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Introduccién. La activacion o la sobreexpresion
del receptor activado por proliferadores
peroxisémicos y (PPARY) induce la expresion de
caveolina-1 en diferentes tipos celulares. El
objetivo de este estudio ha sido evaluar si los
agonistas PPAR regulan la expresion de la
caveolina-1 en macréfagos, y explorar los posibles
mecanismos implicados.

Material y métodos. Se diferenciaron monocitos
THP-1 por exposicién a PMA durante 24 h y,
posteriormente, se trataron con rosiglitazona a
diferentes dosis y durante distintos periodos. Los
valores de ARNm se determinaron por la reaccion
de la transcriptasa inversa acoplada a la reaccion
en cadena de la polimerasa (RT-PCR), y la
expresion de la protefna mediante western-blot.

Resultados. El tratamiento con la rosiglitazona
aumento los valores de ARNm y de proteina de
caveolina-1 de forma dependiente de la dosis y el
tiempo en macréfagos THP-1. Esta induccién no se
observé en presencia de inhibidores de la
transcripcion o de la sintesis de novo de proteinas.
El incremento de la expresion de caveolina-1
producido por rosiglitazona no se relaciona con el
estado de diferenciacion celular y parece ser
dependiente de la activacion PPAR, ya que la
presencia del antagonista PPAR GW9662 lo anulé
por completo. Por tltimo, se ha identificado un
elemento de respuesta a proliferadores
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peroxisémicos (PPRE) funcional en el promotor
del gen de la caveolina-1, que se activa por el
tratamiento con rosiglitazona en macréfagos
THP-1.

Conclusiones. La rosiglitazona incrementa la
expresion de caveolina-1 en macroéfagos, a través
de la activacion de los PPAR y, probablemente,
como consecuencia de la unién al PPRE
identificado en la secuencia del promotor del gen
de la caveolina-1.
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REGULATION OF CAVEOLIN-1 EXPRESSION
IN MACROPHAGES BY PPAR AGONISTS

Introduction. Peroxisome proliferator-activated
receptor Y (PPARY) activation or overexpression
induce caveolin-1 expression in several cell types.
The aim of this study was to ascertain whether
PPAR agonists could also regulate the caveolin-1
gene in macrophages, and to investigate the
mechanisms involved.

Materials and methods. PMA-treated THP-1
monocytes were incubated with rosiglitazone at
different concentrations and for different periods
of time. MRNA levels were determined by RT-PCR
and protein expression by Western blot.

Results. Our experiments demonstrated that
rosiglitazone dose- and time-dependently increased
caveolin-1 mRNA and protein in THP-1
macrophages. This induction was not observed in
the presence of transcription inhibitors or de novo
protein synthesis. We also showed that the increase
in caveolin-1 elicited by rosiglitazone was not
related to macrophage differentiation. This
inductive effect seems to be dependent on PPAR
activation, since the PPAR antagonist GW9662
abolished it. Finally, we identified a functional

Clin Invest Arterioscl. 2005;17(5):213-22 213



LLAVERIAS G, ET AL. REGULACION DE LA EXPRESION DE CAVEOLINA-1 EN MACROFAGOS POR AGONISTAS PPAR

peroxisome proliferator response element (PPRE)
in the caveolin-1 promoter, which was activated
upon rosiglitazone treatment in THP-1
macrophages.

Conclusions. PPAR activators, such as the PPARy
agonist rosiglitazone, increase caveolin-1
expression in macrophages. This effect appears to
be mediated by PPAR activation, possibly by the
binding of activated PPAR to the PPRE identified
in the caveolin-1 promoter.

Key words:
Caveolin-1. Macrophage. Rosiglitazone. PPAR.

Introduccién

Las caveolinas son una familia de proteinas que
comprende 3 isoformas: la caveolina-1 y la caveoli-
na-2 se expresan en la mayoria de tipos celulares, y
son especialmente abundantes en células endotelia-
les, fibroblastos, adipocitos y neumocitos de tipo I,
mientras que la caveolina-3 es especifica del tejido
muscular!. La caveolina-1 es una proteina integral
de membrana de 22 kDa identificada como marca-
dor principal de las caveolas?, microdominios de
membrana ricos en colesterol y esfingolipidos®. La
caveolina-1 posee la capacidad de unirse al coleste-
rol*, es esencial para la formacién de las caveolas!,
actia como inhibidor de distintas moléculas de se-
falizacién, como la éxido nitrico sintasa endote-
lial’, y esta involucrada en el transporte vesicular y
la tumorogénesis®.

