whether this combination is
beneficial in the initial steps of atherosclerotic
plaque formation.

Methods. THP-1 macrophages were simultaneously
exposed to acetyl-LDL (150 pg/ml) and the drugs (5
pM atorvastatin, 2 pM rosiglitazone or a
combination of both) for 24 h. Relative levels of
specific mRNAs were assessed by reverse
transcriptase-polymerase chain reaction. The
results are expressed as the mean + SD of 3
experiments.

Results. mRNA levels of the MSR-1 receptor
were not modified after atorvastatin treatment,
while incubation with rosiglitazone or with the
combination rosiglitazone-atorvastatin
significantly increased expression of this gene
(46% and 39%, respectively, p < 0.05). On the
other hand, CD36 mRNA levels were slightly
reduced by atorvastatin, while rosiglitazone
caused a significant increase (68%, p < 0.05).
When macrophages were exposed to a
combination of both drugs, the induction caused
by rosiglitazone was decreased, achieving only a
nonsignificant, 34% increase in CD36 mRNA
levels. Finally, none of the treatments modified
mRNA expression of CLA-1, caveolin-1, sterol
27-hydroxylase, ABCA1 or ABCGI.

Conclusions. These results suggest that a
combination of rosiglitazone and atorvastatin may
be beneficial, as the increase in CD36 expression
caused by rosiglitazone alone is attenuated by
atorvastatin.
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Introduccion

La diabetes mellitus tipo 2 afecta en la actuali-
dad a casi 1,5 millones de personas en Espana'. Re-
presenta un importante problema sanitario, puesto
que, ademas, su incidencia se ha incrementado de
forma continuada durante la pasada década?. Los
pacientes diabéticos presentan un elevado riesgo
de sufrir enfermedades cardiovasculares, debido,
entre otros factores, a la mayor prevalencia de dis-
lipemia que presentan en comparacién con la po-
blaciéon general’. Entre las alteraciones lipidicas
cuantitativas destacan la hipertrigliceridemia, aso-
ciada a niveles elevados de VLDL, disminucion del
colesterol HDL (cHDL) y alteraciones variables en
los niveles de colesterol LDL (cLDL); por otra par-
te, en el curso de la diabetes tipo 2 se producen
también anomalias cualitativas, como el enrique-
cimiento en LDL pequefias y densas, el aumento de
LDL oxidadas y de la glicacién de apolipopro-
tefnas®. Diversos estudios han demostrado que la
correccion de estas anormalidades lipidicas se aso-
cia a una reduccién significativa del riesgo de en-
fermedades cardiovasculares en pacientes con dia-
betes tipo 2°.

Las tiazolidindionas constituyen una nueva clase
de antidiabéticos orales que han demostrado su
eficacia para mejorar el control de la glucemia, re-
ducir la resistencia a la insulina y preservar la fun-
ci6én de las células beta pancreaticas®. El mecanis-
mo molecular por el cual las tiazolidindionas
ejercen estos efectos es la modificacion de la activi-
dad transcripcional del receptor PPARY’. Reciente-
mente se ha aprobado en Espafia la utilizacién de
un nuevo farmaco de este grupo, la rosiglitazona®.
Diversos estudios clinicos han puesto en evidencia
que el tratamiento de pacientes diabéticos con rosi-
glitazona produce incrementos entre un 7 y un
18% en las concentraciones de cLDL*'. La propia
dislipemia de base que presentan muchos diabéti-
cos, sumada al hecho de que la rosiglitazona puede
aumentar atin mas los niveles de cLDL, abre la po-
sibilidad de que estos pacientes puedan beneficiar-
se de una terapia combinada que incluya el uso de
una estatina junto con la rosiglitazona. En este
sentido, los resultados de un reciente estudio clini-
co demuestran que la adicién de atorvastatina no
modifica el efecto de la rosiglitazona sobre el con-
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trol de la glucemia, y que, en cambio, consigue
contrarrestar el efecto de las tiazolidindionas sobre
el cLDL, el cual se reduce hasta valores inferiores a
100 mg/dI™.

