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Modelos experimentales de enfermedad cardiovascular
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Resumen

El presente trabajo describe los modelos experimenta-
les de utilidad clinica en el estudio de las enfermedades
cardiovasculares y hace énfasis en los modelos usados
para determinar los mecanismos fisiopatologicos de la
aterosclerosis, asi como para evaluar los efectos de pro-
ductos nutricionales y farmacolégicos sobre el desarrollo
de este proceso inflamatorio complejo comiin a muchas
enfermedades cardiovasculares. Se revisan los modelos
animales en los que se puede inducir aterosclerosis por
cambios en la composicion de la dieta y los modelos ani-
males en los que la alteracion de uno o mas genes (ani-
males knock-out y knock-in), o la incorporacion de genes
foraneos de otras especies, da lugar a la aparicién de hi-
perlipidemia con riesgo asociado de aparicion de enfer-
medad cardiovascular temprana. Por otra parte, se con-
sideran algunas de las lineas celulares mas utilizadas en
el estudio de los mecanismos moleculares de la aterogé-
nesis y de evaluaciéon de sustancias con interés nutricio-
nal o farmacoldgico.

(Nutr Hosp. 2007;22:169-77)

Palabras clave: Animales transgénicos. Aterosclerosis.
Enfermedad cardiovascular. Modelos animales. Lineas celu-
lares.

Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) suponen
la primera causa de mortalidad y morbilidad en los pai-
ses desarrollados y su incidencia aumenta progresiva-
mente en los paises en vias de desarrollo. Un gran nu-
mero de enfermedades cardiovasculares, tales como la
angina de pecho, el infarto de miocardio, la hiperten-

Correspondencia: Angel Gil Hernandez
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular II
Instituto de Nutricién y Tecnologia de Alimentos
Ramoén y Cajal, 4

18071 Granada

E-mail: agil@ugr.es

Recibido: 2-X1-2006.
Aceptado: 9-XI-2006.

EXPERIMENTAL MODELS
OF CARDIOVASCULAR DISEASE

Abstract

The present work describes clinically useful experi-
mental models for the study of cardiovascular disease
and emphasites the models used to determine the pat-
hophysiologic mechanisms of atherosclerosis, as well as
to evaluate the effects of nutritional and pharmacologi-
cal products on the development of this complex inflam-
matory process present in many cardiovascular diseases.
Animal models in which ahterosclerosis may be induced
by dietary changes are reviewed, as well as those in
which modification in one or more genes (knock-out and
knock-in animals), or the incorporation of foreign genes
from other species lead to early cardiovascular disease.
On the other hand, some of the cell lines most frequently
used in studying molecular mechanisms of atherosclero-
sis and assessment of substances with nutritional or
pharmacological interest are considered.

(Nutr Hosp. 2007;22:169-77)
Key words: Transgenic animals transgénicos. Atheroscle-
rosis. Cardiovascular disease. Animal models. Cellular lines.

sion arterial y la enfermedad vascular periférica tienen
su origen en la aparicion de aterosclerosis. Este térmi-
no se aplica a diversos tipos de procesos inflamatorios
que producen una lesion proliferativa de las capas inti-
ma y media arterial tras la formacién de capas fibro-
adiposas, que terminan por invadir la luz de las arte-
rias y, en combinacién con procesos tromboticos,
comprometen la funcionalidad circulatoria de estos
vasos. La aterosclerosis se caracteriza por la existen-
cia de placas fibroadiposas elevadas en la intima arte-
rial (ateromas) especialmente en la aorta, coronarias y
arterias cerebrales, que producen estenosis (estrecha-
miento de la luz del vaso).

Existen numerosos modelos experimentales de ate-
rosclerosis que utilizan animales a los que se les indu-
ce la enfermedad mediante la ingesta de dietas con
composicion alterada, especialmente de los lipidos'~.
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Asimismo, se han desarrollado animales modificados
genéticamente por alteracién de uno o mas genes, o
por transgénesis de genes alterados de la especie hu-
mana que dan lugar a la aparicion de hiperlipidemias y
que finalmente conducen a la aparicién de ECV** (ta-
bla I). Finalmente, existen varios modelos celulares
utilizados en el estudio de la ECV, especialmente para
evaluar los efectos de agentes pro- y antiaterogénicos,
asi como de los mecanismos moleculares por los cua-
les estos agentes ejercen dichos efectos®.

