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La aterosclerosis es una enfermedad multifacto-
rial cuya complejidad dificulta la comprensién
completa de todos los mecanismos que pueden
participar en su inicio y desarrollo. Ademas de la
implicacion de diversos tipos celulares (células en-
doteliales, células musculares lisas, macréfagos y
otras células inflamatorias), una gran variedad de
procesos fisiopatolégicos (acumulacion de lipidos,
migracién y apoptosis de células, inflamacion, fe-
némenos trombéticos) pueden producirse en el en-
torno de la lesién, de forma mas o menos intensa
segun el grado de su desarrollo. Por otra parte, a
pesar de la utilizacién de farmacos hipocolesterole-
miantes altamente efectivos, las enfermedades car-
diovasculares relacionadas con el proceso ateros-
clerético constituyen la principal causa de muerte
en Europa, Estados Unidos y la mayor parte de
Asial. Por ello, existe la necesidad de identificar to-
dos aquellos posibles mediadores de la formacién y
evolucién de las lesiones ateroscleréticas, lo que
contribuird a un mayor conocimiento de esta en-
fermedad y permitira proponer nuevas dianas tera-
péuticas para su tratamiento y prevencion.

Hasta hace relativamente poco tiempo, la aproxi-
macion utilizada para esta finalidad consistia en el
estudio individual de los posibles genes o proteinas
conectados con la aterosclerosis. Sin duda, este pro-
ceso era tan lento y costoso como buscar una aguja
en un pajar. La reciente elucidacion del genoma hu-
mano?? y la existencia de herramientas como las
matrices (arrays) de ADNc han abierto enormes po-
sibilidades para estudiar de forma global la expre-
sién de genes implicados en el desarrollo de diver-
sas enfermedades, incluida la aterosclerosis.
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La utilizacion de las tecnologias de matrices de
ADNC ha permitido, en los tltimos afos, la identifi-
cacion de cientos de genes candidatos en la ateros-
clerosis®. Los estudios se han realizado en células
musculares lisas®® o en células endoteliales™ ex-
puestas a estimulos proaterogénicos, asi como en
muestras procedentes de lesiones aterosclerdti-
cas®!!, En particular, resultan de gran interés los
experimentos que utilizan monocitos/macroéfa-
gos'* dado el papel clave de estas células en el
origen, la progresion y la rotura de las placas ate-
roscleréticas®. La activacién de los macréfagos y la
formacién de células espumosas son procesos me-
diados por cambios en la expresion génica en res-
puesta a diversos estimulos. Es posible generar cé-
lulas espumosas in vitro mediante el tratamiento
de macrofagos derivados de monocitos humanos
(HMDM) o de lineas celulares como las células
THP-1 con lipoproteinas de baja densidad (LDL)
oxidadas o acetiladas!®. Estas formas de LDL modi-
ficadas ejercen diversos efectos sobre los macroéfa-
gos en el ARNm, la proteina y la funcién celular,
que son predictivos de lo que sucede en la situa-
cion real in vivo, es decir, durante la formacion de
las células espumosas. La utilizacién de matrices
en dichos modelos in vitro permite el anélisis glo-
bal de los cambios en la expresi6n génica, asi como
la identificacion de posibles dianas farmacol6gicas
en este tipo celular.

En este dltimo aspecto, la genémica puede re-
sultar una herramienta muy util, no sélo para pro-
poner dianas que sirvan de base para la busqueda
de nuevos farmacos dirigidos especificamente con-
tra ellas, sino también para ampliar nuestros co-
nocimientos sobre el mecanismo de acci6n de far-
macos ya conocidos. En el presente ntimero de
CLINICA E INVESTIGACION EN ARTERIOSCLEROSIS, Ar-
tieda et al'? publican un interesante trabajo en el
que, utilizando cultivos primarios de macréfagos
humanos tratados con LDL oxidadas en ausencia
o en presencia de atorvastatina, se analizan las di-
ferencias en el perfil de expresion génica mediante
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el uso de micromatrices de ADNc. Las micromatri-
ces utilizan portas de cristal de dimensiones muy
pequefias como soporte para los ADNc o secuen-
cias EST, y el ntimero de genes aplicados es del or-
den de decenas de miles. Asi, en el estudio de Ar-
tieda et al se estudian en conjunto mas de 22.000
genes, de los cuales aproximadamente un 40% se
expresan en el tipo celular utilizado. En cuanto al
sistema de deteccion del nivel de expresién de
cada gen, en la tecnologia de micromatrices se uti-
lizan colorantes fluorescentes, por lo que se re-
quiere equipos de lectura e instalaciones de eleva-
do coste econémico.

