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Fundamentos. Estudios experimentales indican
los posibles efectos patogénicos de las infecciones
en la pared vascular, y se ha reconocido que
intervienen en distintos fenémenos que
acompanan a la formacién de la placa de ateroma.

Objetivo. Evaluar las caracteristicas
morfodindmicas de diferentes células humanas
normales de la pared vascular, antes y después de
infectarlas con Chlamydia pneumoniae (CP).

Material y métodos. Cultivos de células
epiteliales, monocitos y linfocitos humanos de
sangre periférica, células edoteliales, fibroblastos y
células musculares lisas, inoculados con una cepa
de CP homologada. Se han utilizado técnicas de
videointervalometria y de microscopia digital en
contraste de fases, para valorar las caracteristicas
morfodindmicas celulares, y la
inmunofluorescencia para la deteccién de CP.

Resultados. En las células epiteliales, la
infeccién por CP provoca dos tipos de
degeneracion: una precoz (a las 8 h) y rapida (dura
1-2 h), y otro tipo de degeneracién celular mas
tardia (a las 16 h) y mas lenta (dura unas 20 h). La
actividad mitética se reduce en los primeros dias,
para recuperarse al cabo de 5-6 dias y normalizarse
al noveno. En los cultivos monocitarios, la CP
provoca un tipo de degeneracion celular con
vacuolizacion (vacuolas con cuerpos de inclusién).
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La maxima tasa de degeneracion se obtiene a la
semana, excepto en los linfocitos, que es més
rapida. Cuando las células endoteliales infectadas
con CP mueren forman agregados, con una
primera cinética rapida y una segunda mas lenta.
Se produce un descenso en su actividad mitética,
seguido de un incremento a los pocos dias. Los
fibroblastos exhiben una elevada tasa de
degeneraci6n préxima al 20%. No se forman
agregados de células degeneradas. Las células
musculares lisas se trasforman en células
espumosas bajo el influjo de la infeccién con CP.

Conclusiones. El hecho de que todas las células
sean susceptibles de degenerar y de sufrir
trasformaciones obliga a pensar que la infeccién
puede iniciar el fenémeno de disfuncién endotelial,
mantener el componente inflamatorio crénico en
la pared y provocar la inestabilidad de las placas
ateromatosas.

Palabras clave:
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IN VITRO EFFECTS OF CHLAMYDIA
PNEUMONIAE INFECTION IN CELLS
IMPLICATED IN THE ATHEROGENIC
PROCESS

Background. Experimental studies indicate the
possible pathogenic effects of vascular wall
infections and recognize that they play a role in the
various phenomena accompanying the formation
of atheromatous plaque.

Objective. To evaluate the morphodynamic
characteristics of different types of normal human
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cells of the vascular wall before and after infection
with Chlamydia pneumoniae (CP).

Material and methods. Cultures of human epithelial
cells, monocytes and lymphocytes from peripheral
blood, endothelial cells, fibroblasts and smooth
muscle cells were inoculated with a standardized
CP strain. The techniques of video intervalometry
and phase contrast digital microscopy were used to
evaluate the morphodynamic characteristics of the
cells and immunofluorescence was used to detect
CP.

Results. In epithelial cells, CP infection provoked
two types of degeneration: early (at 8 hours) and
rapid (lasting 1-2 hours). The other type of
cellular degeneration occurred later (at 16 hours)
and was slower (lasting approximately 20 hours).
Mitotic activity decreased in the first few days,
recovering after 5-6 days and returning to normal
on the ninth day. In monocyte cultures, CP
provoked a type of cellular degeneration with
vacuolization (vacuoles with inclusion bodies).
The maximum rate of degeneration was obtained
after 1 week, except in lymphocytes, where
degeneration was more rapid. Endothelial cells
infected with CP formed aggregates when they
died, showing rapid first kinetics and slow second
kinetics. Mitotic activity decreased and then
increased a few days later. Fibroblasts showed a
high rate (nearly 20%) of degeneration.
Degenerated cells did not form aggregates.
Smooth muscle cells transformed into foam cells
under the influence of CP infection.

Conclusions. The finding that all the cells were
susceptible to degeneration and transformation
indicates that infection may initiate a phenomenon of
endothelial dysfunction, maintaining the chronic
inflammatory component in the wall, and provoking
instability of atheromatous plaques.