El objetivo del presente trabajo es ofrecer una pano-
ramica general de los diferentes modelos utilizados
para el estudio de la aterosclerosis y de la ECV de uti-
lidad clinica, especialmente en el campo de la nutri-
cion.

Modelos animales

Son muchos los animales de laboratorio que se han
utilizado para estudiar los mecanismos implicados en
el desarrollo de la aterosclerosis. Entre ellos podemos
citar el mono®, el cerdo'"'?, el hamster, el conejo y el
pollo™*** y muy recientemente el conejillo de Indias'.
De todos ellos, son los dos primeros los que generan
lesiones patoldgicas en las arterias eldsticas (aorta, ca-
rétida e iliacas) similares a las humanas, en dénde es
frecuente el desarrollo de engrosamientos intimales
adaptativos, difusos y excéntricos, como consecuencia
del estrés mecdnico y fisico del flujo sanguineo sobre
las paredes arteriales, principalmente en las zonas de
bifurcacién o salida de ramas secundarias. Sin embar-
g0, el gran problema para los laboratorios es su coste

Tabla I
Principales modelos animales utilizados para el
estudio de la aterosclerosis

* Aterosclerosis inducida por la dieta
No modificados genéticamente
Ingesta elevada de colesterol y grasa saturada:
conejo, hamster, pollo, cerdo, mono
Modificados genéticamente
* Conejos New Zealand que expresan Apo A-1,
sobreexpresion de lecitin-colesterol-acil-
transferasa, lipasa hepdtica humana, o Apo B-100
humana
* Conejos WHHL que expresan Lp(a) humana

¢ Transgénicos knock-out y knock in
Ratones C57BL/6
apoE knock-out (apoE-/-)
knockout para el receptor LDL (LDL-/-)
ratones doble knock-out apoE y LDL-R
knock-in que expresan la apoE2 humana, apoE2k o
apoE3-Leiden
e Cepas murinas con defectos en la funcién plaquetaria
e Cepas murinas y pollos con mutaciones en los
transportadores A1l dependientes de unién a ATP
ABCA1 —ATP-binding cassette transporter A1—.

y el no disponer de la infraestructura necesaria para el
mantenimiento de dichos animales al alcance de los
grupos de investigacion. Por ello, hoy dia el modelo
experimental de aterosclerosis mas extendido es el co-
nejo'. La tabla I resume los principales modelos ani-
males utilizados para el estudio de las ECV.

En general, uno de los problemas principales es que
en la mayoria de los modelos, excepto el mono, el cer-
do y el conejo de Indias, en la distribucién y composi-
ci6n de las lipoproteinas son muy diferentes a las de la
especie humana. La figura 1 representa los porcenta-
jes de distribucién de colesterol en las lipoproteinas
plasmaticas de humanos y de distintas especies anima-
les utilizadas para el estudio de las ECV.