Hasta el momento, los estudios sobre la expre-
sién de la caveolina-1 en macréfagos han ofrecido
resultados contradictorios. Asi, la expresion de ca-
veolina-1 fue detectada en células THP-1 por im-
munodeteccién y por la reaccion de la transcripta-
sa inversa acoplada a la reaccién en cadena de la
polimerasa (RT-PCR)’, mientras que en otras lineas
celulares de macréfagos (J774 y RAW264.7) se de-
tectd la expresion de caveolina-1 por RT-PCR?, pero
no por western blot’. Recientemente, se ha detecta-
do la expresion de caveolina-2 en células J774°,
pero no en células THP-17.

La caveolina-1 parece estar involucrada en la ho-
meostasis del colesterol, ya que afecta su transpor-
te intracelular y participa en su intercambio con el
medio extracelular, es decir, en los procesos de cap-
tacién y eflujo de colesterol'. El papel de las ca-
veolas y la caveolina en la salida de colesterol de la
célula es un tema controvertido. Asi, algunos estu-
dios muestran que la expresién de caveolina-1 fa-
vorece el eflujo de colesterol'®!!, mientras que en
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otros no se observa ningtin efecto' o incluso se
produce una reduccién'®. Algunos autores sugieren
que la caveolina podria desempefar un papel indi-
recto en este proceso, transportando el colesterol
hacia las caveolas, desde donde serfa distribuido
por difusién lateral hacia dominios de la membra-
na colindantes ricos en ABCA1'.

Los receptores activados por proliferadores pe-
roxisémicos (PPAR) son factores de transcripcién
dependientes de ligando que heterodimerizan con
el receptor del acido 9-cis-retinoico (RXR) y se
unen a secuencias especificas del ADN conocidas
como elementos de respuesta a proliferadores pe-
roxisémicos (PPRE), modulando la transcripcién
de genes involucrados en el metabolismo lipidico,
la inflamacién y la diferenciacion celular'*!>. Hay
3 subtipos de PPAR, a, B/8 y v, que presentan dis-
tinto patrén de expresion tisular. El receptor
PPARY se expresa en macréfagos y en células es-
pumosas derivadas de macroéfagos, presentes en
lesiones ateroscleréticas humanas. Las tiazolidin-
dionas, entre ellas la rosiglitazona, utilizadas en
el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 por
su efecto de mejora de la sensibilidad del organis-
mo a la accién de la insulina, se comportan como
ligandos de PPARY. A pesar de que los agonistas
PPARY ejercen algunas acciones que no dependen
de su unién directa con el ADN', las tiazolidin-
dionas llevan a cabo la mayoria de sus efectos a
través de la activacion del receptor PPARY. Asi, la
activaciéon PPARYy produce un aumento en la ex-
presion del receptor scavenger de clase B CD36 en
macroéfagos, efecto que parece favorecer la capta-
cién de lipoproteinas oxidadas, y con ello la for-
macién de la célula espumosa!’. Por otra parte,
los ligandos PPARY activan el receptor LXRa, que
a su vez induce la expresion del transportador
ABCA1', ABCA1 participa en el transporte activo
de colesterol y fosfolipidos hacia aceptores extra-
celulares de colesterol, principalmente la apoli-
proteina A-I'°. Este aumento del eflujo de coleste-
rol mediado por ABCA1 compensa el incremento
de CD36 vy, por ello, el efecto neto de la activacién
PPARY parece ser antiaterogénico®.

