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Introduccién vy objetivo. El beneficio clinico de
las estatinas es superior al esperado por su papel
hipolipemiante, dado que producen efectos
pleiotrépicos en la fisiopatologia de casi la
totalidad de las células involucradas en la génesis y
evolucion de la aterosclerosis, entre ellas los
macréfagos. El objetivo de este estudio ha sido
analizar la expresion génica de los macréfagos
humanos en cultivo sometidos a una sobrecarga de
lipidos oxidados, con y sin atorvastatina en el
medio de cultivo, para poder conocer los genes de
respuesta a atorvastatina que expliquen el
beneficio de las estatinas en una via independiente
de la hipolipemiante.

Material y método. Las células mononucleares
humanas de 10 sujetos no relacionados fueron
aisladas y cultivadas en el medio Macrophage-SFM
a 37 °C y un 5% de CO, repartidas en 4 frascos de
cultivo para cada sujeto. En el dia 9, todos los
cultivos se suplementaron con 50 mg/l de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) oxidadas y
2 de los 4 cultivos se suplementaron también con 1
umol/l de atorvastatina. Tras 18 horas de
incubacion se aislé el ARN total con Trizol-LS y se
purificé con el kit RNeasy. Se prepararon 2 pools
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de 15 ug de ARN total de los cultivos
suplementados con LDL oxidadas (pool LDLox; n =
10) y de los suplementados con atorvastatina y
LDL oxidadas (pool Atv + LDLox; n = 10). Se
sintetiz6 ARNc marcado con biotina a partir del
ARN total, y ambos pools se analizaron con la
micromatriz GeneChip Human Genome U133A
(Affymetrix). Los resultados fueron analizados con
el software Microarray Suite 5.0.

Resultados. De los 22.283 genes representados
en la micromatriz, 7.661 (34,4%) estuvieron
presentes en el pool LDLox y 8.871 (39,8%) en el
pool Atv + LDLox. Al comparar el perfil de
expresion del pool Atv + LDLox con el del pool
LDLox se encontr6 que 11 genes estaban
sobreexpresados con un Signal Log Ratio (SLR) de
2,2-1,0 y 190 con un SLR < 1,0; asimismo, 31 genes
estaban inhibidos con un SLR de -3,9a-1,0 y 28
con un SLR > -1,0, y 9.356 genes no presentaban
cambio de expresion.

Conclusiones. La atorvastatina produce cambios
en la expresion de genes involucrados en la sintesis
enddgena de colesterol y en otras vias metabélicas
independientes.
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GENE EXPRESSION PROFILE IN HUMAN
MACROPHAGES IN RESPONSE TO
ATORVASTATIN IN VITRO

Introduction and objective. The overall clinical
benefits observed with statin therapy appear to be
greater than might be expected from its
hypolipidemic role, due to statins exert many
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pleiotropic effects on the cells involved in
atherosclerotic lesions, as macrophages. The aim
of this study was to analyse gene expression in
human macrophages in vitro incubated with
oxidized-LDL with and without atorvastatin in the
culture medium to assess atorvastatin response
genes which could explain the statin benefits in an
independent hypolipidemic pathway.

Material and method. Human mononuclear cells
from 10 unrelated subjects were isolated and
cultured in Macrophage-SFM at 37 °C and 5% CO,
distributed among 4 culture flasks for each subject.
Oxidized-LDL (ox-LDL) 50 mg/l was added to all
culture media at ninth day, and also atorvastatin 1
umol/l to 2 of 4 culture flasks. After incubation for
18 h, total RNA was isolated using Trizol-LS and
purified with RNeasy kit. We pooled 15 pg of total
RNA from cultures added with ox-LDL (pool ox-
LDL) (n = 10) and from cultures added with
atorvastatin and ox-LDL (pool Atv+ox-LDL) (n =
10). Biotin labeled cRNA was synthesized from
total RNA and both pools were analysed with the
GeneChip Human Genome U133A microarray
(Affymetrix). Results were analysed with the
Microarray suite 5.0 software.

Results. Out of 22,283 genes present in the
microarray, 7,661 genes (34.4%) and 8,871 (39.8%)
were expressed in the ox-LDL and Atv+ox-LDL
pooles, respectively. The gene expression profile
comparison between Atv+ox-LDL pool versus ox-
LDL pool showed the following results: 11
upregulated genes with a Signal Log Ratio (SLR) of
2.2 to 1.0 and 190 with a SLR < 1.0, 31
downregulated genes with a SLR of -3.9 to -1.0
and 28 with a SLR > -1.0, and 9,356 genes without
gene expression change.

Conclusions. Atorvastatin induces gene
expression changes in those related to the
biosynthetic cholesterol pathway and in other
independent metabolic pathways.

Key words:
Atorvastatin. HMG-CoA reductase. Macrophage. Microarray.

Introduccién

La disminucién de la sintesis de colesterol por
inhibidores especificos de la 3-hidroxi-3-metil-glu-
taril-CoA (HMG-CoA) reductasa, o estatinas, re-
duce la progresion y favorece la regresion de la
aterosclerosis carotidea y coronaria, reduce la mor-
bilidad de origen cardiovascular y prolonga la su-
pervivencia, tanto en la prevencién primaria como
secundaria de la enfermedad cardiovascular'”. Las
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estatinas son los farmacos mas comtinmente pres-
critos para el tratamiento de la hipercolesterolemia
debido a su alta eficacia y seguridad®’. El beneficio
clinico de las estatinas se ha atribuido en gran par-
te a su papel hipolipemiante, ya que tienen una po-
tente accién reductora de la concentracién plasma-
tica de colesterol unido a lipoproteinas de baja
densidad (cLDL), aumentan moderadamente el co-
lesterol unido a lipoproteinas de alta densidad
(cHDL) y disminuyen las concentraciones plasméa-
ticas de triglicéridos de una forma moderada y va-
riable.