En contraposicion, las macromatrices consisten
en membranas de nailon donde se depositan frag-
mentos de ADNc que seran hibridados a sondas ra-
diactivas [3?P] obtenidas de tejidos o células trata-
das en diferentes condiciones. La intensidad de las
marcas (spots) correspondientes a cada gen es pro-
porcional al nivel de expresion de este gen en la cé-
lula en una situacién determinada. Las membranas
para la realizacién de estos estudios de matrices
pueden obtenerse comercialmente, y la realizacion
de este tipo de analisis puede realizarse de forma
bastante sencilla en un laboratorio de biologia mo-
lecular con instalaciones para utilizar un Phospho-
rimager con el que determinar cuantitativamente
la radiactividad incorporada en cada punto de la
membrana. Aunque el ntmero de genes que se
analiza es mucho mas reducido en comparacién
con las micromatrices, hay membranas especifica-
mente disefiadas en las que los ADNc de los genes
implantados tienen relacién con el metabolismo o
la situacién particular que se quiera analizar. Entre
ellas se hallan las membranas que contienen ADNc
relacionados directamente con el sistema cardio-
vascular, que pueden resultar de gran utilidad en el
estudio concreto de la aterosclerosis en células re-
levantes en esta enfermedad, como los monocitos y
los macréfagos. En nuestra experiencia, la utiliza-
cién del Atlas Human Cardiovascular Array (Clon-
tech) en macréfagos THP-1 tratados con LDL oxi-
dadas nos ha permitido identificar 29 genes (un 5%
del total de genes que contiene la membrana) cuya
expresion ha resultado modificada por el trata-
miento con atorvastatina'®.

Sin embargo, a pesar de ser herramientas muy
potentes, las matrices de ADNc tienen una serie de
problemas potenciales que deben ser tenidos en
cuenta antes de llegar a conclusiones acerca de los
resultados obtenidos. Por ejemplo, puede haber
errores en la fabricacion de los chips que compro-
metan la fiabilidad de los fragmentos de ADNc in-
movilizados en su superficie. De hecho, en algunos
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estudios se ha comprobado que un porcentaje im-
portante de los genes aplicados en la micromatriz
no se corresponde con las secuencias correctas®.
Por otra parte, en el caso de genes con secuencias
practicamente idénticas pueden producirse errores
de discriminacién; asi, una sonda implantada co-
rrespondiente a una isoforma determinada de un
gen puede no distinguir correctamente entre varias
isoformas con un elevado grado de homologia en-
tre ellas. Por tltimo, cuando se comparan los resul-
tados de distintos tipos de matrices suelen existir
notables diferencias en los perfiles de expresion ob-
tenidos. Por todo ello, aunque las matrices son he-
rramientas de cribado muy valiosas, resulta acon-
sejable confirmar los datos obtenidos mediante
técnicas mds tradicionales, como PCR o Northern
blot.

Quiza la aplicacién mas interesante de las téc-
nicas de matrices es el diseno de chips concretos
que contienen la combinacién de genes deseada
para cada laboratorio con intereses especificos.
Asi, en el reciente XVII Congreso Nacional de la
Sociedad Espaiiola de Arteriosclerosis se han pre-
sentado los resultados de la puesta a punto y vali-
daciéon de una matriz diseflada para contener
unos 200 genes implicados en el metabolismo lipi-
dico y el ciclo celular®. A pesar de las limitacio-
nes antes comentadas, la utilizaciéon de este tipo
de matrices puede ser de gran utilidad para la
comprensién global de la enfermedad ateroscleré-
tica y abrir nuevas vias para su prevencion y tra-
tamiento.
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