Los macréfagos constituyen uno de los tipos ce-
lulares mas estrechamente implicados en todas las
fases del proceso aterosclerético, desde su inicio y
desarrollo hasta los procesos que finalmente dan
lugar a la ruptura de las placas de ateroma'?. Asi,
los macréfagos expresan receptores scavenger im-
plicados en la captacion de LDL modificadas,
principalmente receptores scavenger de clase A
(SR-A 0 MSR) y el receptor CD36'. Debido a la
captacién continuada de LDL modificadas a través
de estos receptores, los macréfagos acumulan en
su interior grandes cantidades de colesterol, que
almacenan en forma de ésteres gracias a la activi-
dad del enzima acil-CoA:colesterol aciltransferasa
(ACAT). Para mantener la homeostasis celular, los
macro6fagos, que no son capaces de degradar el co-
lesterol, deben exportarlo a aceptores extracelula-
res que median su transporte hacia el higado,
principalmente HDL y apo A-1. La conversién de
colesterol en metabolitos mas polares, por accién
del enzima esterol 27-hidroxilasa (CYP27), facilita
su salida del macrofago. Asi, el 27-hidroxicoleste-
rol es exportado via HDL, mientras que productos
mas oxidados pueden incluso ser eliminados inde-
pendientemente de la presencia de aceptores en el
medio'*.

En el proceso de salida de colesterol desde el
macréfago intervienen principalmente los trans-
portadores ABCA1y G1, que vehiculizan el coleste-
rol hacia la apo A-1'5, y también el receptor CLA-1,
homélogo humano del receptor scavenger tipo BI
(SR-BI), en este caso via HDL'.

Varios de los receptores mencionados anterior-
mente estan localizados en microdominios de la
membrana plasmatica denominados caveolas, por
ejemplo SR-BI, CD36'” y ABCA1'8, Por otra parte,
la expresion de la caveolina-1, marcador de las ca-
veolas, esta regulada por los niveles de colesterol
celular'®. Recientemente se ha descrito que la caveo-
lina-1 puede regular de forma negativa el proceso
de captacion selectiva de ésteres de colesterol me-
diada por SR-BI%.

Teniendo en cuenta la posibilidad real de utilizar
en clinica la combinacién rosiglitazona-atorvastati-
na en pacientes con dislipemia y diabetes tipo 2, el
objetivo de este trabajo ha sido determinar el efec-
to de dichos farmacos sobre la expresion de una se-
rie de genes (MSR-1, CD36, CLA-1, CYP27, ABCAI,
ABCGI y CAVEOLINA-1I), implicados en la capta-
cién o en el eflujo de colesterol en el macréfago,
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con la finalidad de comprobar si la combinacién
resulta beneficiosa a este nivel.

Material y métodos

La atorvastatina utilizada en este estudio ha sido proporcio-
nada por Parke-Davis, Inc, Ann Arbor, MI (actualmente Pfi-
zer), y la rosiglitazona, por GlaxoSmithkline, UK. Los reacti-
vos usados para el cultivo celular son de Gibco, Invitrogen
Corporation (Paisley, UK), con excepcion del suero bovino fe-
tal y del 4-beta phorbol 12 beta miristato 13 alfa acetato
(PMA), obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). El reacti-
vo Ultraspect utilizado para la obtencién del ARN total se ob-
tuvo de Biotecx (Houston, TX). Los reactivos usados para la
reaccién de RT-PCR fueron de Invitrogen (Paisley, UK), a ex-
cepcion de los random hexamers y los oligonucleotidos especi-
ficos o primers obtenidos de Roche Diagnostics (Mannheim,
Alemania) y el o-[**P]JdATP de Amersham Biosciences (Frei-
burg, Alemania). El resto de reactivos utilizados fueron de gra-
do analitico y se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)
o de Panreac Quimica (Espafia).