En los ultimos afos se ha sugerido que parte de
los beneficios clinicos logrados con las estatinas
pueden ser independientes de su accién hipolipe-
miante. En los estudios CARE? y WOSCOPS* se es-
tudi6 la evolucién de los sujetos que presentaron
durante el seguimiento concentraciones similares
de cLDL. Los individuos tratados con pravastatina
tuvieron menos acontecimientos coronarios que
los tratados con placebo, a pesar de tener cifras si-
milares de cLDL durante el estudio®. Del mismo
modo, en los metaanalisis realizados con diferentes
farmacos hipolipemiantes, las estatinas mostraron
beneficios superiores a los logrados con otros far-
macos y mayores de lo esperado®!?. Asimismo, en
el estudio MIRACL con atorvastatina, el beneficio
clinico empezé a detectarse en un periodo muy
corto, de pocas semanas, insuficiente para atribuir
la mejoria clinica a una reduccion significativa de
lesiones vasculares!'. Todo ello ha llevado a consi-
derar que el beneficio de las estatinas podria ir mas
alla de su accién sobre la concentracién plasmatica
de cLDL; a estos posibles efectos se les ha denomi-
nado efectos pleiotrépicos!?.

Estudios tanto in vitro como in vivo han demos-
trado que las estatinas tienen propiedades que po-
drian explicar algunos efectos beneficiosos de los
inhibidores de HMG-CoA reductasa, como efectos
antiinflamatorios e inmunomoduladores'3, mejora
de la disfuncién endotelial*!®, atenuacién de la
proliferacién de las células musculares lisas!”®,
reduccién de la trombogenicidad!®?* y aumento de
la estabilidad de las placas ateroscleréticas? 2.
Este amplio espectro de funciones de las estatinas
es posible, ya que estos farmacos tienen acciones
directas sobre las diferentes células presentes en la
lesién aterosclerética, entre ellas los macrofa-
g0s!22425,

El objetivo de este estudio ha sido analizar el
perfil de la modificacién de la expresién génica in-
ducida por un inhibidor de la HMG-CoA reductasa,
atorvastatina, en un modelo in vitro de macréfagos
humanos sometidos a una sobrecarga de lipidos
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oxidados, para identificar a los genes de respuesta
a atorvastatina que expliquen el beneficio de las es-
tatinas en una via independiente de la hipolipe-
miante. Se ha escogido este modelo celular de ma-
crofagos por su papel crucial en el inicio y la
progresion del proceso aterosclerético. El analisis
de la expresion génica se ha realizado con una he-
rramienta de anélisis a gran escala, la micromatriz
de alta densidad GeneChip Human Genome U133A.

Material y método

Sujetos

Se obtuvieron monocitos de sangre periférica de 10 sujetos
voluntarios sanos no relacionados, sin hiperlipemia ni mani-
festaciones clinicas de arteriosclerosis.

Los estudios que se realizaron fueron aprobados por la Co-
mision de Investigacién del Hospital Universitario Miguel Ser-
vet de Zaragoza y todos los sujetos participantes firmaron un
consentimiento informado.

Obtencion y oxidacién de las LDL

Las LDL (d = 1,006-1,063 kg/l) fueron aisladas por ultracen-
trifugacion secuencial en gradiente de densidad de bromuro
de potasio a partir de un pool de plasma de donantes sanos® y
dializadas en tampon fosfato salino (PBS). Su concentracién
proteica fue valorada por el método de Bradford?” usando al-
btimina sérica bovina como calibrador. Las LDL fueron dilui-
das en PBS a una concentraciéon de 200 mg/l para evitar la
agregacion de las lipoproteinas?® y oxidadas mediante dialisis
en PBS con 20 uml/l de CuSO, a temperatura ambiente y agi-
tacién suave durante 24 h. La reaccién de oxidacién se detuvo
mediante la adicién de 1 mmol/l de EDTA y dialisis a 4 °C. La
oxidacion de las LDL fue comprobada por electroforesis en gel
de agarosa y por la medida de los dienos conjugados (A = 234
nm). Las LDL oxidadas muestran mayor migracién electrofo-
rética que las LDL nativas en gel de agarosa al 0,75% en tam-
po6n barbital”® y una mayor absorbancia a 234 nm, debido al
aumento de carga negativa y a la formacién de dienos conju-
gados en la reaccién de oxidacién®. Se comprobé que las LDL
oxidadas producian aumento del contenido lipidico intracelu-
lar de los macréfagos por tincién con Rojo de Nilo y citofluo-
rometria de flujo®..

