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Fundamento. Los receptores activados por
proliferadores peroxisómicos (peroxisome
proliferator-activated receptors [PPAR]) desempeñan
un papel fundamental en el control del
metabolismo lipídico de los macrófagos. El
objetivo del presente estudio ha sido determinar
los efectos de 3 activadores de PPAR (bezafibrato,
fenofibrato y troglitazona) sobre las
concentraciones de ARNm de genes implicados en
el metabolismo lipídico de macrófagos humanos y
células espumosas.

Material y métodos. Se han utilizado cultivos
primarios de monocitos humanos separados por
centrifugación en gradiente de densidad a partir de
buffy coats de donantes. Los monocitos así obtenidos
se cultivan en suero humano inactivado durante 10
días para permitir su maduración a macrófagos y,
posteriormente, se convierten en células espumosas
por exposición a lipoproteínas de baja densidad
acetiladas (150 µg/ml) durante 48 h. Los valores de
ARNm se determinaron mediante reacción en
cadena de la polimerasa de la transcriptasa inversa
(RT-PCR). Los resultados se expresan como la media
± desviación estándar de 3 experimentos.

Resultados. Los macrófagos humanos tratados
durante 24 h con bezafibrato 100 µM, un fármaco que
activa los 3 subtipos de PPAR (α, β/δ y γ), mostraron
un incremento en los valores de ARNm de CD36 y aP2

del 87% (p < 0,01) y el 230%, respectivamente,
mientras que las expresiones de PPARγ, PPARα, acil-
CoA oxidasa, carnitina palmitoiltransferasa I (CPT-I),
ATP-binding cassette transporter 1 (ABCA1), colesteril
éster hidrolasa neutra y lectin-like oxidized low density
receptor-1 (LOX-1) no resultaron modificadas. Por el
contrario, el tratamiento con agonistas selectivos
PPARα (100 µM de fenofibrato) y γ (5 µM de
troglitazona) provocó diferentes efectos. El fenofibrato
incrementó los valores de ARNm de PPARα (el 62%; p
< 0,05) y LOX-1 (el 180%; p < 0,05), mientras que la
troglitazona aumentó la expresión de CPT-I (el 75%; p
< 0,05). Cuando se estudió el efecto de estos fármacos
en las células espumosas derivadas de macrófagos, se
observó que la troglitazona incrementaba un 134% (p
< 0,05) y un 66% (p < 0,01) los valores de ARNm de
ABCA1 y CPT-I, respectivamente, mientras que los 3
fármacos estudiados incrementaron de forma
significativa los valores de aP2 (aproximadamente, un
100%). Puesto que la troglitazona incrementaba la
expresión de genes implicados en la β-oxidación
mitocondrial de ácidos grasos (CPT-I), así como en el
transporte reverso de colesterol (ABCA1), se
determinó si estos cambios afectaban a la
acumulación intracelular de ésteres de colesterol. En
células espumosas derivadas de macrófagos se
observó una reducción (el 32%; p < 0,01) en la
acumulación intracelular de colesterol tras el
tratamiento con troglitazona, pero no tras el
tratamiento con bezafibrato o fenofibrato.

Conclusión. Se necesitan estudios
complementarios para establecer si la inducción en
la expresión de CPT-I por la troglitazona reduce la
disponibilidad de ácidos grasos necesarios para la
síntesis de ésteres de colesterol y la formación de
las células espumosas.
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PPAR AGONIST EFFECTS ON mRNA LEVELS OF
GENES INVOLVED IN LIPID METABOLISM IN
HUMAN MACROPHAGES

Background and aim. Peroxisome proliferator-
activated receptors (PPARs) are key regulators of
macrophage lipid metabolism. The aim of this
study was to compare the effects of three PPAR
activators (bezafibrate, fenofibrate and
troglitazone) on mRNA levels of genes involved in
lipid metabolism in human macrophages and foam
cells.

Material and methods. Human monocytes were
isolated by gradient-density centrifugation from
buffy coats of human donors. Mononuclear cells
were then incubated with heat-inactivated human
serum, and on day 10 completely differentiated to
macrophages. Differentiated macrophages were
then lipid-loaded during a 48-hour incubation with
150 µg/mL acetyl-LDL. Relative levels of specific
mRNAs were assessed by RT-PCR. Results are
expressed as mean ± standard deviation of 
3 experiments.