Lipoproteinas

Las LDL (d = 1.006-1.063 g/ml) se obtuvieron a partir de
plasma de donantes sanos por ultracentrifugacién secuen-
cial?!, se dializaron en tampén fosfato salino (PBS), y su con-
centracién proteica se valoré por el método de Bradford?
usando albimina sérica bovina como estandar. Las LDL se
acetilaron segtin Basu et al®®, se dializaron y se procedié a su
concentracion mediante el sistema de filtros Millipore Centri-
plus?. El grado de acetilacién fue confirmado por el aumento
en movilidad electroforética respecto a las LDL nativas®.

Cultivo celular

La linea celular de leucemia monocitica humana THP-1 se
obtuvo de la European Collection of Cell Cultures (ECACC), y
se mantuvo en medio RPMI 1640 con 25 mM de Hepes Buffer,
suplementado con un 10% de suero bovino fetal (Fetal Bovine
Serum, EE.UU.), un 1% de L-glutamina 200 mM y 100 U/ml
de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina, a 37 °C y 5% de
CO,. La diferenciaciéon de monocitos a macréfagos se realizé
por exposicion de las células a 50 ng/ml de PMA durante 72
h?. Después de un periodo de estabilizacion de 16 h, las célu-
las se trataron simultdneamente con 150 pg/ml de ac-LDL y el
farmaco o farmacos, durante 24 h. Los farmacos se afiadieron
disueltos en DMSO, de forma que la concentracién final en el
medio de cultivo fuera del 0,1% de DMSO. Las concentracio-
nes de farmaco utilizadas (5 uM de atorvastatina y
2 UM de rosiglitazona) se eligieron en funcién de estudios an-
teriores realizados en macrofagos?®?®, teniendo en cuenta que
el tratamiento no modificase la viabilidad celular, determina-
da por el método MTT?.

Preparacion y andlisis del ARN

El ARN total se aisl6 mediante el reactivo Ultraspect, si-
guiendo las indicaciones del fabricante. Los valores relativos
de ARN mensajero (ARNm) se determinaron mediante la re-
accion de la transcriptasa inversa acoplada a la reaccién en
cadena de la polimerasa (RT-PCR). EI ADN complementario
(ADNCc) se sintetiz6 a partir de 0,5 pug de ARN total mediante
su incubacion con 125 ng de random hexamers y 200 U de la
enzima M-MLV-transcriptasa reversa en un tampén que
contenfa 50 mM de Tris-HCl, 75 mM de KCI, 3 mM de
MgCl,, 10 mM de ditiotreitol, 20 U de RNAsaOut y 0,5 mM
de cada ANTP en un volumen final de 20 pl. La reaccién se
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Tabla 1. Secuencias de los oligonucledtidos especificos o primers, tamaiio de los fragmentos amplificados
y numero de ciclos de amplificacién para cada uno de los genes estudiados

. . - Tamaro fragmento N.° de ciclos

Gen Secuencias de oligonucleéticos amplificado (pb) de amplificacion

MSR-1 Sentido 5-TCCTCAGCTCAGGGACATGGG-3’ 362 21
Antisentido 5-CGATCTCCTTTTTCACCCGGG-3’

CD36 Sentido 5-CTGTGACCGGAACTGTGGGCT-3 361 21
Antisentido 5-GAAGATGGCACCATTGGGCTG-3'

CLA-1 Sentido 5-ACGACACCGTGTCCTTCCTCG-3' 509 23
Antisentido 5-CGGGCTGTAGAACTCCAGCGA-3’

CAVEOLINA-1 Sentido 5-ACAAGCCCAACAACAAGGCCA-3' 245 30
Antisentido 5-GAGGGCAGACAGCAAGCGGTA-3’

CYP-27 Sentido 5-GCCATGGGCAGCCTGCCTGA-3’ 502 22
Antisentido 5-CTTGCGAGGAGTAGCTGCATC-3’