Obtencion de monocitos humanos de sangre
periférica v diferenciacion a macréfagos

A cada uno de los sujetos seleccionados se le realizé una ex-
traccién de 40 ml de sangre periférica sobre heparina de litio
(10 kU/) como anticoagulante. Se aislaron las células mono-
nucleares por separacion en gradiente de densidad mediante
centrifugacién en Ficoll-Paque (Amersham Biosciences), se hi-
cieron 2 lavados con medio RPMI-1640, sin L-glutamina y su-
plementado con antibi6ticos (100 kU/ de penicilina y 100 mg/l
de estreptomicina) y se seleccionaron los monocitos dejando
que se adhirieran a frascos de cultivo durante 2 h a 37 °C y un
5% CO,, en medio de cultivo RPMI-1640 completo, con Gluta-
MAX I'y 25 mmol/l de tampén Hepes, suplementado con anti-
bidticos, un 1% de aminoécidos no esenciales, un 2% de piru-
vato sédico y un 1% de suero humano autélogo descomple-
mentado. La descomplementacién del plasma se realizé por
incubacién en bafio hiumedo a 56 °C durante 30 min. Pasado el
periodo de adhesion, las células no adherentes se eliminaron
mediante varios lavados con PBS (sin calcio ni magnesio,
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pH = 7,4) y los monocitos aislados se diferenciaron a macrofa-
gos en un medio libre de suero, Macrophage-SFM (Invitrogen)
(suplementado con 100 kU/1 de penicilina, 100 mg/l de estrep-
tomicina y 2 mmol/l de L-glutamina), incubando las células a
37 °C durante 9 dias en una atmésfera htimeda con un 5% de
CO,. Durante los primeros 9 dias, los macréfagos fueron incu-
bados en las mismas condiciones en 4 frascos de cultivo distin-
tos.

Suplementacién del medio de cultivo con

atorvastatina y LDL oxidadas

En el dia 9, antes de someter a las células a la sobrecarga
lipidica con LDL oxidadas, se adicion6 1 umol/l atorvastatina
durante 1 h a 2 de los 4 cultivos de macréfagos de cada indi-
viduo. Pasado este tiempo, todos los cultivos fueron incu-
bados con una concentracién 50 mg/l de LDL oxidadas du-
rzénte 18 h. La atorvastatina calcica fue proporcionada por
Pfizer.

Aislamiento del ARN total

En el dia 10 se retir6 el medio de cultivo, se hicieron varios
lavados de las células con PBS y se procedio a la extraccion del
ARN total siguiendo el método descrito por Chomczynski y
Sacchi®? en el que se basa el reactivo comercial TR1zol-LS® Re-
agent (Invitrogen). Las células fueron lisadas directamente en
el frasco de cultivo afiadiendo 1 ml de Trizol-LS. El ARN total
resultante fue purificado con el kit RNeasy (Qiagen)* y cuanti-
ficado por espectrofotometria (A,,), ¥ su pureza fue valora-
da utilizando la relacion A,,./Assomm- S€ comprobd la integri-
dad del ARN en gel de agarosa al 1%. Una vez comprobada la
pureza e integridad del ARN, se prepararon pools de 15 lg de
ARN total para cada una de las condiciones estudiadas. El
ARN fue concentrado mediante vacio, proceso tras el cual se
volvié a cuantificar y comprobar la integridad del ARN en gel
de agarosa.

Sintesis de ARNc

De cada pool de ARN total se usaron 6 ug como material de
partida para la sintesis de la primera hebra de ADNc con la en-
zima retrotranscriptasa SuperScript™ II, Rnase H- (Invitro-
gen), usando como cebador un oligonucleétido oligo-dT que
contenia la secuencia del promotor de la ARN polimerasa del
fago T7 (T7-[dT],,). La segunda hebra de ADNCc fue sintetizada
utilizando las enzimas ADN polimerasa I de Escherichia coli
(Invitrogen), ADN ligasa de E. coli (Invitrogen), Rnasa H de E.
coli (Invitrogen) y ADN polimerasa del fago T7 (Invitrogen). El
ARNc marcado con biotina fue sintetizado usando el kit ENZO
BioArray™ HighYield™ Transcript Labeling Kit (Enzo Diag-
nostics Inc.). Después de la transcripcion in vitro, los nucle6ti-
dos no incorporados fueron eliminados usando las columnas
RNeasy (Qiagen).

Hibridacién de las matrices

Se llevo a cabo una fragmentacion quimica del ARNc mar-
cado, optimizada para romper el ARNc en fragmentos de 35-
200 pares de bases (pb) por hidrolisis inducida por metal. La
fragmentacion del ARNc marcado favorece la hibridacién. Se
fragmentaron 15 pg de cada ARNCc biotinilado a 94 °C durante
35 min en una solucién tampén que contenia 40 mmol/l de
Tris-Acetato (pH 8,1), 100 mmol/ll de acetato de potasio y
30mmol/l de acetato de magnesio. El ARNc fragmentado fue
mezclado con tampén de hibridacién (100 mmol/l de MES,
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1 mol/l de NaCl, 20 mmol/l de EDTA y un 0,01% de Tween 20)
y calentado a 99 °C durante 5 min y posteriormente a
45 °C durante 5 min, para ser cargado a continuacién en la
matriz de Affymetrix. La primera matriz en la que se realizé la
hibridacién fue el Test 3 de Affymetrix. Esta matriz permite
testar la calidad del ARN previo al andlisis de expresion en el
Affymetrix® GeneChip® Human Genome 133A (HG-U133A).
Durante la hibridacién, las matrices fueron incubadas en un
horno rotatorio a 45 °C durante 16 h y con una rotacién cons-
tante de 60 rpm.