Results. Treatment of human macrophages for
24 hours with 100 µM bezafibrate, a non-selective
drug that activates the three PPAR subtypes
(PPARα, PPARβ/δ and PPARγ), produced 87% 
(p < 0.01) and 230% rises in CD36 and aP2 mRNA
levels, respectively, whereas expressions of PPARγ,
PPARα, acyl-CoA oxidase, carnitine
palmitoyltransferase I (CPT-I), ATP-binding
cassette transporter 1 (ABCA1), neutral cholesteryl
ester hydrolase, and lectin-like oxidized low-
density lipoprotein receptor-1 (LOX-1) were not
modified. However, treatment with selective
PPARα (fenofibrate at 100 µM) and PPARγ
(troglitazone at 5 µM) activators had different
effects. Fenofibrate increased PPARα (62%; p < 0.05)
and LOX-1 (180%; p < 0.05) mRNA levels, whereas
troglitazone up-regulated CPT-I expression (75%; 
p < 0.05). When the effects of these 3 drugs were
assessed in macrophage-derived foam cells,
troglitazone caused rise a 134% (p < 0.05) and a
66% (p < 0.01) rises in ABCA1 and CPT-I mRNA
levels, respectively, whereas the three drugs
significantly increased aP2 transcripts (approx.
100% induction). Given that troglitazone treatment
resulted in the up-regulation of genes involved in
the mitochondrial β-oxidation of fatty acids (CPT-I)
and in the reverse cholesterol transport pathway
(ABCA1), we subsequently determined whether
these changes affected intracellular cholesterol
ester accumulation. In macrophage-derived foam
cells, a significant reduction (32%; p < 0.01) was

observed in intracellular cholesterol accumulation
after troglitazone, but not after bezafibrate or
fenofibrate treatment.

Conclusion. Further studies are required to
ascertain whether CPT-I induction by troglitazone
reduces the availability of fatty acids for
synthesizing cholesterol esters, thereby leading to
less foam cell formation.
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Introducción
La formación de las células espumosas es un

proceso clave en el desarrollo del proceso ateros-
clerótico1. Estas células se forman como conse-
cuencia de una desregulación de la captación de 
lipoproteínas modificadas por los receptores sca-
venger, lo que da lugar a la acumulación de ésteres
de colesterol en su citoplasma. En el interior de los
macrófagos los ésteres de colesterol se encuentran
en equilibrio dinámico con el colesterol libre, por
lo que sufren hidrólisis continuas y reesterificacio-
nes. El colesterol libre puede migrar hacia la mem-
brana plasmática, donde es transferido por el ATP-
binding cassette transporter 1 (ABCA1) a un aceptor
de colesterol (p. ej., la apolipoproteína [Apo] A-I), y
dar lugar a una secreción neta de colesterol. Ade-
más, los mismos macrófagos pueden facilitar la sa-
lida de colesterol a través de la secreción de Apo E,
que actúa como un aceptor del colesterol libre en
macrófagos humanos2.

Los receptores activados por proliferadores pe-
roxisómicos (peroxisome proliferator-activated re-
ceptors [PPAR]) son receptores nucleares que regu-
lan el metabolismo de los lípidos y de la glucosa3,
y están implicados en los procesos que conducen
al desarrollo de la aterosclerosis. El subtipo
PPARα (NR1C1) se expresa en células de la pared
arterial (macrófagos, células musculares lisas y cé-
lulas endoteliales), el hígado, el corazón, el múscu-
lo esquelético y el riñón, y es activado por fibratos
(fenofibrato, bezafibrato, gemfibrozilo), ácidos
grasos y eicosanoides. El PPARδ/β (NR1C2) se ex-
presa en muchos tejidos, y en la actualidad no
existen fármacos comercializados selectivos de
este receptor. El PPARγ (NR1C3), además de ex-
presarse en el tejido adiposo, está presente en ma-
crófagos y es activado por las tiazolidindionas
(troglitazona, rosiglitazona, pioglitazona) y los áci-
dos grasos. La activación de PPARα y PPARγ en
macrófagos provoca una regulación transcripcio-
nal de genes implicados en el metabolismo lipídi-
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co y puede influir en el desarrollo y la evolución
de aterosclerosis. Así, por ejemplo, la activación de
PPARγ provoca la inducción transcripcional de la
expresión de CD36 en macrófagos4, aunque este
efecto no se traduce en la acumulación intracelu-
lar de colesterol5. Por otro lado, la activación de
PPARα y γ también induce la expresión del gen
que codifica para ABCA1, implicado en la vía del
transporte reverso de colesterol y en el control de
las concentraciones plasmáticas de lipoproteínas
de alta densidad (HDL), que son factores protecto-
res contra la aterosclerosis5. Esta regulación de
ABCA1 por los PPAR puede explicar, en parte, el
efecto protector contra la aterosclerosis proporcio-
nado tanto por los activadores de PPARα (fibratos)
como por los de PPARγ (tiazolidindionas)6,7. Por el
contrario, el papel desempeñado por PPARβ en la
formación de las células espumosas es más contro-
vertido, puesto que existen estudios que demues-
tran que los agonistas de este receptor pueden in-
crementar8 o reducir9 la acumulación de lípidos en
los macrófagos. En un intento por definir el papel
de los PPAR en el metabolismo lipídico de los ma-
crófagos en este estudio se han comparado los
efectos de 3 activadores de PPAR (bezafibrato, fe-
nofibrato y troglitazona) sobre los valores de
ARNm de diferentes genes implicados en el meta-
bolismo de los ácidos grasos y del colesterol, los 2
componentes de los ésteres de colesterol, en culti-
vo primario de macrófagos humanos y en células
espumosas derivadas de macrófagos. En concreto,
se han estudiado los efectos de estos fármacos so-
bre los valores de ARNm de genes implicados en la
β-oxidación mitocondrial (carnitina palmitoil-
transferasa [CPT-I]) y peroxisómica (acil-CoA oxi-
dasa [ACO]) de los ácidos grasos y sobre aquellos
implicados en la homeostasis del colesterol (coles-
teril éster hidrolasa neutra [nCEH] y ABCA1). Los
activadores de los PPAR utilizados en este estudio
modificaron de forma diferente la expresión de los
genes estudiados. La troglitazona fue el único fár-
maco que incrementó de forma significativa la ex-
presión de CPT-I y ABCA1, y disminuyó la acumu-
lación intracelular de ésteres de colesterol en
células espumosas en ausencia de un aceptor de
colesterol en el medio de cultivo. El aumento de la
expresión de CPT-I causado por la troglitazona
puede contribuir a reducir los valores de ésteres de
colesterol, puesto que reduce la disponibilidad de
ácidos grasos para la esterificación del colesterol.
Esta reducción de la formación de ésteres de co-
lesterol puede facilitar posteriormente la secreción
de colesterol libre de los macrófagos a través de
un proceso mediado por la Apo E10.