ABCA1 Sentido 5-GGAGGCAATGGCACTGAGGAA-3 181 20
Antisentido 5-CCTGCCTTGTGGCTGGAGTGT-3'

ABCGI Sentido 5-CCATGATGGTGTCGGCACATC-3’ 206 24
Antisentido 5-GCTGGTGGGCTCATCGAAGAA-3’

GAPDH Sentido 5-CAGTCCATGCCATCACTGCCA-3’ 302 18
Antisentido 5-AGGTGGAGGAGTGGGTGTCGC-3’

llevé a cabo a 37 °C durante 1 h. Una alicuota de 5 ul de la
reaccion de RT se utiliz6 para la reaccion de amplificacion
de PCR, que contenia en un volumen final de 50 pl: 0,5 ug de
cada oligonucleétido especifico, 200 UM de dNTPs, 1 U de
TagDNA polimerasa y 0,25 uCi de a-[*?P]JdATP en tampén 20
mM Tris-HCI (pH = 8,5) y 2,5 mM de MgCl,. Para evitar po-
sibles hibridaciones inespecificas, el ADNc y la Taq polime-
rasa se separaron de los oligonucledtidos especificos (senti-
do y antisentido) y dNTPs mediante una capa de parafina;
de este modo, s6lo entran en contacto cuando la parafina
funde a 60 °C. La reaccién de PCR se realizé en un termoci-
clador (MJ Research, WaterTown, MA) equipado con un sis-
tema Peltier y una sonda de temperatura. La reaccion se ini-
ci6 con una desnaturalizacién a 94 °C durante 1 min,
seguida del ciclo de amplificacién consistente en una desna-
turalizacién a 92 °C durante 1 min, una hibridacién con los
oligonucleétidos especificos a 60 °C durante 1 miny 15 sy
una etapa de sintesis a 72 °C durante 1 min y 50 s. La reac-
ci6n se terming, al final del ultimo ciclo de amplificacién,
con 5 min de sintesis final a 72 °C. Para cada uno de los ge-
nes estudiados se realizaron estudios preliminares de name-
ro de ciclos de amplificacién y cantidad de ADNc a amplifi-
car para determinar las condiciones éptimas de trabajo (por
debajo del limite de saturacién). Las secuencias especificas
de los oligonucleétidos sentido y antisentido utilizados, asi
como el tamafio del fragmento amplificado y el ndmero de
ciclos de amplificacién para cada gen, se presentan en la ta-
bla 1. Un total de 5 ul de la reaccién de PCR fueron someti-
dos a electroforesis en gel de poliacrilamida al 5% en 1X
Tris borato-EDTA, y los productos de la amplificacion fue-
ron visualizados mediante autorradiografia (RX-OMAT S
Kodak). La intensidad de las bandas fue cuantificada por
densitometria (Vilbert Lourmat Imaging). Este método per-
mite una cuantificacién relativa de los niveles de ARNm de
cada uno de los genes estudiados normalizados con los del
gen control, en nuestro caso la GAPDH.

Los resultados corresponden a la media + desviacién estan-
dar de 3 experimentos independientes realizados por triplica-
do. Las diferencias estadisticamente significativas se calcula-
ron mediante el test ANOVA combinado con el test de
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Student-Newman-Keuls, utilizando el programa informatico
GraphPad Instat.

Resultados

Efecto del tratamiento sobre la expresion
de receptores relacionados con la captacion
de LDL modificadas

Monocitos THP-1, previamente diferenciados a
macréfagos por exposicion a ésteres de forbol, se
trataron de forma simultdnea con los farmacos
(atorvastatina 5 UM, rosiglitazona 2 uM o la combi-
nacién de ambos) junto con 150 pg/ml de LDL ace-
tiladas durante 24 h, y se analizé la expresion de
diversos genes implicados en la captacién de coles-
terol por el macréfago: MSR-1, CD36 y CLA-1.