Revelado y adquisicion de imdgenes de las matrices
El lavado y la tincién de cada matriz se realizaron en la es-
tacién de fluidos de Affymetrix®. Se realizé un doble marcaje
tipo sandwich para amplificar la sefial con el fluoréforo ficoe-
ritrina. Se us6 un programa de lavado y tincién que inclufa:

— 10 min x 2 ciclos de lavado con SSPE-T 6 x (0,9 mmol/l de
NaCl, 60 mmol/l de NaH,PO4, 6 mmol/l de EDTA y un 0,01%
de Tween 20) a 25 °C.

— 4 min x 15 ciclos con 0,1 mmol/l de MES, 0,1 mol/l de
NaCl, un 0,01% de Tween 20 a 50 °C, tincién del ARNc biotini-
lado con 10 mg/l de un conjugado estreptavidina-ficoeritrina
(Molecular Probes).

— 10 min x 4 ciclos de lavado con SSPE-T a 25 °C, tincién
con un anticuerpo antiestreptavidina durante 10 min, tincién
con 1 g/l de un conjugado de estreptavidina-ficoeritrina (Mole-
cular Probes) durante 10 min.

— 15 min x 4 ciclos de lavado con SSPE-T a 30 °C.

Las matrices fueron escaneadas a 560 nm con un escaner
con laser confocal (Agilent GeneArray Scanner), el cual per-
mite medir la intensidad de fluorescencia emitida por el
ARNCc unido a las sondas de la matriz, con una resolucion de
20 pm.

Andlisis estadistico

El analisis de los datos se realizé con el software Microa-
rray Suite 5.0. El andlisis estadistico realizado por este pro-
grama se basa en algoritmos estadisticos desarrollados con
técnicas estadisticas estdndares. El algoritmo de deteccién
mediante un test de discriminacion clasifica a cada sonda
(probe set) como presente (P), marginal (M) o ausente (A). Ca-
taloga como marginales a las sondas con una escala de discri-
minacion en el rango intermedio entre la clasificaciéon de Py
A. La sefial de hibridacion es el valor cuantitativo para cada
probe set y representa el nivel relativo de expresién de un gen.
Cuando se comparan la matrices, la intensidad total de la ma-
triz se escala a 100 y, por ello, las sefiales comparadas son se-
fales de hibridacién escaladas a 100 (S-100). Se analizaron
los datos del pool de macréfagos cultivados con atorvastatina
y LDL oxidadas utilizando como linea base los datos del pool
de macrofagos cultivados solamente con LDL oxidadas. Mi-
croarray Suite 5.0. se basa en 2 algoritmos para calcular la
significacion del cambio y para cuantificar el cambio de la ex-
presion génica para cada probe set entre las matrices compa-
radas. Un algoritmo del cambio genera un valor de p; los valo-
res cercanos a 0 son indicativos de un aumento del nivel de
expresion del gen, mientras que valores cercanos a 1 indican
una disminucién del nivel de expresion. Un segundo algorit-
mo estima cuantitativamente el cambio en la expresién géni-
ca mediante el parametro Signal Log Ratio (SLR). La relacién
entre el SLR y el cambio de expresion o Fold Change (FC) es
la siguiente: FC = 2 - exp (SLR) si SLR > 0y FC = (-1) - 2 - exp
(-SLR) si SLR < 0.
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Figura 1. Electroforesis en agarosa al 1% del ARN total obteni-
do.

Resultados
Andlisis de los controles de calidad

Calidad de los pools de ARN, ARNc sintetizado y
ARNc fragmentado. La integridad de los pools de
ARN concentrados fue total, como se observa en la
figura 1. La relacion A, /A, de los pools de
ARN fue de 2,05 para el pool LDLox y de 2,06 para
el pool Atv + LDLox. En la figura 2 se observa que
el ARNc sintetizado es de buena calidad, ya que
hay ARNc con un alto peso molecular. Del mismo
modo, el proceso de fragmentacién del ARNc fue
correcto (fig. 3), y se obtuvieron fragmentos dentro
del rango esperado, entre 35 y 200 pb.

Matriz Test 3. Con la matriz Test 3 se comprueba
la calidad del ensayo y del ARN de partida. En la
matriz se encuentran sondas correspondientes a
las zonas 3’, intermedia y 5’ de varios genes consti-
tutivos en humanos. La relacién entre las sefiales
de hibridaciéon para las sondas 3’ respecto a las
sondas 5 es indicativa de la integridad de los
ARNC sintetizados que, a su vez, es el reflejo de la
calidad del ARN de partida utilizado. Asi, una rela-
cién 3/5" entre las sefiales de hibridacién cercana
a 1 indica la integridad total del ARN y ARNCc sin-
tetizado. Se consideran como aceptables relacio-
nes de hasta 3. Un alto valor de esta relacién indi-
ca degradacion del ARN o sintesis ineficiente del
ds ADNc o del ARNc biotinilado. Tomamos como
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Figura 2. Electroforesis en agarosa al 1% del ARNc sintetizado.

referencia los valores de las relaciones para los ge-
nes constitutivos B-actina y GADPH, que fueron de
1,04 y 1,26 para el pool LDLox y de 0,97 y 1,10
para el pool Atv + LDLox. Las relaciones obtenidas
fueron indicativas de que la calidad del ARN de
partida fue 6ptima y de que el proceso de sintesis
de ARNCc fue correcto. Por ello, pasado este control
de calidad se procedi6 a la hibridacién de la ma-
triz HG-U133A.