Recientemente, se ha descrito que los ligandos
PPARY incrementan la expresién de caveolina 1y 2
en células cancerosas humanas?!, y que la sobreex-
presién de PPARY en ratones deficientes en PPARa
induce la expresién de caveolina-1 en el higado?.
Teniendo en cuenta que tanto PPARy como caveoli-
na-1 se expresan en macréfagos, el objetivo de este
trabajo fue estudiar el efecto de la rosiglitazona so-
bre la expresién de la caveolina-1 en macréfagos
humanos THP-1.
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Material y métodos

La rosiglitazona utlilizada en este estudio fue proporciona-
da por GlaxoSmithkline (Reino Unido). Los reactivos usados
para el cultivo celular son de Gibco, Invitrogen (Paisley, Reino
Unido). El suero bovino fetal, el 4-f phorbol 12 miristato 13
acetato (PMA), la actinomicina D y la cicloheximida se obtu-
vieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). El antagonista de
PPARY es de Cayman Chemical. El reactivo Ultraspect utiliza-
do para la obtencién del ARN total se obtuvo de Biotecx
(Houston, TX). Los reactivos usados para la reacciéon de RT-
PCR fueron de Invitrogen (Paisley, Reino Unido), a excepcion
de los random hexamers y los oligonucleétidos especificos o
primers, obtenidos de Roche Diagnostics (Mannheim, Alema-
nia), y del o-[**P]dATP, de Amersham Biosciences (Freiburg,
Alemania). El anticuerpo policlonal de conejo utilizado para la
inmunodeteccién de la caveolina-1 se obtuvo de BD Transduc-
tion Laboratories, mientras que para la inmunodeteccién de la
B-actina se utilizé un anticuerpo monoclonal de ratén de Sig-
ma-Aldrich. El resto de reactivos utilizados fueron de grado
analitico, y se obtuvieron de fuentes comerciales.

Cultivo celular

La linea de leucemia monocitica humana THP-1 se obtuvo
de la European Collection of Cell Cultures (ECACC), y se man-
tuvo en medio RPMI 1640 con 25 mM de tamp6n Hepes, su-
plementado con un 10% de suero bovino fetal, un 1% de L-glu-
tamina 200 mM, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina, a 37 °C en un 5% de CO,.

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 RT-
PCR. El ADN complementario (ADNCc) se sintetiz6 a partir de
0,5 ug de ARN total mediante su incubacién con 125 ng de
random hexamers en presencia de 75 mM KCl, 3 mM MgCl,
10 mM ditiotreitol, 200 U de la enzima M-MLV-transcriptasa
reversa, 20 U ARNsin y 0,5 mM de cada ANTP en un volumen
total de 20 pl de tampén Tris/HCI 50 mM pH 8,3. La reaccién
se llev6 a cabo a 37 °C durante 1 h. Una alicuota de 5 ul de la
reaccion de RT se utilizé para la reaccién de amplificacién de
PCR junto con los oligonucleétidos especificos. Asi, cada 50 pl
de la reacciéon de PCR contenfan 5 pl de la reacciéon de RT,
1,2 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 0,25 pCi o-[*?P]JdATP (3.000
Ci/mmol), 1 U de TagADN polimerasa, y 0,5 ug de cada oligo-
nucledtido especifico (sentido y antisentido) en tampén
Tris/HCl 20 mM pH 8,5. Para evitar posibles hibridaciones
inespecificas, el ADNc y la Taq polimerasa se separaron de los
oligonucleétidos especificos y de los ANTP mediante una capa
de parafina; de este modo sélo entran en contacto cuando la
parafina funde a 60 °C. Las secuencias de los oligonucleétidos
sentido y antisentido utilizados para estudiar cada uno de los
genes fueron: caveolina-1, 5-~ACAAGCCCAACAACAAGGCCA-3’
y 5-GAGGGCAGACAGCAAGCGGTA-3’; PPARY, 5-CATTCTGG-
CCCACCAACTTTGG-3'y 5-TGGAGATGCAGGCTCCACTTTG-3’;
CD11b, 5-AAGAGAACGCAAGGGGCTTCG-3'y 5-AGGGACAG-
GCCCAGGGACATG-3, y gapdh, 5-CAGTCCATGCCATCACTG-
CCA-3'y 5-AGGTGGAGGAGTGGGTGTCGC-3'. La reaccién de
PCR se realiz6 en un termociclador MJ Research equipado con
un sistema Peltier y una sonda de temperatura. Después de
una desnaturalizacién de 1 min a 94 °C, la reaccién de PCR se
llevé a cabo en 22 (caveolina-1) y 20 (PPARy y CD11b) ciclos
de amplificacién. Cada ciclo consistié en una desnaturaliza-
cién a 92 °C durante 1 min, una hibridacién con los oligonu-
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cleétidos especificos a 60 °C durante 1 min y 15 s, y una eta-
pa de sintesis a 72 °C durante 1 min y 50 s. La reaccién se
termind, al final del dltimo ciclo de amplificacién, con 5 min
de sintesis final a 72 °C. Un total de 5 pl de la reaccién de
PCR fueron sometidos a electroforesis en gel de poliacrilami-
da al 5% y los productos de amplificacion fueron visualiza-
dos mediante autorradiografia (Agfa, Medical X-ray film). La
amplificacion de cada gen dio lugar a la visualizaciéon de una
sola banda del tamafio esperado (caveolina-1, 245 pb; PPARY,
229 pb; CD11b, 195 pb, y gapdh, 302 pb). Para cada uno de
los genes estudiados se realizaron ensayos preliminares de
namero de ciclos de amplificacién y cantidad de ADNc am-
plificado para determinar las condiciones 6ptimas de trabajo
(por debajo del limite de saturacion). Finalmente, la intensi-
dad de las bandas fue cuantificada por densitometria (Vilbert
Lourmat Imaging). Este método permite la cuantificacién re-
lativa de los valores de ARNm de cada uno de los genes es-
tudiados, normalizados utilizando la gapdh como control in-
terno.