Material y métodos

Cultivo celular
Los cultivos primarios de macrófagos derivados de monoci-

tos humanos se obtuvieron a partir de buffy coats de sangre pe-
riférica de donantes sanos del Hospital Vall d’Hebron, de Bar-
celona. Se diluyeron 15 ml de buffy coat con 20 ml de tampón
fosfato salino estéril (sin calcio, magnesio ni bicarbonato) (In-
vitrogen) con 0,2 µM de ácido etilendiaminotetracético (EDTA),
y se depositaron sobre una capa de 12 ml de Ficoll-Hypaque
(Amersham Pharmacia). Después de una centrifugación (1.600
g durante 20 min a temperatura ambiente), la banda de células
mononucleares se aisló por aspiración y se lavó 3 veces con
tampón fosfato salino estéril. El pellet de células mononuclea-
res se resuspendió en el medio A (RPMI 1640 con L-glutamina
y Hepes, 25 mM, suplementado con 100 U/ml de penicilina, 100
µg/ml de estreptomicina, un 1% de L-glutamina, un 1% de ami-
noácidos no esenciales y un 2% de piruvato sódico; Invitrogen)
y éstas se cultivaron a una densidad de 5,5 × 106 células/placa
de 60 mm durante 2 h a 37 ºC, para permitir la adhesión de los
monocitos a la placa de cultivo. Para eliminar las células no ad-
heridas se lavó la placa con tampón fosfato salino (con calcio y
magnesio, y sin bicarbonato) y se incubaron con el medio A su-
plementado con un 20% (v/v) de suero humano AB inactivado
(45 min a 56 ºC) (Sigma). Después de 5 días de cultivo, la canti-
dad de suero humano se redujo al 10%. Entre los días 10 y 11
los monocitos se diferenciaron completamente en macrófagos
y se transformaron en células espumosas mediante la incuba-
ción durante 48 h con 150 µg/ml de lipoproteínas de baja densi-
dad (LDL) acetiladas en medio A suplementado con un 1% (v/v)
de suero humano AB inactivado.

Los macrófagos y las células espumosas derivadas de ma-
crófagos se trataron con 100 µM de bezafibrato, 100 µM de fe-
nofibrato o 5 µM de troglitazona durante 24 h. Después de la
incubación, se realizó la extracción del ARN tal como se des-
cribe a continuación.

Lipoproteínas
Las LDL se obtuvieron mediante ultracentrifugación se-

cuencial de suero humano11 y se acetilaron siguiendo el méto-
do descrito por Basu et al12. Las LDL acetiladas fueron concen-
tradas (Centriplus, Millipore), y la concentración final de
proteína se determinó por el método de Bradford. La correcta
acetilación de las LDL se estableció por el aumento de, como
mínimo, 2,5 veces en su movilidad electroforética relativa en
gel de agarosa al 1%, respecto a las LDL nativas

Extracción y análisis de ácido ribonucleico
El ARN total se aisló mediante el reactivo Ultraspec (Biotecx).