Key words:
Chlamydia pneumoniae. Cell culture. In vitro toxicity.

Introduccién

El concepto de arteriosclerosis como fenémeno
inflamatorio crénico ha sido reafirmado en los ulti-
mos afos gracias, sobre todo, al desarrollo de la
teoria lesional, protagonizada y defendida por
Ross!?, y al mayor y mejor conocimiento de los
diferentes elementos patogénicos que conducen a la
formacion de la placa de ateroma. Ademas, la teoria
infecciosa de la arteriosclerosis es motivo de interés
en el momento actual, por dos razones fundamen-
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tales: el propio desarrollo del concepto inflamatorio
de la arteriosclerosis, y los hallazgos que han ligado
la enfermedad cardiovascular a la infeccién por
Chlamydia pneumoniae (CP)>.

Sin embargo, atin necesitamos conocer mejor
los mecanismos por los que la CP puede promover
la arteriosclerosis. En este sentido, los estudios en
cultivos celulares han posibilitado el aislamiento,
la multiplicacién y el estudio de estos microorga-
nismos intracelulares. La posibilidad de infectar
distintos tipos celulares in vitro* ha permitido el es-
tudio de las alteraciones que produce la CP a nivel
de la expresion de citocinas®®, de las modifica-
ciones del metabolismo de las lipoproteinas™, del
estimulo de la formacién de células espumosas’, o
de las alteraciones en el tropismo y la movilidad
celular'.

Nuestro interés se ha centrado en el estudio de
las caracteristicas morfodindmicas de diferentes
células humanas normales de la pared vascular,
antes y después de infectarlas con CP. Adicional-
mente, el trabajo nos debe permitir disponer de un
modelo para el estudio de la infeccién por CP en el
que podamos evaluar aspectos tan significativos
de la interrelacién CP-célula como son la movili-
dad, la adhesividad y la proliferacién celular, asi
como los procesos de degeneracién y de muerte
celular.

Material y métodos

Los estudios se han realizado sobre cultivos de células epite-
liales, monocitos y linfocitos humanos de sangre periférica, cé-
lulas endoteliales, fibroblastos y células musculares lisas de
aorta. Las estirpes celulares se han obtenido de la ECCC (Eu-
ropean Collection of Cell Cultures). Los lotes obtenidos, asi
como los viales procedentes de cultivos secundarios, se alma-
cenan a -80 °C:

1. Células epiteliales para el mantenimiento de CP (células
HEp-2). Las células se subcultivan cada 7 dias siguiendo el
procedimiento general.

2. Células humanas de endotelio vascular (HMEC-1). Se
mantienen en medio MCDB-131 con glutamina, factor de cre-
cimiento epidérmico (EGF), hidrocortisona, penicilina, estrep-
tomicina, fungizona y suero bovino fetal al 20%.

3. Monocitos humanos de sangre periférica. Proceden de
muestras de sangre recogidas con EDTA-Na, centrifugadas a
125 g durante 15 min a temperatura ambiente. El sedimento
(con las células) se ajusta al volumen inicial con salina sin io-
nes Ca ni Mg. Se purifican por centrifugacién (15 min a 800 g)
sobre polisucrosa y diatrizoato sédico ajustado a densidad
1,077 mg/ml utilizando el sistema Accuspin.

4. Fibroblastos (FA). Se obtuvieron a partir de un cultivo
primario de amigdalas normales de una nifia de 5 aflos. La
suspension celular, obtenida por digestion con tripsina, se lavd
sucesivamente, se centrifugd (10 min a 125 g a temperatura
ambiente) y para su suspension se utilizé medio R5a de Iwa-
kata suplementado con suero bovino fetal, penicilina, estrepto-
micina, gentamicina y nistatina.
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5. Células musculares lisas de aorta (T/GHA-VSMC). Las cé-
lulas se adaptaron a crecer en medio R5a de Iwakata, suple-
mentado con bicarbonato, arginina, hidrocortisona, insulina,
transferrina, selenito sédico, EGF, L-glutamina, suero de ter-
nera, penicilina y estreptomicina.