El primer estudio sobre aterosclerosis realizado con
conejos data de 1908". En dicho estudio las lesiones
ateromatosas fueron inducidas por la dieta. Debido a
que el conejo es muy sensible a la induccién de las le-
siones ateromatosas mediante una dieta rica en coles-
terol, este es el modelo mas extendido en la literatura
para estudiar la aterosclerosis. Diferentes cantidades
de colesterol en la dieta, combinadas o no con distin-
tas grasas comestibles, asi como distintos tiempos de
duracién, han sido y son utilizados para provocar dife-
rentes tipos de lesiones ateromatosas. Existen estudios
donde el periodo de intervencion varia segun la canti-
dad de colesterol administrada a los conejos, por
ejemplo; Zulli y cols.' desarrollaron placas de atero-
ma con 0,5% de colesterol durante 12 semanas; Pfis-
ter" durante 3 semanas con la misma cantidad de co-
lesterol; Zhang y cols.? provocaron aterosclerosis con
1% de colesterol durante 12 semanas; Ozer y cols.”
con 2% de colesterol durante 4 semanas; y Shakuto y
cols.?? con un 1% de colesterol durante 10 semanas.
Existen otros estudios, entre los que se incluyen los
realizados por nuestro equipo de investigacion, en los
que se combina el tiempo de tratamiento, la ingesta de
colesterol y grasa saturada. Asi, Juzwlak y cols.” han
desarrollado aterosclerosis en conejos mezclando 0,5
g/kg de grasa saturada mds 0,5 g/kg de colesterol du-
rante 12 semanas. Nuestro equipo de investigacion
provoca la aparicién y desarrollo de estria grasa en co-
nejos con la ingesta de colesterol al 1,5% junto a grasa

100%

80%

O VLDL
OLDL
B HDL

60%

40%

20%

0%

Fig. 1.—Distribucion de colesterol en las lipoproteinas de va-
rios modelos animales y del humano. Modificado de Ferndndez
v Volek (2006) ".
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saturada al 3% (manteca de cerdo) durante 4 semanas,
y placas de ateroma a las 8 semanas®?. El desarrollo
de ateromatosis en las aortas de los conejos es tiempo
dependiente. Asi, en los primeros 10 d, sélo se obser-
varon depdsitos minimos de macréfagos cargados
de lipidos en la intima del cayado (aorta tordcica as-
cendente). Estos depdsitos se hicieron mas abundantes
y grandes a los 20 d en la misma porcién de la aorta,
empezando a aparecer nuevos actimulos en la aorta to-
ricica descendente y abdominal, pero no de forma tan
intensa. A los 30 d, los conejos desarrollaron una ate-
romatosis marcada, representada principalmente por
depoésitos de macréfagos en la intima (estria grasa) a
lo largo de todo el trayecto de la aorta*? (fig. 2). En
cuanto al desarrollo de verdadera placa fibroateroma-
tosa, ésta se apreci6 en todas las fracciones correspon-
dientes a cayado, aorta tordcica y aorta abdominal
cuando la ingesta de colesterol y grasa saturada se
mantuvo hasta los 50 dias'#? (fig. 3).

Otra forma de inducir la aterosclerosis, distinta de la
administracion en la dieta con diferentes tipos de grasa,
es mediante la produccién de un dailo mecénico a nivel
intraluminal en la arteria, lo que da lugar a una respues-
ta proliferativa a nivel endotelial que esta de acuerdo
con la patofisiologia del proceso aterosclerdtico®*-.

Finalmente, hay que destacar el uso actual de mo-
delos de conejos modificados genéticamente para es-
tudiar mecanismos moleculares implicados en la pato-
génesis de la enfermedad inducida por la dieta. Entre
los relacionados con la aterosclerosis encontramos la
cepa de conejo New Zealand que expresa apo A-1 hu-
mana, otros modelos que sobreexpresan la lecitin-co-
lesterol-acil transferasa, la lipasa hepdtica, o la apo B-
100 humanas, o bien la cepa de conejos WHHL que
expresan la Lp(a) humana consiguiendo lesiones ate-
romatosas muy avanzadas y similares a las de los hu-
manos's*! (tabla I).

Fig. 2.—Induccion de estrias grasas y placas de ateroma en
aorta de conejos alimentados con una dieta rica en colesterol
(1,5%) y manteca de cerdo (3%) durante 10, 20 y 30 dias. Note-
se el incremento progresivo, en niimero 'y tamaiio de los depdsi-
tos, en las diferentes partes de la aorta en relacion con el tiem-
po (Hematoxilina-eosina, x200). Las flechas definen el grosor
de la placa. Tomado de Aguilera y cols. (2002 )*.

Fig. 3.—Desarrollo de placa fibrosa en aortas de conejos ate-
rosclerdticos. (hematoxilina-eosina, x100). Tomado de Aguile-
ray cols. (2002)%.