Los valores relativos de ARNm se determinaron mediante la 
reacción en cadena de la polimerasa de la transcriptasa inversa
(RT-PCR)13. A partir de 0,5 µg de ARN total se sintetizó el ADN
complementario mediante su incubación con 125 ng de random
hexamers (Promega), utilizados como cebadores de la reacción
en presencia de tampón Tris-HCl, 50 mM (pH 8,3), 75 mM de
KCl, 3 mM de MgCl2, 10 mM de ditiotreitol, 200 U de la enzima
transcriptasa inversa (M-MLV-RT, Invitrogen), 20 U de ARNsin
(Invitrogen) y 0,5mM de cada dNTP (Sigma), en un volumen fi-
nal de 20 µl. La reacción se llevó a cabo a 37 ºC durante una
hora. Una alícuota de 5 µl de la reacción de RT se utilizó para la
reacción de amplificación de PCR que contenía, en un volumen
final de 50 µl: 1,2 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 1,25 µCi
de [32P] dATP (3.000 Ci/mmol, Amersham), 1 U de Taq ADN poli-
merasa (Invitrogen) y 0,5 µg de cada oligonucleótido específico
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en presencia de tampón Tris-HCl, 20 mM (pH 8,5). Para evitar
posibles hibridaciones inespecíficas, la enzima y el producto de
la RT se separaron de los oligonucleótidos específicos y el dNTP
mediante una capa de parafina (los componentes de la reacción
entraron en contacto con la temperatura de fusión de la parafi-
na, 60 ºC). La PCR se inició con una desnaturalización a 94 ºC
durante 1 min, seguida del ciclo de amplificación, consistente en
una desnaturalización a 92 ºC durante 1 min, una hibridación
con los oligonucleótidos específicos a 60 ºC durante 1 min y 15 s
y una etapa de síntesis a 72 ºC durante 1 min y 50 s. La reacción
se terminó con 5 min de síntesis final a 72 ºC. Un total de 5 µl de
la reacción de PCR se sometió a una electroforesis en gel de po-
liacrilamida al 5% y los productos de la amplificación fueron vi-
sualizados mediante autorradiografía (radiografías Kodak X-
ray). Las secuencias específicas de los oligonucleótidos sentido y
antisentido utilizados, así como el número de ciclos de amplifi-
cación y el tamaño esperado se presentan en la tabla 1. Para
cada uno de los genes amplificados se llevaron a cabo estudios
preliminares de número de ciclos de amplificación y cantidad de
ADN complementario que se debían amplificar para determinar
las condiciones óptimas de trabajo (por debajo del límite de satu-
ración). En estas condiciones, este método permite la cuantifica-
ción relativa del ARNm14. Las bandas radiactivas se cuantifica-
ron por densitometría (Vilber Lourmat Imaging). Los resultados
se expresan como los valores de ARNm de cada uno de los genes
estudiados normalizados con los del gen control (β-actina).

Preparación de los extractos celulares y análisis 
del colesterol celular

Tras lavar las células 3 veces se recogieron en un volumen final
de PBS de 1 ml y se sonicaron (Branson Sonifier) (3 × 10 s a 25 W).
Una alícuota de 0,2 ml del lisado se utilizó para la determinación

de proteína y el resto se dividió en 2 alícuotas a las que se añadió
colestanol, y se procedió a extraer los lípidos con una solución de
metanol/cloroformo 1:2 (v/v). El extracto de una de estas alícuotas
fue saponificado según el método de Klansek et al15 y utilizado
para determinar el colesterol total, mientras que el extracto no sa-
ponificado se empleó para la cuantificación del colesterol libre.
Ambos extractos se secaron bajo corriente de N2 y se redisolvieron
en 25 µl de piridina anhidra (Merck). A continuación, se añadieron
25 µl de Sylon BTZ (Supelco), y la mezcla se mantuvo a tempera-
tura ambiente durante 20 min para completar la reacción de sila-
nización11. Las muestras se inyectaron en un cromatógrafo de ga-
ses Hewlett-Packard 5890, equipado con un detector de ionización
de llama y una columna capilar de sílice fundido (25 m × 0,25 mm
de diámetro interno) con fase estacionaria de dimetilpolisiloxano
(CP-Sil 5 CB, Chrompack). Para cada muestra se determinó el
área de la relación colesterol/colestanol, y la cantidad de colesterol
se cuantificó a partir de una curva de calibración realizada con
muestras con diferentes proporciones. Los resultados se expresan
en microgramos de colesterol/miligramos de proteína celular, y los
ésteres de colesterol se calcularon por diferencia a partir de los va-
lores de colesterol total y colesterol libre.

Análisis estadístico
Los resultados se expresan como la media ± desviación es-

tándar de 3 experimentos. Las diferencias significativas se es-
tablecieron mediante ANOVA (Tukey-Kramer), utilizando el
programa GraphPad Instat (GraphPad Software V 2.03).