Andlisis de western blot

Se sometieron 50 ug de extracto de proteina total a electro-
foresis en geles de SDS-poliacrilamida (12,5%). Posteriormen-
te, las proteinas fueron transferidas a membranas de PVDF
(Immobilon-P de Millipore, Bedford, MA). Las membranas se
bloquearon durante 1 h a temperatura ambiente en tamp6n
TBS que contenfa un 0,5% de Tween 20 y un 5% de leche en
polvo no grasa, y la inmunodeteccion se realizé utilizando un
anticuerpo policlonal de conejo anticaveolina-1 (dilucién
1:5.000 en solucién de bloqueo, durante 1 h a temperatura am-
biente). Las membranas se lavaron 4 veces durante 10 min en
TBS con un 0,5% de Tween 20 y un 0,2% de leche. Posterior-
mente, se procedié a la incubacién de las membranas con un
anticuerpo secundario adecuado (dilucién 1:2.000), en las mis-
mas condiciones utilizadas para la incubacién con el anticuer-
po primario. La inmunodeteccién se llevé a cabo por quimio-
luminiscencia utilizando el enhanced chemiluminiscence (ECL)
detection system (Biological Industries, Israel). Las membranas
fueron también incubadas con un anticuerpo monoclonal anti-
B-actina (dilucién 1:5.000), para comprobar que la carga de
proteina entre las distintas muestras era equivalente. El tama-
fio de las proteinas detectadas se estimé mediante unos estan-
dares de peso molecular conocido (BioRad).

Ensayos de retardo de la movilidad electroforética
(EMSA)

Los extractos nucleares de macréfagos THP-1 se prepararon
segun describen Dignam et al?, utilizando un 0,03% de Tritén
X-100 para el lisado de las células. Las concentraciones de
proteina de estos extractos se determinaron por el método de
Bradford?, y posteriormente fueron congelados en N, liquido
y almacenados a -80 °C. La sonda PPRE-Cav-1 se generd me-
diante la sintesis de una doble cadena de 2 oligonucleétidos
complementarios (Roche Diagnostics) situados entre las posi-
ciones -278 y -258 del promotor del gen de la caveolina-1 hu-
mano, respecto al lugar de inicio de la traduccién. Las secuen-
cias de oligonucleétidos utilizadas para la construccién de esta
sonda fueron: cadena sentido, 5-GCGCGGGACAACGTTCTCA-
CT-3' y cadena complementaria o antisentido, 5-~AGTGAGAA-
CGTTGTCCCGCGC-3'. Finalmente, el oligo de doble cadena se
sometié a una reacciéon de marcado con T, polinucleétido ci-
nasa y y-[*?P]ATP.