Las dietas con restricciéon de hidratos de carbono
conducen a la reduccién de triglicéridos (TG), aumen-
tan la fraccion de colesterol asociado a las lipoprotei-
nas de elevada densidad (HDL-colesterol) y promue-
ven la formacién de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) mas grandes y menos aterogénicas en la especie
humana. Sin embargo, los mecanismos que subyacen a
este tratamiento no han sido explorados debido a la fal-
ta de un modelo apropiado. Recientemente, se ha indi-
cado que el conejo de Indias puede ser un modelo ade-
cuado para el estudio de los fendmenos de aterogénesis
y de la reduccién de TG con dietas con bajo contenido
en hidratos de carbono, ya que en estos animales, co-
mo ocurre en el hombre, la mayor parte del colesterol
estd asociado a las LDL, y tienen proteina de transfe-
rencia de ésteres de colesterol y lipoproteina lipasa®.

Animales modificados genéticamente

Actualmente existen una serie de modelos anima-
les que desarrollan aterosclerosis y enfermedad car-
diovascular por alteracién de uno o mas genes (ta-
blas I 'y II).

En los animales denominados knock-out se ha alte-
rado un gen de interés. Para ello se transfiere el gen
mutado a un cultivo de células madre y luego algunas
de estas células se inoculan a blastocitos que son tras-
plantados a hembras huésped. En los animales deno-
minados knock-in se reemplaza un gen por otro y se
evaldan los efectos funcionales que esta manipulacién
genética causa. En los animales denominados transgé-
nicos se inserta un segmento de ADN de una especie
exdgena, mediante la inyeccién del dcido nucleico
exdgeno en el pronidcleo de una célula embrionaria. El
embridn es trasplantado a una hembra huésped y el
animal que se desarrolla a partir de ese embrién es un
transgénico.

Modelos experimentales de enfermedad
cardiovascular
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Tabla II
Caracteristicas de ratones transgénicos que expresan niveles y formas mutadas diferentes de ApoE

Modificacion Promotor Dieta Dieta
genética Chow HGC

apoE Col G Col TG

(mg/dl)

C57B16 (control) n.d. 100% (5 mg/dl) 2.1 0,5 15/1,0/0,5 5,7 0,1
Gen diana
ApoE knock-out n.d. 50% 3,1 0,3 15/1.0/0.5 10,1 n.d.
(heterozigoto)
ApoE knock-out n.d. 0% 19 0.4 15/1,0/0,5 102 n.d.
ApoE3 knock-in ApoE raton 1,3 4.4 0,84 16/1,25/0,05 9,0 0,3
humana
Ratones transgénicos
ApoOE rata Metalotioneina 17 1.4 0,2 5/1,0/0,5 24 n.d.
ApoE2 humana Enddgeno 0,9 2,1 0,6 15/1,0/0,5 6,8 0,1
ApoE2 humana Endégeno 9,2 16,5 24 - n.d. n.d.
ApoE knock-out
ApoE2 humana Endégeno 53 39 0,5 - n.d. n.d.
ApoE2 humana ApoAl 23 2,1 0,8 15/1,0/0,5 5,5 0,4
ApoE2 (142) Endégeno 70 7,9 4,3 16/1,0/0,5 12,6 1,3
ApoE3 Leiden Endégeno 2,7 2,7 0,8 15/1,0/0,5 13,7 0,2
ApoE3 Leiden Enddgeno 36 3,2 2,7 15/1,0/0,5 40 16

ApoCl

Col: Colesterol; HGC: Hidratos de carbono / Grasa / Colato; nd: no disponible; TG: Triglicéridos.