Resultados
El principal objetivo de este estudio fue establecer

los efectos de 3 activadores de PPAR (bezafibrato,
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Número de ciclos Tamaño del
Secuencias oligonucleótidos de amplificación fragmento

M ø CE amplificado (pb)

PPARγ Sentido: 5’-CATTCTGGCCCACCAACTTTGG-3’ 25 25 229
Antisentido: 5’-TGGAGATGCAGGCTCCACTTTG-3’

CPT-I Sentido: 5’-CAGGCCGTGGCCTTCCAGTTC-3’ 27 27 295
Antisentido: 5’-CCATGCTGAGAAGTGCCCGGG-3’

ACO Sentido: 5’-GCCCAGGTGAAGCCTGATGGA-3’ 35 35 161
Antisentido: 5’-GACTGGTGCCTCACAGCGCTG-3’

CD36 Sentido: 5’-CTGTGACCGGAACTGTGGGCT-3’ 18 23 361
Antisentido: 5’-GAAGATGGCACCATTGGGCTG-3’

ABCA1 Sentido: 5’-GGAGGCAATGGCACTGAGGAA-3’ 23 21 181
Antisentido: 5’-CCTGCCTTGTGGCTGCAGTGT-3’

PPARα Sentido: 5’-GGAAAGCCCACTCTGCCCCCT-3’ 25 25 235
Antisentido: 5’-AGTCACCGAGGAGGGGCTCGA-3’

aP2 Sentido: 5’-TCCAGTGAAAACTTTGATGATTAT-3’ 18 21 319
Antisentido: 5’-ACGCATTCCACCACCAGTTTATCA-3’

nCEH Sentido: 5’-CACAGCCTGTGGCCATTTTCC-3’ 23 23 295
Antisentido: 5’-CCTCCGTGGATCCACACCATC-3’

LOX-1 Sentido: 5’-ACTCTCCATGGTGGTGCCTGG-3’ 23 23 251
Antisentido: 5’-CATTCAGCTTCCGAGCAAGGG-3’

β-actina Sentido: 5’-TTGTAACCAACTGGGACGATATGG-3’ 20 23 764
Antisentido: 5-GATCTTGATCTTCATGGTGCTAGG-3’

Tabla 1. Secuencia de los oligonucleótidos, número de ciclos de amplificación y tamaño de los fragmentos
utilizados en este estudio

PPAR: receptores activados por proliferadores peroxisómicos; CPT-I: carnitina palmitoiltransferasa I; ACO: acil-CoA oxidasa; ABCA1: ATP-binding
cassette transporter 1; aP2: proteína de unión a ácidos grasos adipocitaria; nCEH: colesteril éster hidrolasa neutra; LOX-1: lectin like oxidized low
density receptor 1.



fenofibrato y troglitazona) sobre los valores de
ARNm de genes implicados en el metabolismo de
los ácidos grasos y el colesterol en macrófagos y cé-
lulas espumosas derivadas de macrófagos. Estos fár-
macos activan diferentes subtipos de PPAR. Así, a
las concentraciones utilizadas, el bezafibrato activa
los 3 subtipos de PPAR con valores similares de
EC50

14, mientras que el fenofibrato y la troglitazona
activan de forma selectiva los PPARα y γ, respectiva-
mente. En la figura 1 se exponen los efectos del tra-
tamiento con estos fármacos durante 24 h en un cul-

tivo primario de macrófa-
gos. En primer lugar, se
evaluaron los efectos de
estos compuestos sobre
los valores de ARNm de
PPARγ y α. No se observa-
ron cambios tras el trata-
miento, excepto en el caso
del fenofibrato, que pre-
sentó un incremento sig-
nificativo de las concen-
traciones de ARNm de
PPARγ en un 62% (p <
0,05) (fig. 1b). A continua-
ción, se estudiaron los
efectos del bezafibrato, el
fenofibrato y la troglitazo-
na sobre la expresión de
varios genes diana de los
PPAR implicados en el
metabolismo de los áci-
dos grasos, la ACO, la
CPT-I y la proteína de
unión a ácidos grasos adi-
pocitaria (aP2)3. El trata-
miento no afectó signifi-
cativamente los valores de
ARNm de la ACO, que ca-
taliza la etapa limitante
del proceso de β-oxida-
ción peroxisómica de los
ácidos grasos (fig. 1c). En
cambio, la expresión de la
CPT-I, gen que cataliza la
entrada de los ácidos gra-
sos de larga cadena en la
matriz mitocondrial16 y es
regulada por PPARα y γ3,
aumentó significativamen-
te (un 75%; p < 0,05) tras
el tratamiento con trogli-
tazona (fig. 1d). El bezafi-
brato aumentó un 230%