Los ensayos de retardo de la movilidad electroforética o
EMSA se llevaron a cabo, basicamente, segin describen Noé
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et al®®. Los 20 pl de volumen de reaccién contenian un 5% de
glicerol, 1 mM de MgCl,, 0,5 mM EDTA, 0,5 mM ditiotreitol,
60 mM KCl, 2 ug de extracto de proteina nuclear, 1 pug de es-
perma de arenque, 20,000 cpm de sonda marcada y Tris/HCI
25 mM, pH 8.0. La mezcla se incubé durante 15 min en au-
sencia de la sonda marcada, y luego durante 30 min en su
presencia. Los complejos proteina-ADN se separaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 5% en 0,5X Tris/bo-
rato/EDTA a 4 °C. Finalizada la electroforesis, se procedi6 al
secado de los geles, que se pusieron en contacto con panta-
llas de europio, y posteriormente fueron escaneadas median-
te un phosphorimager (Storm 840, Molecular Dynamics,
Sunnyvale, CA).

Andlisis estadistico

Los resultados mostrados corresponden a la media + desvia-
cién estandar. La significacién estadistica de las diferencias se
evalué mediante el test ANOVA combinado con el test de Stu-
dent-Newman-Keuls, con el programa informatico GraphPad
Instat, version 3.05.

Resultados

La rosiglitazona incrementa los valores de ARNm
de caveolina-1

Los monocitos THP-1 se diferenciaron a macré-
fagos por exposicién a PMA durante 24 h, y se tra-
taron posteriormente con concentraciones crecien-
tes de rosiglitazona (0,005-2 uM) durante 24 h
adicionales. El tratamiento produjo un notable in-
cremento del ARNm de caveolina-1, que resulta

significativo a 0,05 uM de rosiglitazona (p < 0,01).
El efecto maximo (induccién de 3,4 veces respecto
a las células control) se alcanz6 a la concentracién
de 1 uM (fig. 1 A). A esta concentraciéon de rosi-
glitazona, los valores de ARNm de caveolina-1 se
incrementaron a las 3 h de tratamiento (p < 0,05
respecto a las células tratadas durante 3 h con ve-
hiculo) y se mantuvieron elevados 2-2,6 veces entre
las 6 y las 24 h (fig. 1 B).

La rosiglitazona incrementa la expresion de la
proteina de caveolina-1 en macréfagos THP-1

Con el objetivo de comprobar si las modificacio-
nes en los valores de ARNm de caveolina-1 estaban
asociadas con cambios en la expresion de la corres-
pondiente proteina, se realizaron ensayos de wes-
tern blot. Tal como se puede observar en la figura 2 A,
el tratamiento con rosiglitazona incrementé la
expresion de la proteina de caveolina-1 de forma
dependiente de la dosis, alcanzando el efecto méxi-
mo a 0,1-1 uM.

En la figura 2 B se muestra el efecto del trata-
miento con rosiglitazona 1 uM a diferentes tiempos
sobre la expresion de la proteina de caveolina-1.
Después de 6 h de tratamiento, los valores de ca-
veolina-1 se incrementaron de forma significativa
(p < 0,05), se alcanzé el méaximo efecto (aumento
de 3,3 veces) a las 24 h de la exposicion.

A B
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Figura 1. La rosiglitazona incrementa los valores de ARNm de caveolina-1. A) Andlisis de los valores de ARNm de caveolina-1 en
células THP-1 incubadas con distintas concentraciones (0,005-2 uM) de rosiglitazona durante 24 h. B) Anélisis de los valores de
ARNm de caveolina-1 en macréfagos THP-1 expuestos a rosiglitazona 1 uM durante 1, 3, 6, 12 y 24 h. Se analizaron 0,5 ug de ARN
total por RT-PCR. Se muestran las autorradiografias representativas y las cuantificaciones correspondientes a los valores de ARNm
normalizados por el gen control gapdh. Los datos se expresan como la media + desviacién estandar (DE) de 3 experimentos inde-
pendientes realizados por duplicado. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 y ****p < 0,0001, respecto a las correspondientes células

control (CT).
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CT 0,006 0,01 0,05 0,1 1 3h 6 h 12h 24 h
Rosiglitazona (uM)