Los ratones C57BL/6 son los mds susceptibles de
desarrollar aterosclerosis y es, por tanto, la variedad
de eleccion para ser genéticamente manipulada con el
fin de desarrollar modelos de aterosclerosis. Los rato-
nes apoE knock-out (apoE-/-) en los que se ha delec-
cionado el gen que codifica para la apolipoproteina E,
constituyente fundamental de diversos tipos de lipo-
proteinas, desarrollan hiperlipidemia y aterosclerosis
tanto con dieta normal como con dieta rica en grasa,
aunque la severidad del fenotipo depende de la varie-
dad de ratén utilizada‘. Este ha sido el modelo de ate-
rosclerosis mds estudiado y mejor caracterizado; se
usa frecuentemente como base para el estudio del pa-
pel de otros genes en el desarrollo de la aterosclerosis
por manipulaciones genéticas adicionales. Desafortu-
nadamente, los ratones apoE-/- no son un modelo fi-
dedigno de la aterosclerosis humana, ya que el perfil
de lipoproteinas en estos ratones difiere significativa-
mente del de los pacientes humanos y la ausencia de
apoE es una condicién muy rara en la especie humana’
(tabla II).

Otro modelo de aterosclerosis es el raton knock-out
para el receptor LDL (LDL-/-). La deficiencia de estos
receptores provoca una hipercolesterolemia menos se-
vera que en el caso de los ratones knock-out para la
apo E, pero una dieta rica en grasa provoca el desarro-
llo de hipercolesterolemia y aterosclerosis. Este tipo
de animales es particularmente susceptible a la dieta,

ya que pequefios cambios en su composicién son sufi-
cientes para modificar el fenotipo aterosclerético.
Otra ventaja de este modelo es que la deficiencia del
receptor de LDL es un fenotipo encontrado en los hu-
manos con cierta frecuencia’.

En la dltima década se ha desarrollado un nuevo
modelo de ratones doble knock-out apoE y LDL-R,
que desarrollan una hiperlipidemia mds severa y una
ateroclerosis mayor que el modelo deficiente solo en
apoE, en este caso también acelerado por una dieta ri-
ca en grasa®.

Otro tipo de modelo murino de aterosclerosis esta
basado en un método de reemplazamiento génico co-
nocido como knock-in en el que en lugar de eliminar,
un gen determinado este, es reemplazado por una va-
riante del gen en la misma localizacién del genoma.
Los ratones knock-in que expresan la apoE2 humana
muestran un perfil plasmatico lipoproteico similar al
de los sujetos hiperlipidémicos tipo III, que tienen un
menor aclaramiento de lipoproteinas de muy baja den-
sidad (VLDL) y por tanto desarrollan aterosclerosis a
pesar de una dieta normal.

Ademas de los modelos knock-out o de eliminacién
dirigida de un gen concreto, hay un gran nimero de
modelos transgénicos. La mayoria de los modelos
transgénicos para la aterosclerosis consisten en la in-
troduccién del gen humano de la apo E o bien de una
forma mutada, como es la apo E2k o apo E3-Leiden®’
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(fig. 4). Un gran nimero de isoformas de apo E han si-
do expresadas en ratones para estudiar la influencia de
las mismas sobre el desarrollo de aterosclerosis®. Es-
tos modelos tienen un gran potencial ya que respon-
den muy bien tanto a factores dietéticos como a agen-
tes farmacoldgicos.

Por otra parte, en afios recientes, la disponibilidad
de cepas murinas con defectos en la funcién plaque-
taria y el desarrollo de modelos in vivo para deter-
minar los procesos fisiolégicos y patofisiolégicos
relacionados con la aterosclerosis ha abierto nuevos
caminos para identificar el papel individual de las
proteinas de las plaquetas en la adhesion, activa-
cidén, agregacion, secrecion y actividad procoagu-
lante®.

Las mutaciones en los transportadores Al depen-
dientes de unién a ATP (ABCA1 -ATP-binding cas-
sette transporter Al-) dan lugar a la aparicion de la
enfermedad de Tangier en la que se acumulan ésteres
de colesterol en los tejidos y los niveles plasméticos
de HDL estan muy bajos, lo cual aumenta el riesgo de
enfermedad cardiovascular. Estos transportadores de-
sempefian un papel crucial en el trafico celular de fos-
folipidos y de colesterol. Recientemente se han desa-
rrollado modelos knock-out para este transportador
tanto en ratones como en pollos que desarrollan la sin-
tomatologia de la enfermedad de Tangier. Asimismo,
se han obtenido animales transgénicos con el gen hu-
mano normal que restauran el metabolismo del coles-
terol en dichos mutantes®.