Controles de hibridacion. Tanto las matrices Test
3 como la HG-U133A incluyen controles de hibri-
dacién para calcular la eficiencia de la hibridacion.
Estos controles son sondas para los genes bio B,
bio C, bio D, de la ruta de sintesis de la biotina en
E. coli, y cre, gen de la recombinasa del bacteriéfa-
go P1. En el tampén de hibridacién se incluye una
mezcla de transcritos biotinilados de ARNc de bio
B, bio C, bio D y cre a diferentes concentraciones:
1,5, 5, 25 y 100 pmol/l, respectivamente. Si la hibri-
dacién ha sido correcta, bio C, bio D y cre deberian
estar siempre presentes y dar un aumento sucesivo
de la sefial de intensidad, segtin su concentracion.
bio B es el control menos representado en la mez-
cla de hibridacion, por lo que es el utilizado princi-
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Figura 3. Electroforesis en agarosa al 1% del ARNc fragmentado.

palmente para valorar la sensibilidad del experi-
mento. En nuestros ensayos, todos los controles de
hibridacién, incluido bio B, estuvieron presentes en
ambas matrices.

Ruido de fondo. El ruido de fondo de la matriz del
pool LDLox fue 67,87 + 5,98 (media + desviacion es-
tandar [DE]), y el de la matriz del pool Atv + LDLox
fue 72,93 + 6,41. Estos valores se encuentran dentro
del rango de 20-100 descrito por Affymetrix para las
matrices escaneadas con GeneArray® Scanners.

Porcentaje de genes presentes

El niamero de sondas (probe sets) nombradas
como presentes (P) respecto al nimero total de
sondas representadas en la matriz se indica como
el porcentaje de sondas presentes (%P). El %P de-
pende de multiples factores, como son el tipo celu-
lar, el estimulo biolégico al que se ha sometido el
cultivo celular y la cantidad del ARN de partida. En
el experimento realizado, de los 22.283 genes re-
presentados en la matriz HG-U133A, 7.661 (34,4%)
estuvieron presentes en el pool LDLox y 8.871
(39,8%) en el pool Atv + LDLox.

Pool Atv + LDLox frente a pool LDLox

Al comparar el perfil de expresién génica del
pool Atv + LDLox con el del pool LDLox se obtuvie-
ron los siguientes resultados:
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- Genes sobreexpresados: 11 genes con un SLR
de 2,2 -1,0 y 190 genes con un SLR < 1,0.

— Genes inhibidos: 31 genes con un SLR de -3,9
a-1,0y28 genes con un SLR > -1,0.

- Genes sin cambio de expresion: 9.356.

Entre los genes que presentaron un cambio en la
expresion génica en respuesta a atorvastatina se se-
leccioné a los que cumplieron los criterios descri-
tos a continuacién. Se consideraron aquellos genes
con S-100 (valor de la intensidad de hibridacién
del probe set tras la normalizacion por escalado de
la intensidad global a 100) mayor que el ruido de
fondo medio de las matrices comparados mas 3 ve-
ces la DE; este valor fue 81. Esta condicién se de-
bia cumplir al menos en una de las matrices com-
paradas, de modo que se descartaron los genes que
no cumplian este criterio en ninguna de las 2 ma-
trices, para tratar de eliminar posibles falsos positi-
vos, genes con sefial de hibridacién muy cercana al
ruido de fondo de la matriz. Por otra parte, sélo se
consideraron los genes que, en la comparacién Atv
+ LDLox frente a LDLox, presentaron un cambio
de expresion > 1,5 veces para los genes sobreexpre-
sados y un cambio de expresion < -1,5 veces para
los genes inhibidos. Al adoptar los citados criterios
se limit6 el nimero de genes que presentaron cam-
bio en la expresién en respuesta a atorvastatina a
54 genes, de los cuales 46 estaban sobreexpresados
y 8 inhibidos (tabla 1).

Entre los genes que presentaron cambio en su ex-
presion génica en respuesta a atorvastatina, hay al-
gunos que se expresan solamente en presencia o au-
sencia del farmaco y otros que se expresan en
ambas condiciones. Entre los genes que se expresa-
ron solamente en presencia de atorvastatina se en-
contraron: C14orf1 (open reading frame 1 del cromo-
soma 14), FLJ20507 (proteina hipotética FLJ20507),
VIL2 (villin 2), KCNAB2 (canal de potasio), DDX3
(ARN helicasa), TGM2 (transglutaminasa 2), LAK-4P
(lymphokine-activated killer) y FLI22195 (proteina
hipotética FLJ22195). Los genes que no se expresa-
ron en presencia del farmaco fueron: SULTIBI (sul-
fotransferasa) y FLJ13840 (proteina hipotética
FLJ13840). Entre los genes que aumentaron su ex-
presion en presencia de atorvastatina destacaron los
involucrados en las distintas etapas de la biosintesis
endégena de colesterol. En la primera etapa de sin-
tesis de mevalonato a partir de acetil-CoA destacé la
sobreexpresion de HMG-CoA reductasa, enzima li-
mitante del flujo de la via. Como se observa en la ta-
bla 1, 2 sondas en la matriz muestran la sobreexpre-
sion de HMG-CoA reductasa (HMGCR). En la
segunda etapa, en la que el mevalonato presenta una
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fosforilaciéon y posteriormente una descarboxila-
cién, dando lugar al isopentenil pirofosfato (el iso-
preno biolégico), condensédndose después 6 unida-
des de isopreno para formar el escualeno, se
encontraron sobreexpresadas isopentenil difosfato
delta isomerasa (IDI1) y farnesil difosfato farnesil-
transferasa-1 (FDFT1). En la siguiente etapa de oxi-
genacion y ciclacion del escualeno a lanosterol se
observé sobrexpresada la enzima escualeno epoxi-
dasa (SQLE). En la tltima etapa, en la que se pier-
den 3 grupos metilo, se reorganizan los dobles enla-
ces en el anillo de esterano y se satura la cadena
lateral para dar lugar al colesterol, se encontré so-
breexpresada la enzima esterol-C5-desaturasa
(SC5DL).