Figura 2. La rosiglitazona induce los valores de proteina de caveolina-1 de forma dependiente de la dosis y el tiempo. A) Se trata-
ron células THP-1 con varias concentraciones (0,005-1 uM) de rosiglitazona durante 24 h. B) Los macréfagos THP-1 fueron incu-
bados con rosiglitazona 1 uM durante 3, 6, 12 y 24 h. 50 pg de extracto de proteina total fueron resueltos en geles de SDS-poliacri-
lamida (12,5%). Las membranas fueron incubadas con un anticuerpo anticaveolina-1 que permite la deteccién de 2 bandas de,
aproximadamente, 22 kDa correspondientes a las isoformas o y . Para comprobar que se cargaron cantidades equivalentes de pro-
teina para cada muestra se incluye la inmunodeteccion de la -actina. Se muestran las autorradiografias representativas y las cuan-
tificaciones correspondientes. Los datos se expresan como la media + DE de 3 experimentos independientes. *p < 0,05y **p < 0,01,

respecto a las correspondientes células control (CT).

La rosiglitazona no induce la diferenciacion de las
células THP-1y no modifica los valores de ARNm
de PPARY

Para descartar que el incremento de la expresiéon
de caveolina-1 por rosiglitazona pudiera estar rela-
cionado con la capacidad de los agonistas PPARy
de promover la diferenciacion celular, se examin6
la expresion del marcador de diferenciacién de ma-
créfagos CD11b a diferentes tiempos. El tratamien-
to con rosiglitazona 1 uM no parece inducir la dife-
renciacion de las células THP-1, ya que los valores
de ARNm de CD11b no se modificaron durante un
tratamiento de 24 h (fig. 3 A). Por otro lado, se ha
descrito que los valores de ARNm de PPARy au-
mentan durante el proceso de diferenciacién. En
este aspecto, nuestros resultados muestran que el
tratamiento con rosiglitazona no incremento la ex-
presion del gen de PPARY durante las 24 h de trata-
miento (fig. 3 B). Ademas, y de forma contraria a
lo que sucede con la rosiglitazona, la exposicién de
macréfagos THP-1 al agente diferenciador PMA
(50 nM) durante 6 o 24 h adicionales no modificé
los valores de ARNm de caveolina-1 (fig. 3 C). To-
dos estos resultados sugieren que el incremento de
los valores de ARNm de caveolina-1 inducido por
la rosiglitazona es independiente del estado de di-
ferenciacion de la célula.
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La induccion de caveolina-1 es un efecto dependiente
de PPAR

Para profundizar en el mecanismo a través del
cual la rosiglitazona aumenta la expresién de caveo-
lina-1 en macréfagos THP-1, se estudi6 su efecto
en presencia o en ausencia de inhibidores de la
transcripcion génica y de la sintesis de novo de pro-
tefnas. El incremento de los valores de ARNm de
caveolina-1, inducido por el tratamiento con rosi-
glitazona 1 uM durante 6 h, fue anulado por com-
pleto en presencia del inhibidor de la transcripcién
génica actinomicina D (1 pug/ml) o del inhibidor de
la sintesis de proteinas cicloheximida (2 pug/ml) en
el medio de cultivo (fig. 4 A). Estos resultados indi-
can que en este efecto de la rosiglitazona pueden
estar implicados tanto mecanismos transcripciona-
les como postranscripcionales.

Para determinar si la induccién de caveolina-1
por rosiglitazona tiene lugar a través de un meca-
nismo dependiente de receptor, se examiné el
efecto del antagonista PPAR GW9662. Este com-
puesto es un antagonista potente y selectivo, que
se une de forma irreversible al receptor PPARY.
La adicién de GW9662 (20 uM) revirtié claramen-
te el aumento de los valores de ARNm de caveoli-
na-1 en macréfagos tras el tratamiento con rosi-
glitazona 1 uM durante 6 h (fig. 4 B). Finalmente,
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el agonista del receptor PPARa fenofibrato (100
uM) también produjo una induccién de los valo-
res de ARNm de caveolina-1 de 1,8 y 2,5 veces
después de 6 y 24 h de tratamiento, respectiva-
mente (fig. 4 C).