Se ha elegido una cepa de CP, homologada en la ATCC
(American Type Culture Collection), con la designaciéon de VR
1360. El germen se mantiene en células humanas Hep-2. Tales
células se inoculan manteniéndolas en medio Ra5 completo
suplementado con glucosa al 27% y cicloheximida, 1 pg/ml.
Las células se siembran en tubos de Shell, se distribuye 1 ml
de suspension con las células HEp-2 y se inocula cada tubo
con 200 pl de la suspensién de CP. A los 3 dias de la inocula-
cién las células inoculadas se resuspenden, y la suspension asi
obtenida puede utilizarse para nuevas inoculaciones, ajustan-
do el volumen final necesario.

Estudios de inmunofluorescencia

Para preparar el estudio con inmunofluorescencia se dispo-
ne de los tubos Shell sembrados con HEp-2. Los tubos de
controles negativos se inoculan con 0,2 ml de medio de inocu-
lacién, mientras que los tubos de controles positivos se inocu-
lan con 0,2 ml de inéculo del pase a ensayar. El medio de ino-
culacién y el in6culo se dejan actuar durante 1 h; pos-
teriormente se centrifugan (1 h a 125 g y temperatura am-
biente) y a los 3 dias de la inoculacién se procede a la tincién
y a la valoracién por inmunofluorescencia. Se utiliza anti-
cuerpo monoclonal frente a CP diluido en una solucién tam-
po6n fosfato con seroalbiimina bovina y azida sédico, y anti-
cuerpo anti-inmunoglobulina IgG de ratén conjugado con
isotiocianato de fluoresceina, diluido en una solucién tampén
con fosfatos, seroalbimina bovina, azida sédico y azul de
Evans como contracolorante.

La visualizacién de inclusiones fluorescentes verde manza-
na y aspecto caracteristico indica un resultado positivo.

Técnicas para la identificacion y estudio
de células en apoptosis

En el estudio morfol6gico cuantitativo no dindmico se han
utilizado las siguientes técnicas: tincién de Giemsa, marcado
con fluoresceina con naranja de acridina/bromuro de etidio, o
marcado fluorescente de ADN con DAPI. La solucién de na-
ranja de acridina tifie células vivas y muertas. La de bromuro
de etidio sélo tifie las células que han perdido la integridad de
su membrana. Las células vivas se tifien uniformemente en
verde, las células en apoptosis precoz se tifien en verde y con-
tienen manchas brillantes intranucleares que corresponden a
los bloques de cromatina del ADN fragmentado. Las células
en apoptosis tardia incorporan también el bromuro de etidio
y se tifien en naranja, y en sus ntcleos se pueden observar zo-
nas densas del mismo color que corresponden, asimismo, a
los bloques de cromatina del ADN fragmentado. Las células
necroticas se tifien también en naranja, pero sus ntcleos es-
tan enteros y exhiben una coloraciéon uniforme. El marcado
fluorescente de ADN con DAPI (4,6'-diamina-2 fenilindol)
provoca un marcado azul del ADN, y se observan ntcleos en-
teros homogéneos en las células vivas o muertas por necrosis,
asi como fragmentos nucleares en las células apoptéticas.

Técnicas de videointervalometria y microscopia

digital de intervalos
Estos procedimientos se utilizan para el estudio de las ca-
racteristicas morfodindmicas de las células control y de las
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inoculadas con CP. La posibilidad de utilizar iluminacién dias-
cOpica o episcopica facilita la precisa localizacién de la zona
de estudio. Los equipos llevan incorporada una cimara de in-
cubacién, por lo que se puede mantener la temperatura con
gran precision. Se utiliza 6ptica de contraste de fases con con-
densador de larga distancia focal. Los microscopios permiten
utilizar dos salidas de recogida de imagen: en una de ellas se
adapta la cdmara de fotografia, y en la otra, la cdmara de cine
o de video. El magnetoscopio utilizado ha sido un modelo Pa-
nasonic, y para el registro digital se ha utilizado el programa
informatico Miro. Se procura establecer las mismas condicio-
nes de filmacién para todos los cultivos. La cadencia de regis-
tro de imagen se programa en funcién de la duracién del fené-
meno a estudiar, y se utilizan aceleraciones comprendidas
entre 4 imagenes por segundo y una imagen cada 8 min, lo
que, con la maxima aceleracion, permite visionar en un minu-
to los fenémenos que se producen en 3 dias.

Resultados
Infeccién de células epiteliales por CP

En las células epiteliales HEp-2 la infeccién por
CP induce dos tipos de procesos degenerativos.