las concentraciones de ARNm de la aP2, aunque las
diferencias no alcanzaron significación estadística
(fig. 1e). Además, también se determinaron los efec-
tos de estos fármacos sobre la expresión de 2 recep-
tores para las LDL oxidadas, CD36 y lectin-like oxidi-
zed low density lipoprotein receptor-1 (LOX-1). El
bezafibrato aumentó significativamente las concen-
traciones de CD36 (un 87%; p < 0,01), mientras que,
sorprendentemente, el tratamiento con fenofibrato
aumentó los valores de LOX-1 en un 180% (p < 0,05)
(figs. 1f y g). Finalmente, se evaluaron los efectos de
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Figuras 1a-e. Efecto del tratamiento con bezafibrato (BFB), fenofibrato (FFB) y troglitazona
(TRO) sobre los valores de ARNm de PPARγ (a), PPARα (b), ACO (c), CPT-I (d), aP2 (e), en cul-
tivo primario de macrófagos humanos. Las células se incubaron durante 24 h con 100 µM de
bezafibrato, 100 µM de fenofibrato o 5 µM de troglitazona. Se analizaron 0,5 µg de ARN total
por reacción en cadena de la polimerasa de la transcriptasa inversa (RT-PCR). Se muestra una
autorradiografía representativa y la cuantificación de los valores de ARNm normalizados res-
pecto a la β-actina. Los valores se presentan como media ± desviación estándar de 3 experimen-
tos. *p < 0,05. **p < 0,01. CT: colesterol total.



los activadores de los
PPAR sobre la expresión
de 2 genes, la nCEH, im-
plicada en la hidrólisis de
los ésteres de colesterol
almacenados, y ABCA1,
que participa en la secre-
ción de colesterol. No se
observaron cambios en
los valores de ARNm de
ninguno de estos genes
tras el tratamiento con los
activadores de los PPAR.

A continuación, se de-
terminó si los ligandos de
los PPAR afectaban los
valores de ARNm de los
genes estudiados en célu-
las espumosas. Las célu-
las espumosas se obtuvie-
ron a partir de macrófa-
gos incubados con 150
µg/ml de LDL acetiladas
durante 48 h. Para confir-
mar la acumulación intra-
celular de lípidos en los
macrófagos se realizaron
tinciones con oil red O y
la determinación de las
concentración de ésteres
de colesterol intracelula-
res (resulta- dos no pre-
sentados). Tal como se
esperaba, las células espu-
mo- sas, a diferencia de
los macrófagos, eviden-
ciaron las características
gotículas de lípidos en su
citoplasma. Al igual que los macrófagos, estas célu-
las espumosas se trataron con los activadores de
PPAR durante 24 h, lo que no modificó las concen-
traciones de ARNm de PPARα ni γ (figs. 2a y b). Los
3 compuestos estudiados incrementaron ligeramen-
te los valores de ARNm de la ACO, pero las diferen-
cias no alcanzaron significación estadística (fig. 2c).
Al estudiar el efecto de los fármacos sobre la CPT-I
se observó que la troglitazona incrementaba signifi-
cativamente su expresión en un 66% (p < 0,01) (fig.
2d). En estas células espumosas, el bezafibrato, el
fenofibrato y la troglitazona incrementaron los valo-
res de ARNm de la aP2 un 112% (p < 0,01), un 100%
(p < 0,05) y un 130% (p < 0,05), respectivamente
(fig. 2e). Por el contrario, no se observaron cambios
en los valores de CD36 tras el tratamiento (fig. 2f),

mientras que las concentraciones de ARNm de
ABCA1 aumentaron un 134% (p < 0,05) tras el trata-
miento con troglitazona (fig. 2i).

Por último, se determinó si el tratamiento con
activadores de los PPAR durante 24 h afectaba la
acumulación intracelular de ésteres de colesterol
en las células espumosas en ausencia de un aceptor
de colesterol en el medio de cultivo (fig. 3). El be-
zafibrato y el fenofibrato no modificaron las con-
centraciones de colesterol esterificado. Sin embar-
go, el tratamiento con troglitazona causó una
reducción del 32% (p < 0,05) en los valores intrace-
lulares de colesterol esterificado. Los valores de co-
lesterol libre también disminuyeron ligeramente
(un 13,5%; p < 0,05) tras el tratamiento con fenofi-
brato.
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Figuras 1f-i. Efecto del tratamiento con bezafibrato (BFB), fenofibrato (FFB) y troglitazona
(TRO) sobre los valores de ARNm de CD36 (f), LOX-1 (g), nCEH (h) y ABCA1 (i) en cultivo pri-
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reacción en cadena de la polimerasa de la transcriptasa inversa (RT-PCR). Se muestra una au-
torradiografía representativa y la cuantificación de los valores de ARNm normalizados respecto
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Discusión
Los PPAR son factores