Entre los genes sobreexpresados destacaron
también genes implicados en la sintesis de 4cidos
grasos, fosfolipidos y triglicéridos, concretamente
genes implicados en la desaturacién de acidos gra-
sos, la estearoil-CoA desaturasa (SCD), identificada
por dos probe sets, y una desaturasa de acidos gra-
sos-1 (FADS1).

Otro gen interesante que resulté sobreexpresado
fue Insig-1 (insulin induced gene 1), representado
en la matriz por 3 probe sets, como se observa en la
tabla 1. Insig-1 e Insig-2 desempefian un papel re-
gulador importante en la homeostasis de lipidos en
las células animales. Dada la alta homologia entre
Insig-1 e Insig-2, del 59,4% (GenBank: AY112745
[Insig-1] y AF527632 [Insig-2]), se comprobo¢ si las
sondas que cuantificaban la expresiéon de Insig-1
hibridaban con la secuencia de Insig-2. Ninguna de
las sondas de los probe sets que determinan Insig-1
hibridaron con la secuencia de Insig-2 (ALIGN pro-
gram)*.

Se observaron sobrexpresadas varias proteinas
de la familia Ras, RAB5C y RAB2, aunque entre los
genes inhibidos también se encontraba RAB2. Sin
embargo, el resultado de sobreexpresion fue mas
fiable, ya que estuvo determinado por una sonda
de la matriz de tipo _at, que identifica a un trans-
crito determinado, a diferencia del resultado de in-
hibicién, determinado por una sonda _x_at, com-
partida por 2 o mas secuencias. En relacién con la
familia Ras y la reorganizacién del citoesqueleto,
se encontré sobreexpresada una cinasa activadora
de p21 (PAK2: p21-activated kinase 2). Otros genes
también sobreexpresados y con funciones en el ci-
toesqueleto fueron GSN (gelsolin) y VIL2 (villin 2).

También se encontraron sobreexpresados los ge-
nes que codifican la proteina inhibidora de tiorre-
doxina (TXNIP), ARN helicasa (DDX3), factor de
ayuste (SFRS2), desacetilasa de histonas (HDAC1),
proteincinasa dependiente de AMPc (PRKACB),
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Tabla 1. Genes que presentaron cambio en la expresién en respuesta a atorvastatina