En cualquier caso, después de una década de desa-
rrollo de modelos animales con alteraciones génicas,
estd claro que cada uno de ellos tiene sus fortalezas y
sus debilidades, particularmente cuando se evalian
los efectos de la nutricién y de los farmacos hipolipe-
miantes.

oA F,
w L
= S Ty
AL i f

v N vy, rined

Fig. 4.—Aterosclerosis en ratones con ApoE de Leiden. A: Con-
trol; b: Experimental Tomado de Wouters y cols. (2005 ).

Modelos celulares

En el desarrollo de la ateromatosis participan nume-
rosos tipos celulares entre los que se encuentran ma-
créfagos, células del endotelio vascular, linfocitos, cé-
lulas del musculo liso, asi como de las plaquetas.
Utilizando lineas inmortalizadas de estas células de
forma independiente o en co-cultivo se pueden evaluar
muchas de las alteraciones que ocurren durante el de-
sarrollo de la placa de ateroma, especialmente de los
acontecimientos que ocurren a nivel celular y molecu-
lar, cuando se exponen a diferentes agentes toxicos.
Asimismo, una vez inducido el dafio celular se puede
evaluar la influencia de diferentes agentes farmacol6-
gicos o dietéticos, por ejemplo antioxidantes, sobre la
aparicién de marcadores moleculares de dafio celular
asociados a la aterosclerosis. En la tabla III se resumen
las caracteristicas principales de las lineas celulares
mads utilizadas para el estudio de los mecanismos mo-
leculares implicados en el desarrollo de las ECV.

La linea celular THP-1 procede de un paciente con
leucemia monocitica aguda. Estas células expresan
marcadores caracteristicos de los monocitos y poseen
receptores Fc y C3b, sin embargo, no expresan inmu-
noglobulinas de superficie o citoplasmdticas. Estdn
caracterizadas por su capacidad fagocitica y por la
produccién de lisozimas y esterasa, ademds de por su
capacidad para restaurar la respuesta de los linfocitos
T ala concavalina A*. Al tratar las THP-1 con 12-mi-
ristato,13-acetato de forbol (PMA) se observa adhe-
rencia a las superficies de cristal, a la vez que exhiben
caracteristicas morfoldgicas similares a los macréfa-
gos*. Ademads, poseen la capacidad de acumular lipi-
dos, procedentes de las LDL, en su interior, y de ex-
presar en su superficie el receptor para las LDL
acetiladas, la apolipoproteina E y la lipoprotein lipa-
sa®, asf como el receptor para las VLDL*, todos ellos
considerados marcadores diferenciadores de los ma-
crofagos. Por estos motivos, estas células activadas
con PMA han sido ampliamente utilizadas para el es-
tudio in vitro de la formacion de células espumosas y
de la aterosclerosis’.

Sin embargo, existen diferencias fundamentales en-
tre las células monociticas y las THP-1. En primer lu-
gar, los monocitos humanos sufren apoptosis cuando
no son estimulados por determinadas citoquinas,
mientras que las THP-1 crecen indefinidamente. En
segundo lugar, existe una heterogeneidad celular en
cuanto a la expresion de algunos receptores. Incluso,
se ha observado que pueden perder la diferenciacién
cuando se cultivan por un tiempo excesivo, hecho que
no les ocurre a los macréfagos. Por otro lado, se ha
observado que tras su activacion, las THP-1 segregan
factor de crecimiento transformante  (TGF)-B1, que
inhibe la actividad de los receptores scavenger para
las LDL acetiladas*. Ademas, en las células activadas
tampoco se observa la expresion del receptor hepatico
caracteristico de los macréfagos’. Concretamente, se
ha caracterizado el perfil de expresion genética de es-

Modelos experimentales de enfermedad
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Tabla III

Principales modelos celulares utilizados para el estudio de las ECV

Macrdéfagos
Linea celular THP-1

e Expresan marcadores caracteristicos de los monocitos y poseen receptores Fc y C3bN.
e No expresan inmunoglobulinas de superficie o citoplasmadticas.
* Tienen capacidad fagocitica y producen lisozimas y esterasa.

e Restauran la respuesta de los linfocitos T a la concavalina A.