Los niveles de ARNm del receptor MSR-1 no
resultaron modificados por el tratamiento con
atorvastatina, en comparaciéon con macréfagos
expuestos a LDL acetiladas en ausencia de farma-
co; en cambio, el tratamiento con rosiglitazona o
con la combinacién atorvastatina-rosiglitazona
produjo incrementos similares (46 y 39%, respec-
tivamente, p < 0,05) en la expresion de este gen
(fig. 1).

El tratamiento con atorvastatina produjo una re-
duccién no significativa del 21% en los niveles de
ARNm de CD36; por el contrario, el tratamiento con
rosiglitazona produjo un marcado incremento (68%,
p < 0,05). Al combinar ambos farmacos, se observa
una atenuaci6n de la respuesta inducida por rosigli-
tazona, ya que aunque existe un cierto incremento
en los niveles de ARNm de CD36 (34%), no se llega a
alcanzar la significacion estadistica (fig. 2).
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Efecto del tratamiento sobre la expresion
de moléculas implicadas en el eflujo de colesterol
desde el macrdfago

Ninguno de los farmacos ensayados, ni por sepa-
rado ni en combinacién, produjo modificaciones
significativas en la expresion de diversos genes rela-
cionados de una forma u otra con la salida de coles-
terol del macréfago (tabla 2): CAVEOLINA-1, marca-

AcLDL ATV (5 uM) ROSI (2 uM) ATV + ROSI

Figura 1. Efecto del tratamiento
MSR-1 con atorvastatina, rosiglitazona
y una combinacién de ambos
farmacos sobre los niveles de
GAPDH ARNm de MSR-1 en macréfagos
THP-1 tratados simultdneamen-
te con LDL acetiladas. Las célu-
las fueron incubadas de forma
. . simultdnea con 150 pg/ml de
' T 4% T39% acetil-LDL y el farmaco o farma-
. cos durante 24 h. Se analizaron
8 0.8 1 T 0,5 ug de ARN total mediante
EE RT-PCR. La figura muestra una
32 0.6 + T T autorradiograffa representativa
S g del ensayo y la cuantificacion
3’:}% 0,4 - relativa de los niveles de ARNm
=2 normalizados con los del gen
3 02 control GAPDH. Los resultados
se expresan en unidades arbitra-
0 ; ; ; , rias y corresponden a la media +
AcLDL ATV (5 uM) ROSI (2 uM) ATV + ROSI desviacion estandar de 3 experi-
mentos realizados por triplica-

do. *p < 0,05.

dor de las caveolas; CYP-27, responsable de la for-
macion de metabolitos mas polares y mas facilmen-
te exportables de colesterol; CLA-1, homdlogo hu-
mano de SR-BI, relacionado con la vehiculizacién
del colesterol libre hacia las HDL; por tltimo, los
transportadores ABC (ABCA1 y ABCG1), implicados
en el eflujo de colesterol hacia la apolipoproteina A-
I, tampoco sufrieron alteraciones en su expresion.

AcLDL ATV (5 uM) ROSI (2 uM) ATV + ROSI

Figura 2. Efecto del tratamiento
CcD36 con atorvastatina, rosiglitazona
y una combinacion de ambos
farmacos sobre los niveles de
GAPDH ARNm de CD36 en macréfagos
THP-1 tratados simultdneamen-
te con LDL acetiladas. Las célu-
las fueron incubadas de forma
o5 simultanea con 150 pg/ml de
’ T 68% acetil-LDL y el farmaco o farma-
. cos durante 24 h. Se analizaron
<8 2 0,5 pg de ARN total mediante
Eg RT-PCR. La figura muestra una
<a 157 autorradiograffa representativa
S T del ensayo y la cuantificacion