Affymetrix ID | Gen | Senal-100 LDLox Senal-100 Atv+LDLox | FC | SLR | Cambio p

217188_s_at Cl4orfl 71,5 A 175,4 P 2,3 1,2 S 0,00007
201626_at INSIG1 179,3 P 2574 P 1,9 0,9 S 0,00006
202539 s_at HMGCR 194,9 P 268,0 P 1,9 0,9 S 0,00002
203603 _s_at ZFHXIB 432 P 93,9 P 1,9 0,9 S 0,00002
209146_at SC4MOL 299,4 P 597,9 P 1,9 0,9 S 0,00003
200753_x_at SFRS2 80,6 P 106,1 P 1,7 0,8 S 0,00019
201043_s_at ANP32A 79,3 P 145,4 P 1,7 0,8 S 0,00120
201625_s_at INSIG1 1291 P 253,0 P 1,7 0,8 S 0,00003
209218 _at SQLE 188,0 P 363,1 P 1,7 0,8 S 0,00005
212279 at MAC30 1221 P 188,1 P 1,7 0,8 S 0,00027
214040_s_at GSN 217,9 P 374,6 P 1,7 0,8 S 0,00002
219460_s_at FLJ20507 1453 M 2357 P 1,7 0,8 S 0,00024
208621_s_at VIL2 101,6 A 184,1 P 1,7 0,8 S 0,00369
211791 _s_at KCNAB2 85,0 A 131,0 P 1,7 0,8 S 0,00069
201008_s_at TXNIP 380,4 P 669,9 P 1,6 0,7 S 0,00009
201151_s_at MBNL 52,1 P 102,1 P 1,6 0,7 S 0,00275
201627_s_at INSIGI 3446 P 532,1 P 1,6 0,7 S 0,00077
204194 _at BACHI 43,0 P 83,7 P 1,6 0,7 S 0,00407
209154 _at TIP-1 181,2 P 296,1 P 1,6 0,7 S 0,00165
211162_x_at SCD 292,8 P 429,5 P 1,6 0,7 S 0,00069
221268_s_at LOC81537 111 P 160,2 P 1,6 0,7 S 0,00086
201211_s_at DDX3 1139 A 168,3 P 1,6 0,7 S 0,00304
202562_s_at Cl4orfl 120,4 A 207,9 P 1,6 0,7 S 0,00002
211003_x_at TGM?2 2114 A 344,0 P 1,6 0,7 S 0,00369
214958 _s_at LAK-4P 88,8 A 139,9 P 1,6 0,7 S 0,00008
200799_at HSPAIA 408,3 P 6122 P 1,5 0,6 S 0,00002
201156_s_at RAB5C 304,5 P 428,6 P 1,5 0,6 S 0,00009
201170_s_at BHLHB2 374,7 P 426,8 P 1,5 0,6 S 0,00019
201209_at HDACI 109,5 P 160,9 P 1,5 0,6 S 0,00249
202422 _s_at FACL4 69,0 P 92,8 P 1,5 0,6 S 0,00304
202437 _s_at CYPIBI 4413 P 697,6 P 1,5 0,6 S 0,00002
202742 _s_at PRKACB 230,6 P 3285 P 1,5 0,6 S 0,00304
202855_s_at SLC16A3 1559 P 179,8 P 1,5 0,6 S 0,00183
203067_at PDX1 118,5 P 1347 P 1,5 0,6 S 0,00108
203676_at GNS 266,2 P 427,0 P 1,5 0,6 S 0,00027
208731_at RAB2 130,8 P 177,8 P 1,5 0,6 S 0,00015
208878_s_at PAK2 141,5 P 176,3 P 1,5 0,6 S 0,00097
208881 _x_at IDI1 4834 P 965,1 P 1,5 0,6 S 0,00003
208962 _s_at FADS! 139,4 P 180,7 P 1,5 0,6 S 0,00024
210950_s_at FDFT1 519.2 P 880,6 P 1,5 0,6 S 0,00035
211423 _s_at SC5DL 273,1 P 423,0 P 1,5 0,6 S 0,00010
211708_s_at SCD 3713 P 591,4 P 1,5 0,6 S 0,00002
216604_s_at SLC7A8 2291 P 305,4 P 1,5 0,6 S 0,00062
218417_s_at FLJ20489 253,6 P 326,9 P 1,5 0,6 S 0,00002
219599 at PRO1843 181,9 P 208,5 P 1,5 0,6 S 0,00069
217924 _at FLJ22195 81,8 A 140,6 P 1,5 0,6 S 0,00183
211074 _at 18SrRNA 1.027,3 P 2952 P =35 -1,8 I 0,99998
207601 _at SULT1BI 99,5 P 39,5 A =32 -1,7 I 0,99851
202416_at DNAJC7 1343 P 84,6 P -2,1 -11 I 0,99991
221419_s_at 18SrRNA 792,6 P 3151 P -2,0 -1,0 I 0,99969
208730_x_at RAB2 295,5 P 154,4 P -1,9 -0,9 I 0,99866
220283 _at FLJ13840 82,5 P 40,6 A -1,9 -0,9 I 0,99665
1494 _f at CYP2A6 86,3 P 57,9 P -1,5 -0,6 I 0,99946
203147 _s_at TRIM14 132,4 P 74,2 P -1,5 -0,6 I 0,99903

Sefial-100: valor de la intensidad de hibridacién del probe set tras la normalizacion por escalado de la intensidad global de la matriz a 100; FC: Fold
Change; SLR: signal log ratio; A: ausente; P: presente; M: marginal; S: sobreexpresado; I: inhibido; p: valor de p generado por el algoritmo del cam-
bio: valores cercanos a 0 son indicativos de un aumento del nivel de expresién del gen, mientras que valores cercanos a 1 indican una disminucién
del nivel de expresion.
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fosfoproteina nuclear (ANP32A), factor de trans-
cripcion de cremallera de leucinas (BACH1), hidro-
lasa lisosomal (GNS), piruvato deshidrogenasa
(PDX1), heat shock protein (HSPA1A), transgluta-
minasa (TGM2), esfingosina-1-fostatasa (LOC81537)
y ligasa de 4cidos grasos (FACL4).

Dentro del grupo de genes que presentaron inhi-
bicién en presencia de atorvastatina destacd 18S
rRNA (componente de la subunidad ribosomal
40S), identificado por 2 probe sets (tabla 1). Ade-
mas, al analizar los resultados de los genes engloba-
dos como constitutivos, entre los que estan /8S
rRNA, 28S rRNA (componente de la subunidad ri-
bosomal 60S), B-actina y GADPH, entre otros, con
sondas en las zonas 5, intermedia y 3’, se observd
que P-actina y GADPH se comportaron como genes
constitutivos, mientras que ni /8S rRNA ni 28S
rRNA se comportaron como tales, ya que ambos se
encontraron inhibidos en respuesta a atorvastatina.

Discusion

En el presente estudio in vitro se analizan algu-
nos de los mecanismos moleculares de las acciones
celulares directas de las estatinas mediante el ana-
lisis del perfil de modificacién génica inducido por
atorvastatina en un determinado tipo celular, el
macrofago, dado su importante papel en la etiopa-
tologia de la arteriosclerosis.

Hemos observado una sobreexpresiéon manteni-
da en varias enzimas de distintas etapas de la via
de sintesis enddgena de colesterol (HMGCR [Fold
Change = 1,9], IDI1 [Fold Change = 1,5], FDFT1
[Fold Change = 1,5], SQLE [Fold Change = 1,7],
SC5DL [Fold Change = 1,5]), lo que era esperable
dado el mecanismo de accién de la atorvastatina®.