Al tratar las THP-1 con 12-miristato, 13-acetato de forbol (PMA):
» Se observa adherencia a las superficies de cristal, a la vez que exhiben caracteristicas morfolégicas similares a los ma-

créfagos.

e Acumulan lipidos procedentes de las LDL, en su interior, y expresan en su superficie el receptores diferenciadores de

los macréfagos.

Cocultivo de THP-1 con células del miisculo liso (SMC) y células aorticas endoteliales
Es adecuado para el estudio de los mecanismos moleculares y celulares implicados en la formacién de células espumosas du-

rante los primeros estadios de la aterosclerosis.

Linea celular U937

e Capacidad para producir lisozimas y elevada actividad esterasa.
* Expresan receptores para las LDL en cantidad relativamente elevada, y para las LDL acetiladas en menor cantidad.
» Poseen varios antigenos de superficie comunes con los monocitos sanguineos, como por ejemplo el antigeno OKM1, 4F2

y T4.

La estimulacién de las U937 con metabolitos segregados por linfocitos T tratados con concavalina A, provoca:
* Incremento de OKMI1 y de la actividad del receptor Fc y disminuye la expresién del antigeno T4, hecho caracteristico

de la maduracién fenotipica de las células.
Células endoteliales.

Células del misculo liso.

tas células, compardndolo con el de los monocitos y
macréfagos y se ha demostrado que los monocitos son
bastante diferentes a las células THP-1 no estimula-
das. Sin embargo, al comparar con los macréfagos, las
THP-1 activadas con PMA comparten la expresion de
algunos, aunque no todos, genes caracteristicos’. To-
dos estos datos sugieren que, aunque el uso de esta li-
nea celular es adecuado para el estudio in vitro de los
mecanismos moleculares de las enfermedades cardio-
vasculares, requieren una rigurosa interpretacion de
los resultados.

Los cultivos celulares con THP-1 han sido amplia-
mente utilizados para el estudio de multiples mecanis-
mos moleculares implicados en el desarrollo de la ate-
rosclerosis. Entre ellos, se ha estudiado receptores de
membrana para distintas particulas como las HDL*¥,
procesos de activacion e inhibicién de proliferacién
celular*, la expresion de metaloproteasas y de algunas
moléculas que pueden modular su expresién y/o acti-
vidad®, el metabolismo de moléculas de adhesién y ci-
toquinas, asi como los mecanismos nucleares activa-
dos a través de las LDL oxidadas durante el desarrollo
de la aterosclerosis®.

Por otro lado, existen varios estudios en los que se
cultivan conjuntamente varios tipos de células carac-

teristicas de las lesiones aterosclerdticas, con el fin de
estudiar los mecanismos moleculares de sus interac-
ciones durante la formacién de la placa de ateroma.
Takaku y cols.*” demostraron que el cocultivo de
THP-1 con células del musculo liso (SMC) y células
aorticas endoteliales es adecuado para el estudio de
los mecanismos moleculares y celulares implicados en
la formacion de células espumosas durante los prime-
ros estadios de la aterosclerosis. Incluso se ha estudia-
do el efecto de mediadores producidos por células mo-
nonucleares aisladas de sangre periférica sobre la
produccion del receptor CD36 en THP-1°.