= o yo 'y
%‘% 1 T relativa de los niveles de ARNm
S normalizados con los del gen
3 05 - control GAPDH. Los resultados
se expresan en unidades arbitra-
0 ; ; ; ) rias y corresponden a la media +
AcLDL ATV (5 uM) ROSI (2 uM) ATV + ROSI desviacion estandar de 3 experi-
mentos realizados por triplica-

do. *p < 0,05.
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Tabla 2. Efecto de la atorvastatina, la rosiglitazona y su combinacién sobre los niveles de ARNm de CLA-1,
CAVEOLINA-1, CYP-27, ABCA1 y ABCG1 en macroéfagos tratados simultineamente con LDL acetiladas

CLA-1 CAVEOLINA-1 CYP-27 ABCA1 ABCG1
AcLDL 0,777 + 0,259 0,614 + 0,071 1,947 £ 0,531 1,153 £0,129 1,077 + 0,120
ATV (5 uM) 0,806 + 0,240 0,605 + 0,063 2,264 + 0,513 1,048 + 0,203 1,064 + 0,161
ROSI (2 uM) 0,822 + 0,259 0,687 + 0,106 1,784 + 0,661 1,337 0,321 1,249 + 0,288
ATV + ROSI 0,848 + 0,280 0,645 + 0,093 2,187 + 0,855 1,173 £ 0,277 1,079+ 0,174

Las macr6fagos THP-1 se trataron de forma simultédnea con 150 pg/ml de acetil-LDL y el farmaco o farmacos durante 24 h. Se
analizaron 0,5 g de ARN total mediante RT-PCR. La tabla muestra la cuantificacién relativa de los niveles de ARNm de CLA-1,
CAVEOLINA-1, CYP-27, ABCA1 y ABCGI normalizados con los del gen control GAPDH. Los resultados se expresan en unidades
arbitrarias y corresponden a la media + desviacion estandar de 3 experimentos realizados por triplicado.

Discusion

El objetivo principal del presente estudio ha sido
determinar si la combinacién de rosiglitazona y
atorvastatina, de posible aplicacién en pacientes
con diabetes tipo 2 y dislipemia!!, produce efectos
beneficiosos en las fases iniciales de la formacién
de la placa de ateroma. Para ello, se ha escogido
uno de los tipos celulares implicados de forma mas
directa en la génesis de las células espumosas y las
estrias grasas: el macréfago!®. El balance de los ni-
veles de colesterol en estas células depende, por
una parte, de la captacién de LDL modificadas, y,
por otra, de los mecanismos desarrollados para eli-
minar el colesterol acumulado, excretandolo hacia
el medio extracelular, en presencia o en ausencia
de aceptores adecuados. En el primer caso, el pro-
ceso estd mediado por la expresién de receptores
scavenger en la superficie del macréfago, tales
como MSR-1y CD36.

El receptor MSR-1, receptor scavenger de macré-
fago tipo 1, también denominado receptor scavenger
de clase A tipo 1, fue el primer receptor de este tipo
clonado y caracterizado®. Presenta una estructura
trimérica con varios dominios estructurales, entre
los que se incluye una regién implicada en el reco-
nocimiento de un amplio rango de ligandos; éstos
son principalmente sustancias polianiénicas, entre
las que se encuentran lipoproteinas modificadas,
como las LDL oxidadas y acetiladas®'. Poco después
de su clonacion, se demostré la presencia de MSR-1
en los macroéfagos de lesiones ateroscleréticas®, y en
diversos estudios in vitro se observé que la capta-
cién de lipoproteinas modificadas, mediada por este
receptor en macréfagos, conducia a la formacién de
células espumosas®. La implicacién de MSR-1 en la
aterogénesis parecié confirmarse con los estudios de
Suzuki et al**, en los que se observé que al cruzar ra-
tones deficientes en MSR-1 con ratones deficientes
en apo E se reducia cerca de un 60% la formacién
de lesiones aterosclerdticas, en comparacion con ra-
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tones deficientes en apo E pero que expresaban nor-
malmente MSR-1.