de transcripción activados
por lípidos que regulan ge-
nes implicados en el meta-
bolismo de los lípidos y la
glucosa, la diferenciación
celular y el control de la
inflamación3. La expre-
sión de estos factores de
transcripción en la pared
arterial3, junto con los
efectos beneficiales de los
activadores de los PPAR
(fibratos y tiazolidindio-
nas) en la aterosclerosis6,7,
ha llevado a los investiga-
dores a estudiar el papel
de los PPAR en esta enfer-
medad. Recientemente se
ha publicado que tanto los
activadores del PPARα como
los del PPARγ aumentan la
secreción de colesterol
mediada por Apo A-I en
macrófagos humanos5. La
eliminación del colesterol
de los macrófagos huma-
nos tras el tratamiento
con activadores de PPAR
está mediada por la
inducción de la expresión
del gen que codifica para
ABCA1, un transportador
que controla la secreción
de colesterol de los macró-
fagos mediada por Apo A-I.
En este estudio, los ma-
crófagos fueron tratados
con activadores selectivos
de PPARα (Wy-14,463) y γ
(rosiglitazona) durante 3
días. En el presente estu-
dio los macrófagos fueron
tratados durante 24 h con
3 activadores de PPAR di-
ferentes, bezafibrato, fe-
nofibrato y troglitazona.
Al contrario que en el estu-
dio de Chinetti et al5 , el
tratamiento de los macró-
fagos durante 24 h con
troglitazona no modificó
los valores de ARNm de
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Figura 2. Efecto del tratamiento con bezafibrato (BFB), fenofibrato (FFB) y troglitazona (TRO)
sobre los valores de ARNm de PPARα (a), PPARγ (b), ACO (c), CPT-I (d), aP2 (e), CD36 (f) y
ABCA1 (g) en cultivo primario de células espumosas derivadas de macrófagos humanos. Las cé-
lulas fueron incubadas durante 24 h con 100 µM de bezafibrato, 100 µM de fenofibrato o 5 µM
de troglitazona. Se analizaron 0,5 µg de ARN total por reacción en cadena de la polimerasa de la
transcriptasa inversa (RT-PCR). Se muestra una autorradiografía representativa y la cuantifica-
ción de los valores de ARNm normalizados respecto a la β-actina. Los valores se presentan como
media ± desviación estándar de 3 experimentos. *p < 0,05. **p < 0,01. CT: colesterol total.



ABCA1. Esta ausencia de efecto tras 24 h de trata-
miento sugiere que son necesarias exposiciones más
prolongadas para observar una inducción de este gen
mediada por los PPAR. La necesidad de esta mayor
exposición de los macrófagos a los activadores de
PPARγ para observar cambios en ABCA1 confirma
que la inducción de la expresión de este gen por
PPARγ está mediada indirectamente a través del re-
ceptor de los oxisteroles LXRα5. A diferencia de
ABCA1, los valores de ARNm de CPT-I aumentaron
en los macrófagos tratados con troglitazona. La CPT-
I, que se encuentra localizada en la membrana mito-
condrial externa, cataliza la entrada de ácidos grasos
de larga cadena en la matriz mitocondrial y es uno de
los principales factores que determina el flujo del
proceso de β-oxidación mitocondrial16. Esta induc-
ción de CPT-I por la troglitazona es consistente con la
regulación transcripcional de este gen por PPARγ
descrita por otros autores3. Además de oxidarse en la
mitocondria, los derivados CoA de los ácidos grasos
pueden unirse al colesterol para formar ésteres de co-
lesterol en una reacción catalizada por la acil-CoA co-
lesterol aciltransferasa (ACAT)17. En consecuencia, es
probable que un aumento en la β-oxidación mitocon-
drial tras el tratamiento con troglitazona, tal como
sugiere la inducción de los valores de ARNm de la
CPT-I, pueda reducir la disponibilidad de los ácidos
grasos de cadena larga. Esta menor disponibilidad de
ácidos grasos se podría traducir en una reducción de
la formación de ésteres de colesterol, aumentando los