Identificacién de un PPRE en el promotor del gen
de la caveolina-1

La secuencia del promotor del gen de la caveoli-
na-1 (nimero de GenBank: AF019742) se analiz6
mediante el programa MATCH 1.0. Este programa
estd disefiado para buscar posibles lugares de
union para factores de transcripcion, utilizando la
libreria de matrices TRANSFAC 6.0. El analisis re-
velé la existencia de un posible lugar de unién
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PPAR/RXR entre las posiciones 281 y -261 respec-
to al lugar de inicio de la traduccién en el promo-
tor de la caveolina-1 (fig. 5 A).

Para comprobar la funcionalidad de este PPRE
se realizaron ensayos de retardo de la movilidad
electroforética (EMSA) y como sonda se utiliz6
una doble cadena de oligonucleétidos (21 pb)
que contenfa la secuencia del lugar de unién
PPAR/RXR identificado. La unién de esta sonda a
extractos nucleares de células THP-1 dio lugar al
patrén de retardo que se observa en la figura 5 B.
La intensidad de las bandas se incremento tras el
tratamiento con rosiglitazona de forma depen-
diente del tiempo, con un méaximo a 1 h de trata-
miento.
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Discusion

En este estudio se demuestra que la rosiglitazo-
na, a concentraciones que activan el receptor
PPARY”, induce la expresién de la caveolina-1 en
macrofagos THP-1 de forma dependiente de la do-
sis y el tiempo. El aumento de los valores de ARNm
de caveolina-1 se manifiesta ya a las 3 h de incuba-
ci6én con la rosiglitazona, y persiste durante 24 h.
Este patrén de induccién rapida coincide con los
resultados obtenidos por Burgermeister et al’' en
células cancerosas humanas, en las cuales diferen-
tes ligandos PPARY dieron lugar a un importante
incremento de los valores de ARNm de caveolina-1.
La sobreexpresién de PPARY en el higado también
induce la expresion de caveolina-1, junto con la de
otros genes que se expresan en adipocitos, como
adiponectina, aP2 y CD36%. Estos genes se expre-
san igualmente en macréfagos, y su expresion esta
controlada por PPARY. De hecho, los macréfagos y
adipocitos comparten una serie de caracteristicas
comunes: su diferenciacién es promovida por
PPARY, los 2 tipos celulares son capaces de acumu-
lar grandes cantidades de lipidos en su interior, y
expresan genes involucrados en el control de la ho-
meostasis lipidica.

Algunos estudios sugieren que la caveolina-1
puede actuar como una proteina inhibitoria del
crecimento de células cancerosas, efecto que se
atribuye en parte a su capacidad de promover la di-
ferenciacion celular®. Sin embargo, en lineas celu-
lares de céncer de intestino y de mama, se ha ob-
servado que la induccion de la expresion de
caveolina-1 por ligandos PPARy es independiente
de la diferenciacién celular?'. Por otro lado, se ha
descrito que la activacion del heterodimero PPAR-
RXR promueve la diferenciacién de células mono-
citicas'’, y que la diferenciacién induce la expre-
sion de caveolina-1 en células THP-17. Por esta
razén, nos planteamos estudiar si el incremento de
la expresion de caveolina-1 inducido por rosiglita-
zona en nuestras células podia ser una consecuen-
cia directa del efecto promotor de la diferenciacién
celular ejercido por los agonistas PPARY?. En este
sentido, nuestros resultados demuestran que los
valores de ARNm de CD11b, ampliamente utilizado
como marcador de la diferenciacién de macrofa-
gos?, no aumentan en las células tratadas con rosi-
glitazona durante 3 o 24 h, mientras que el aumen-
to en la expresion de caveolina-1 ya se observa tras
3 h de exposicién a la rosiglitazona. Por otro lado,
tampoco se detecta un incremento de los valores de
ARNm de PPARY después del tratamiento con rosi-
glitazona. Finalmente, el tratamiento con el agente
diferenciador PMA durante 24 h adicionales no
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causé induccion de los valores de ARNm de caveo-
lina-1. Por tanto, la induccién de caveolina-1 des-
crita en este estudio parece ser independiente del
estado de diferenciacién celular, de forma similar a
lo que describen Burgemeister et al*! en células
cancerosas.