El primer tipo de degeneracién es mas precoz; la
primera célula muere a las 8 h de la inoculacién, y
el nimero méximo de células degeneran entre las 8
y las 24 h. En total, las células degeneradas repre-
sentan un 10% aproximadamente de las células vi-
vas acumuladas. Las células tardan en morir, apro-
ximadamente, unos 55 min (20-120 min). En este
tipo de degeneracién, las células pierden refringen-
cia y experimentan vesiculacién y rotura de la
membrana citoplasmatica.

El segundo tipo de degeneracion es més tardio.
La primera célula muere a las 16 h y contintian de-
generando durante mas de 8 dias. El niamero de
células degeneradas de esta manera representa,
entre el sexto y el octavo dia, un 8% de las células
totales.

Las células tardan en morir una media de 20 h
(15-27 h). Las células se desprenden, se ponen re-
fringentes, exhiben movimientos zeidticos y se lle-
nan de vacuolas que contienen abundantes cuerpos
de inclusién (fig. 1).

La actividad mitdtica de las células disminuye
en los 3 primeros dias tras la inoculacién, pero se
recupera y alcanza un ritmo mayor que los contro-
les a partir del sexto dfa. Al cabo de 8-9 dias, el as-
pecto de los cultivos es similar al de los controles
sin inocular.

Hemos podido evidenciar claramente inmuno-
fluorescencia con anticuerpos monoclonales en las
células inoculadas a los 3 dias de la inoculacién, en
relacién con los controles (fig. 2).

Efectos de la CP en mononucleares
En los monocitos inoculados con CP, algunas
células degeneran con el patrén primero de los

Clin Invest Arterioscl 2004;16(1):1-9 3



MILLAN NUNEZ-CORTES J, ET AL. EFECTOS IN VITRO DE LA INFECCION POR CHLAMYDIA PNEUMONIAE EN CELULAS IMPLICADAS

EN EL PROCESO ATEROGENICO

Y

oS
. £
Yy 4

—A\\\

Vacunias i Cuspos oe pnclirekin

v

Figura 1. Efectos de Chlamydia pneumoniae en las células epi-
teliales HEp2.

descritos para las epiteliales. La primera célula lo
hace a las 10 h de la inoculacién. Suelen tardar en
morir una media de 3 h (40 min-4 h). La maxima
degeneracion se comprueba al sexto dia, y el por-
centaje de células muertas puede alcanzar el 10%.
Algunas células se retraen y liberan pequenas ve-
siculas. En la mayoria se observa una reduccién
de la superficie de contacto y modificaciones en
su movimiento. Hemos observado que a los 3 me-
ses los cultivos monocitarios se comportan nor-
malmente y presentan un aspecto normal. Sin
embargo, algunas de los monocitos supervivientes
reaccionan positivamente con anticuerpos anti-
clamidia.

Control min moouar o los 3 diss
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oculbdos & los 3 dins.

Algunos linfocitos degeneran poco después de la
infeccién con CP. El primero lo hace a las 4 h. Otros
linfocitos lo hacen mas tardiamente, a los pocos mi-
nutos de establecer contacto con monocitos infecta-
dos que van a degenerar. La muerte de la célula linfo-
citaria se produce con retraccién y lisis en el término
medio de 45 min. La supervivencia de los linfocitos
procedentes de cultivos inoculados es similar a la de
los que proceden de cultivos sin inocular.

Efectos de la CP en células endoteliales

En las células endoteliales HMEC-1 inoculadas
con CP se observa una onda de degeneraciones
entre las 28 y 37 h, que llega a afectar a un 7% de
las células. La muerte celular es parecida a la des-
crita como segundo tipo en las células epiteliales,
pero mas rapida. De hecho, suele durar, por tér-
mino medio, unos 68 min (40-82 min). Posterior-
mente, la tasa de degeneracién disminuye gra-
dualmente y las células tardan méds en morir;
aproximadamente unas 3 h (70 min-10 h). Las cé-
lulas muertas forman agregados (fig. 3). Las que
sobreviven llegan a recuperar el aspecto de los
cultivos sin inocular.

Tras la inoculacién se observa una inhibicién de
la actividad mitética, seguida de un aumento mo-
derado de dicha actividad, a partir del sexto dia.

Hemos comprobado que la adherencia de célu-
las linfomonocitarias al endotelio aumenta nota-
blemente después de la infeccion de las células
HMEC-1 con el agente infeccioso.