valores de colesterol libre. De hecho, en las células es-
pumosas derivadas de macrófagos tratadas con tro-
glitazona la inducción de los valores de ARNm de la
CPT-I iba acompañada de una reducción de las con-
centraciones de ésteres de colesterol intracelulares, lo
que sugiere que la CPT-I puede desempeñar un papel
en la regulación de los valores de ésteres de colesterol
en macrófagos que, además, se ha establecido previa-
mente en un estudio en el que se demostró que la in-
hibición de CPT-I por el etomoxir aumentaba 3,5 ve-
ces la incorporación de colesterol marcado en los
ésteres de colesterol en macrófagos18. Cabe destacar,
además, que la reducción de los ésteres de colesterol
intracelulares tras el tratamiento con troglitazona en
células espumosas no iba acompañado de un aumen-
to en los valores de colesterol libre, lo que indica que
el tratamiento con troglitazona podría aumentar la
secreción de colesterol. Esta secreción podría ser me-
diada por la Apo E, puesto que esta apolipoproteína
puede actuar como un aceptor de colesterol libre en
los macrófagos humanos19. La expresión de Apo E
por los macrófagos, una apolipoproteína implicada
en el transporte reverso de colesterol, previene el de-
sarrollo de lesiones ateroscleróticas en ratones, a pe-
sar de la presencia de con- centraciones plasmáticas
de Apo E muy bajas20,21. Además, la expresión de la
Apo E en macrófagos facilita la secreción de coleste-
rol de los macrófagos cargados de colesterol2. A pesar
de que en este estudio no se han determinado los va-
lores de Apo E, su implicación en los cambios descri-
tos en los macrófagos tratados con troglitazona con-
cuerda con la presencia de un PPRE funcional en el
promotor del gen de la Apo E, responsable de la in-
ducción de la Apo E en macrófagos humanos tras el
tratamiento con tiazolidindionas19. Por tanto, es pro-
bable que el incremento en los valores de colesterol
libre provocado por la reducción en la disponibilidad
de ácidos grasos se compense por un aumento en la
secreción de colesterol mediada por Apo E.

La reducción de los valores intracelulares de éste-
res de colesterol tras el tratamiento con troglitazona
también puede deberse a cambios en la expresión de
otros genes implicados en el metabolismo del coles-
terol, como es el caso de la nCEH. Esta enzima cata-
liza la hidrólisis de los ésteres de colesterol almace-
nados, liberando colesterol libre que migra a la
membrana plasmática y es transferido a un aceptor
de colesterol, promoviendo una secreción neta del
colesterol celular22. Por tanto, la nCEH puede ser un
importante factor en el control de la movilización de
los ésteres de colesterol de las células espumosas.
Además, recientemente se ha publicado que la
nCEH humana contiene un PPRE funcional23. Sin
embargo, en nuestro estudio el tratamiento con tro-
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glitazona, así como con los otros activadores de
PPAR utilizados, no modificó los valores de ARNm
de este gen, lo que hace improbable la participación
de esta enzima en los cambios observados.

El tratamiento de las células espumosas con los 3
activadores de PPAR estudiados incrementó la expre-
sión de la aP2, lo que concuerda con la inducción de
la expresión de este gen por activadores de PPARγ24 y
β8 publicada por otros autores. Es necesario destacar
que la aP2 es una proteína citosólica que facilita el
transporte de ácidos grasos a los peroxisomas y la
mitocondria. Es probable que el aumento en la ex-
presión de la CPT-I provoque una movilización de los
ácidos grasos hacia la mitocondria, que iría acompa-
ñada de un aumento de la expresión de las proteínas
que le suministran estos ácidos grasos. De forma sor-
prendente, el fenofibrato incrementó la expresión de
LOX-1, aunque son necesarios más estudios para co-
nocer si esta proteína de membrana, que actúa como
receptor de las LDL oxidadas favoreciendo su endo-
citosis25, es regulada por los PPAR.

Mientras los efectos beneficiosos para la ateros-
clerosis resultantes de la activación de los PPARα
y γ en macrófagos son claros, el papel desempeña-
do por el PPARβ en la formación de las células es-
pumosas es más controvertido, puesto que existen
estudios que indican que los agonistas de este re-
ceptor pueden promover8 o reducir9 la acumula-
ción de lípidos en macrófagos. En este estudio he-
mos utilizado bezafibrato, un fármaco que activa
PPARβ, pero también PPARα y γ. El tratamiento de
los macrófagos con bezafibrato causó una induc-
ción de la expresión de CD36, un conocido gen
diana de PPARγ4. Sin embargo, el tratamiento con
troglitazona no modificó la expresión de este gen,
lo que sugiere que la activación de PPARβ es un
estímulo más potente para este gen que la activa-
ción única de PPARγ. Este dato corrobora los re-
sultados de Vosper et al8, que mostraron que el tra-
tamiento con un agonista selectivo PPARβ durante
48 h aumentó 6 veces los valores de ARNm de este
gen, frente a las 2 veces alcanzadas con concentra-
ciones saturantes de la rosiglitazona, una tiazoli-
dindiona.

En resumen, este estudio muestra que el trata-
miento con troglitazona induce la expresión de
CPT-I, que puede reducir la disponibilidad de áci-
dos grasos para la esterificar el colesterol, y dar lu-
gar a una reducción de la formación de células es-
pumosas. Son necesarios nuevos estudios para
examinar la función desempeñada por CPT-I en la
acumulación intracelular de colesterol en los ma-
crófagos, puesto que puede ser una diana potencial
para reducir la formación de células espumosas.
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