Para determinar si la regulacion de la expresion
de caveolina-1 por rosiglitazona se produce de for-
ma transcripcional, se utilizaron actinomicina D y
cicloheximida como inhibidores de la transcripcién
génica y de la sintesis de novo de proteinas, respecti-
vamente. Nuestros resultados muestran que la rosi-
glitazona no modifica los valores de ARNm de ca-
veolina-1 en presencia de actinomicina D, lo que
indica que el agonista PPARy estd afectando la
transcripcion génica o la vida media del ARNm de
caveolina-1. La inhibicién de la sintesis de novo
de proteinas con cicloheximida también anul6 el in-
cremento de la expresién del gen de la caveolina-1
producido por la rosiglitazona, lo que sugiere que
también participan mecanismos postranscripcio-
nales. En conjunto, estos resultados indican que la
induccién de caveolina-1 por rosiglitazona es de-
pendiente de PPAR, ya que otros efectos de las glita-
zonas independientes de PPAR no son contrarresta-
dos por actinomicina o cicloheximida3®3!.

En apoyo a esta hipétesis cabe mencionar que el
incremento en la expresién de caveolina-1 por rosi-
glitazona se anul6 por completo en presencia del
antagonista PPARY GW9662. Sin embargo, la incu-
bacién de las mismas células con el agonista
PPARG« fenofibrato también aument6 los valores de
ARNm de caveolina-1, lo cual indica que el efecto
no es especifico PPARY. A la concentracién utiliza-
da en este estudio (100 uM), el fenofibrato se com-
porta como activador selectivo de la isoforma PPA-
Ro, mientras que la IC,, para que éste sea capaz de
activar también PPARY en tejidos humanos es de
300 pM™,

Asi pues, parece légico pensar que si el incre-
mento de caveolina-1 es dependiente de la activa-
cién PPAR, se podria encontrar un posible lugar de
unién a PPAR (o PPRE) en la regién promotora del
gen de la caveolina-1. El anélisis del promotor de
caveolina-1, mediante el programa MATCH 1.0,
que utiliza la base de datos TRANSFAC 6.0, permi-
ti6 identificar un posible lugar de unién PPAR/RXR
entre las posiciones -281 y -261 respecto al lugar
de inicio de la traduccién. Para comprobar la fun-
cionalidad de este lugar de unién PPAR/RXR, se
realizaron ensayos de retardo de la movilidad elec-
troforética (EMSA) utilizando como sonda una do-
ble cadena de oligonucleétidos que contenia la se-
cuencia del PPRE identificado. Ademads, la unién
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de esta sonda a extractos nucleares de células
THP-1 se incrementé tras el tratamiento con el
agonista PPARY rosiglitazona. Todo esto sugiere
que la induccion de la expresién de caveolina-1 por
rosiglitazona podria estar mediada por una activa-
ci6n de la transcripciéon como consecuencia de la
union de heterodimeros PPAR-RXR al PPRE, iden-
tificado, por primera vez, en el promotor del gen
de la caveolina-1.

Todos estos resultados parecen indicar que el in-
cremento de la expresién de caveolina-1 por rosigli-
tazona es principalmente un efecto mediado por
PPAR, aunque no se puede descartar totalmente la
participacion de otros mecanismos. Seguin Burger-
meister et al?!, la induccién de caveolina-1 por rosi-
glitazona podria producirse por mecanismos indi-
rectos, a través de la interaccién con otros factores
de transcripcion. A pesar de que no se conoce qué
factores de transcripcién pueden mediar la induc-
cién de caveolina, diversos autores han sugerido re-
cientemente que podrian estar involucrados los re-
ceptores de tipo nuclear’3*. Por otra parte, los
PPAR pueden regular también la transcripcion gé-
nica de forma independiente a su unién directa con
el ADN, interfiriendo con las vias de otros factores
de transcripcién, como NFkB, AP-1 o STAT-11¢.

En conclusién, en este estudio se ha podido de-
mostrar que los activadores PPAR, como el agonis-
ta PPARy rosiglitazona, incrementan la expresién
de caveolina-1 en macréfagos a través de la activa-
ci6n de los PPAR, probablemente como consecuen-
cia de la uni6n al PPRE identificado en la secuen-
cia del promotor del gen de la caveolina-1.
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