En el presente trabajo se ha demostrado que el
tratamiento de macréfagos THP-1 con rosiglitazona
2 uM produce un incremento significativo en la ex-
presién de MSR-1. En cambio, el tratamiento con
atorvastatina 5 UM no produce ningin efecto sobre
los niveles de ARNm de MSR-1. Esta falta de efecto
probablemente se relaciona con el hecho de que en
nuestros experimentos se han utilizado macréfagos
plenamente diferenciados; asi, se ha descrito que el
tratamiento con lovastatina atentia la induccién de
MSR-1 que se produce durante el proceso de dife-
renciacion del monocito, pero no tiene efecto en
macroéfagos diferenciados®. La adicién de atorvas-
tatina no modifica el efecto de rosiglitazona, ya que
se continia detectando un incremento significativo
en los niveles de ARNm de MSR-1.

En estudios previos en cultivos primarios de ma-
crofagos humanos, se ha descrito que el tratamien-
to con glitazonas no modifica la expresién de
ARNm de MSR-73¢37. En nuestro caso, los farmacos
se han afiadido durante el periodo de exposicién a
LDL acetiladas, las cuales son captadas de forma
mayoritaria por este receptor en células THP-1%; es
evidente que el efecto farmacolégico varfa notable-
mente en funcién del grado de diferenciacién o de
carga lipidica del macréfago®, lo que puede expli-
car, al menos en parte, las discrepancias de nues-
tros resultados con los de Moore y Vosper**¥. En
cuanto al posible significado fisiologico de la induc-
cién de MSR-1, debe tenerse en cuenta que la pre-
misa de que MSR-I acttia como promotor de la ate-
rosclerosis es cuestionable’!. Asi, en un estudio
reciente se ha evidenciado que la expresion de
MSR-1 en macréfagos de ratones deficientes en el
receptor LDL reduce significativamente la exten-
sién y formacion de lesiones ateromatosas®. De he-
cho, las funciones de MSR-1 no se limitan a la cap-
tacion de LDL modificadas, sino que presenta otras

Clin Invest Arterioscl 2004;16(1):10-7 15



LLAVERIAS G, ET AL. EFECTOS DE LA COMBINACION ROSIGLITAZONA-ATORVASTATINA SOBRE LA EXPRESION DE GENES IMPLICADOS EN LA

CAPTACION Y EN EL EFLUJO DE COLESTEROL EN EL MACROFAGO

actividades biolGgicas (mediacién de la adhesion a
sustratos o interaccion con vias de sefializacion in-
tracelular) que pueden estar relacionadas con la re-
duccion de la aterosclerosis®. Por tanto, el efecto de
la rosiglitazona sobre la expresion de MSR-1 en ma-
créfagos no implica necesariamente la promocién
del desarrollo de lesiones ateromatosas.

De igual modo, la induccién de CD36 por parte
de agonistas PPARY fue inicialmente evaluada como
un fenémeno negativo, puesto que hipotéticamente
favoreceria la formaciéon de células espumosas®.
Estudios mas recientes sugieren que el incremento
en la expresion de CD36 no implica necesariamente
una mayor acumulacién de colesterol en el macré-
fago®®#!; sin embargo, no puede descartarse un pa-
pel proaterogénico, ya que, al menos en ciertas con-
diciones, la incubacién de macréfagos THP-1 con
glitazonas provoca un aumento significativo en los
niveles de colesterol intracelular®?. En este sentido,
puede destacarse que los resultados de nuestro tra-
bajo sugieren que la combinacién de rosiglitazona y
atorvastatina puede resultar beneficiosa, ya que ate-
nta el incremento en la expresién de CD36 produci-
do por la rosiglitazona. De hecho, se observa que la
incubacion de las células con atorvastatina sola-
mente provoca una cierta reduccion en la expresion
de CD36 en los macrofagos. El efecto no llega a al-
canzar la significacion estadistica, posiblemente
porque, igual que sucede con MSR-1, la reduccién
que provocan las estatinas sobre la expresion de
CD36 es mucho mas evidente en monocitos 0 ma-
créfagos poco diferenciados®™*. Sin embargo, al
combinar con rosiglitazona, el efecto de atorvastati-
na sobre la expresion de CD36 se pone de manifies-
to. Asi, mientras que la incubacién con rosiglitazo-
na sola produce un aumento del 68% en los niveles
de ARNm de CD36 (p < 0,05), al afiadir atorvastati-
na la induccién sélo alcanza un 34%, y pierde la
significacion estadistica respecto a los niveles de
ARNm en células control.