Los efectos independientes de la disminucion de
los lipidos inducida por el tratamiento con estati-
nas estan relacionados con la inhibicién de otros
intermediarios isoprenoides de la ruta de sintesis
de colesterol, el farnesil pirofosfato (FPP) y el gera-
nilgeranil pirofosfato (GGPP). Estos intermediarios
intervienen en la modificaciéon postraduccional de
ciertas protefnas, modificindolas covalentemente
en un proceso que se denomina prenilacién, que
les permite enclavarse en las membranas donde lle-
van a cabo su funcién. Entre estas proteinas figu-
ran las laminas nucleares, la subunidad y de las
proteinas G heterotriméricas y las protefnas G pe-
querias, de gran trascendencia bioldgica. Entre las
proteinas G pequefias destacan las de la familia
Ras (proteinas de unién a GTP): Ras, Rac, Rab,
Rho, Ran, entre otras, que estan implicadas en di-
versas funciones celulares, como la regulaciéon de
la expresion génica, la organizacién del citoesque-
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leto, el transporte intracelular de membranas, la
proliferacién, la diferenciacién y la apoptosis®=*.
En el presente trabajo hemos observado la sobrex-
presién de 2 miembros de la familia Rab, Rab5C y
Rab2. Estas proteinas estan implicadas en el trans-
porte intracelular de membranas. Rab5C participa
en la maquinaria que regula la cinética del trafico
de membrana en la ruta endocitica temprana®’.
Rab2 se inmunolocaliza en el pre-Golgi y actia
como intermediario en el transporte entre el reticu-
lo endoplasmico y el complejo de Golgi*. Relacio-
nadas con la familia Ras, también hemos observa-
do la sobreexpresion de PAK2. La actividad de las
proteinas de la familia PAK (p21-activated protein
kinases) se regula por interaccién con las formas
activas de las protefnas Racl y Cdc42, que regulan
la organizacion del citoesqueleto®. La inhibicién
de la isoprenilacién por las estatinas provoca una
acumulacion de las formas inactivas de las protei-
nas de la familia Ras en el citosol®, y explicarfa la
sobreexpresion observada de PAK2 debida a la dis-
minucién de formas activas de Racl y Cdc42.

También en respuesta a atorvastatina, las molé-
culas de ARN ribosémico 18S y 28S se encontraron
disminuidas. Una posible explicacién a este hecho
podria ser la disminucién de la activacién de las
proteinas Ran, pertenecientes a la familia Ras y
con una activacién dependiente de farnesilacion,
las cuales participan en el transporte de ARN vy
proteinas.

Por otra parte, Insig-1, gen sobreexpresado en
respuesta a atorvastatina, desempefia un papel re-
gulador importante en la homeostasis de lipidos en
las células animales, regulando la activacién de los
factores de transcripcién SREBP (sterol regulatory
element-binding protein). Los SREBP activan la ex-
presién de més de 30 genes implicados en la sinte-
sis y captacion de colesterol, acidos grasos, triglicé-
ridos y fosfolipidos, asi como el cofactor NADPH
necesario para sintetizar estas moléculas*. Inme-
diatamente después de su sintesis en la membrana
del reticulo endoplasmico, los SREBP se unen a la
proteina SCAP (SREBP cleavage-activating protein),
que tiene un dominio sensible a esteroles*. La re-
tencién de SCAP y SREBP en el reticulo endoplas-
mico, promovida por el colesterol, estd mediada
por otras 2 protefnas, Insig-1 e Insig-2. Yang et al*
han demostrado recientemente que Insig-1 interac-
ciona especificamente con SCAP y que su sobreex-
presion evita la activacién de SREBP. Insig-1 esta
regulada positivamente por SREBP, mientras que
la expresién de Insig-2 es aparentemente constitu-
tiva*#, La accién combinada de Insig-1 e Insig-2
permite una modulacién fina del procesado de
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SREBP en diversas condiciones de oferta y deman-
da de esteroles®. La abundancia relativa de las 3
isoformas de SREBP difiere segtin se trate de célu-
las en cultivo o tejidos animales. En la mayoria de
los cultivos celulares, la isoforma predominante es
SREBP-1a, que parece ser la causante de mantener
los valores basales de sintesis de colesterol y de aci-
dos grasos in vivo®. SREBP-2 regula principalmen-
te la ruta de sintesis de colesterol, la cual resultd
sobreexpresada en respuesta a atorvastatina en
este trabajo, mientras que la isoforma SREBP-1c
activa preferentemente los genes implicados en la
sintesis de acidos grasos; en este estudio se encon-
tré un aumento de la expresion de estearoil-CoA
desaturasa (SCD), enzima clave en la formacién de
acidos grasos monoinsaturados. Recientemente,
Sun et al* han identificado la enzima SCD como
clave en el eflujo de colesterol, ya que han demos-
trado que la sobreexpresion del gen de SCD dismi-
nuye el eflujo de colesterol hacia apo A-I mediado
por ABCA1, pero aumenta el eflujo hacia HDL que
es independiente de ABCA1. El aumento de la acti-
vidad de SCD conduce a un cambio en la compo-
sicién de fosfolipidos y acidos grasos de la mem-
brana plasmatica, que produce un aumento de
la incorporacién de acidos grasos monoinsatura-
dos en los fosfolipidos y aumente, por tanto, el eflu-
jo de colesterol hacia HDL independiente de
ABCA14647,

En conclusion, en este estudio se demuestra que
la atorvastatina produce cambios en la expresién de
genes involucrados en la sintesis endégena de coles-
terol y en otras vias metabdlicas independientes,
principalmente relacionadas con protefnas regula-
das por intermediarios isoprenoides y con otras vias
reguladas por los factores de transcripciéon SREBP,
que podrian ayudar a explicar los efectos clinicos de
las estatinas que van mas alla de su papel hipolipe-
miante.
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