La linea celular U937 procede de un linfoma histio-
citico difuso de un humano caucasiano; las células de
tipo histiocitico exhiben caracteristicas semejantes a
los monocitos. Las U937 se caracterizan por su capa-
cidad para producir lisozimas y por su gran actividad
esterasa*. Estas células expresan receptores para las
LDL en cantidad relativamente elevada, y para las
LDL acetiladas en menor cantidad®. Ademads, poseen
varios antigenos de superficie comunes con los mono-
citos sanguineos, como por ejemplo el antigeno
OKM1, 4F2 y T4*. La estimulacién de las U937 con
metabolitos segregados por linfocitos T tratados con
concavalina A, provoca un incremento de OKM1 y de
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la actividad del receptor Fc, a la vez que disminuye la
expresion del antigeno T4, hecho caracteristico de la
maduracién fenotipica de las células monociticas*. La
diferenciacion de estas células provoca cambios mor-
folégicos y funcionales bastante marcados, incremen-
tando la citotoxicidad celular dependiente de anticuer-
pos frente a las células tumorales. Al igual que los
macréfagos, una vez diferenciada, esta linea celular
tiene capacidad para reconocer y captar LDL nativas o
acetiladas®'. La diferenciacién de U937 con PMA in-
duce la supresion de la transcripcion de catepsina G y
coldgeno, mientras que incrementa la segregacién de
metaloproteasas, hechos caracteristicos de las células
monociticas®, mecanismos que todavia estdn siendo
estudiados®. Sin embargo, las U937 activadas no son
capaces de expresar los antigenos HLA-DR que si son
inducidos en los macréfagos®. Recientemente se han
descrito algunos factores de transcripcion implicados
en los procesos de proliferacién, apoptosis, ubiquiti-
nacién e integridad estructural, junto con otros facto-
res implicados en la respuesta inflamatoria y del siste-
ma inmune, lo que proporciona informacién clave
para el estudio de los mecanismos patofisiologicos de
la aterosclerosis®.

Muchos son los trabajos con este tipo de células que
han contribuido a un mayor conocimiento de las enfer-
medades cardiovasculares. Respecto a los procesos de
maduracion de los monocitos, las U937 se han utiliza-
do para la determinacién de mecanismos implicados
en la modulacién de procesos de activacién y migra-
cién, como por ejemplo la hemoxigenasa 1 que podria
constituir un novedoso mecanismo antiaterogénico*.
En relacién a las implicaciones de las LDL en la for-
macion de la placa de ateroma, las U937 se han utiliza-
do para el estudio de los mecanismos de oxidacién me-
diados por células”, de captacion de los lipidos
sanguineos y de expresion de receptores caracteristicos
de estos procesos®. Existen trabajos con U937 que han
descrito algunos mecanismos de formacion de células
espumosas® y la liberacién de moléculas una vez que
estas células estdn cargadas de grasa y transformadas®.
Cabe destacar que los trabajos con U937 contribuye-
ron a determinar el papel fundamental de los procesos
inflamatorios, como la liberacién de citoquinas proin-
flamatorias, en el desarrollo de la aterosclerosis®'.

Por otro lado, esta linea celular se ha empleado en co-
cultivos con células endoteliales, evidenciando la mayor
adherencia de las células monociticas en presencia de
LDL®%, asi como algunos mecanismos anti-aterogénicos
relacionados con la prevencién de estos procesos. Entre
éstos encontramos trabajos recientes que muestran un
posible mecanismo preventivo de las HDL a través de la
lipasa endotelial y los activadores nucleares PPAR® (Pe-
roxisome proliferator-activated receptor).

La aterosclerosis tiene lugar preferentemente en
areas de flujo sanguineo turbulento, mientas que el
flujo laminar se comporta como ateroprotector. La ci-
toquinas proinflamatorias, tales como el factor de ne-
crosis tumoral alfa (TNF-o), estimulan la expresion

de varios genes que pueden promover la aterosclerosis
en las células endoteliales. Para estudiar los efectos
del flujo y de las citoquinas proinflamatorias, asi co-
mo de agentes nutricionales de cardcter antiinflamato-
rio, se utilizan con ventaja las células humanas de cor-
don umbilical, denominadas HUVEC®,
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