Respecto a los receptores implicados en la salida
o eflujo de colesterol desde el macréfago, el trata-
miento con atorvastatina, rosiglitazona o la combi-
nacién de ambos farmacos no produce, al menos en
nuestras condiciones de trabajo, ninguna alteracién
significativa en su expresion. En cualquier caso, la
informacién respecto el efecto de estos farmacos
sobre los diversos genes estudiados o bien es inexis-
tente (caso de CAVEOLINA-1 o esterol-27 hidroxila-
sa) o bien es contradictoria (SR-BI, transportadores
ABC). En el caso de ABCAI, diversos autores han
descrito un incremento en su expresion tras el tra-
tamiento de macréfagos con agonistas PPARY, a tra-
vés de una cascada transcripcional mediada por
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LXRo*#4, Sin embargo, Claudel et al* no obser-
varon ningtn efecto sobre los niveles de ARNm de
ABCAI en monocitos RAW 264.7 tratados con ago-
nistas PPARYy. Asimismo, Akiyama et al?® demostra-
ron, tanto en macréfagos control como deficientes
en PPARY, que el tratamiento con rosiglitazona no
afectaba la expresion de ABCAI, e incluso, en el
caso de troglitazona, ésta resultaba inhibida.

En cuanto a CLA-1, el homélogo humano de SR-
BI, su expresion no resulté modificada tras ningu-
no de los tratamientos, al menos en nuestras condi-
ciones experimentales. Chawla et al*’ tampoco
observaron cambios en la expresién de SR-BI en
macroéfagos derivados de células embrionarias plu-
ripotenciales. Sin embargo, Chinetti et al*’ observa-
ron que el tratamiento de macréfagos derivados de
monocitos humanos con rosiglitazona produjo un
marcado incremento en los niveles de proteina
CLA-1. Una posible explicacién para esta discre-
pancia reside en la utilizacién de distintos modelos
celulares que pueden responder de forma diferente
al tratamiento. Asi, en cultivos primarios de mono-
citos humanos se produce una induccién de CLA-1
durante el proceso de diferenciaciéon, mientras que
en la linea celular THP-1, la expresién de CLA-1 re-
sulta inhibida tras su diferenciacién a macréfagos
por exposicion a ésteres de forbol*.

En conclusién, en las condiciones utilizadas en
este trabajo (macrofagos THP-1 tratados con ator-
vastatina 5 pM, rosiglitazona 2 uM o la combina-
cion de ambos, simultdneamente con LDL acetila-
das) no se produjeron modificaciones en la
expresion de ninguno de los genes estudiados rela-
cionados con el proceso de eflujo de colesterol del
macréfago (CLA-1, ABCAI y G1, CAVEOLINA-1 o
CYP-27). En cambio, se observé un incremento sig-
nificativo en los niveles de ARNm de MSR-1 tras el
tratamiento con rosiglitazona, sola o en combina-
ci6én con atorvastatina, y una atenuacion del efecto
inductor de la glitazona sobre la expresién de CD36
cuando se combina con atorvastatina. Teniendo en
cuenta las controversias existentes sobre el papel
proaterogénico o antiaterogénico de estos recepto-
res, resulta necesario realizar mas estudios para
poder concluir si esta combinacién de farmacos, de
muy probable uso en clinica, es 0 no beneficiosa en
el macréfago, célula clave en el desarrollo de lesio-
nes ateroscleréticas.
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