Efectos de la CP en fibroblastos
En los fibroblastos (FA) con CP, entre las 24 y las
96 h se observa una onda de degeneraciones que

Figura 2. Tnmunofluorescencia
frente a Chlamydia pneumo-
niae en las células epiteliales
HEp2.

16



MILLAN NUNEZ-CORTES J, ET AL. EFECTOS IN VITRO DE LA INFECCION POR CHLAMYDIA PNEUMONIAE EN CELULAS IMPLICADAS

EN EL PROCESO ATEROGENICO

Figura 3. Efectos de Chlamydia
pneumoniae en las células en-
doteliales HMEC-1.
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Figura 4. Efectos de Chlamydia pneumoniae (CP) en los fibro-
blastos (mitosis y degeneraciones).

afecta a un 20% de las células, por lo que el campo
queda sensiblemente desprovisto de trama celular.
La muerte se produce con desprendimiento, retrac-
cién y pérdida de volumen. La primera muerte se
produce a las 24 h de la inoculacién, y el proceso
tarda unas 6 h por término medio (3-25 h). Poste-
riormente, la tasa de degeneraciéon disminuye

gradualmente. Las células muertas no forman
agregados.

Tras la inoculacién, también se observa una in-
hibicién de la actividad mitética seguida de un
acusado aumento de dicha actividad a partir del
tercer dia (fig. 4), de tal suerte que al quinto dia las
células recuperan el aspecto de los cultivos sin ino-
cular.

El movimiento celular es muy intenso bajo el
influjo de la infeccién con CP. Asi, a partir de las
48 h, el porcentaje de células en movimiento se in-
crementa llamativamente, asi como la velocidad
de las células fibroblasticas en movimiento (fig. 5
AyB).

Efectos de la CP en células musculares lisas

Los efectos de la CP en células musculares lisas de
aorta (T/GHA-VSMC) se traducen en una degenera-
cién y muerte celular cuya fase mas algida se produ-
ce a las 60 h tras la inoculacién. Es, por tanto, una
degeneracion tardia con respecto a otras estirpes ce-
lulares y, ademads, se mantiene mas tiempo.

Alos 2 dias de la inoculacién se produce una in-
hibicién de la actividad mitética, que se mantiene
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Figura 5. Movilidad de los fibroblastos inducida por Chlamydia pneumoniae. A) porcentaje de células; B) velocidad.
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Figura 6. Mitosis y degenera-
ciones de células musculares li-
sas (T/GHA-VSMC) inducidas
por Chlamydia pneumoniae.

de forma més duradera que en el resto de las
estirpes celulares. Asimismo, la tasa de degenera-
ci6én es escasa, pero se mantiene de manera mas
prolongada que en otros grupos celulares estudia-
dos (fig. 6).

La movilidad celular se afecta en el sentido de
que la velocidad de movimientos se incrementa a
las 24 h de la inoculacién, y disminuye considera-
blemente a las 48 h de la misma.

Precozmente, a las 20 h de la inoculacién, y de
manera muy llamativa a las 24 h, se desarrollan cé-
lulas espumosas (fig. 7). La formacién de células
espumosas sigue un perfil paralelo al de las dege-
neraciones, pero se produce en un mayor nimero
que éstas.

A fin de disponer de una panoramica de las
diferentes modificaciones inducidas por la in-
feccién con CP, en la tabla 1 se resumen los ha-
llazgos encontrados. En este sentido, queremos
destacar que los 3 principales fenémenos halla-
dos en distintas estirpes celulares, y que podrian
ponerse en relacién con mecanismos clave en-
contrados en el proceso de formacién de la pla-
ca ateromatosa, son la formacién de agregados
de células endoteliales degeneradas, el aumento
de la movilidad y de la velocidad de migracién
de fibroblastos y células musculares lisas, y la
formacién de células espumosas a partir de cé-
lulas musculares lisas sometidas a la infeccién
con CP.

& inn 20 h e Im I noouiBsiom

A a9 B o | roecukisans

Figura 7. Efectos de Chlamydia pneumoniae en las células musculares lisas (T/GHA-VSMC) (células espumosas).
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Tabla 1. Resumen de las modificaciones morfodindmicas inducidas por Chlamydia pneumoniae

Epiteliales Monocitos Linfocitos Fibroblastos Musculo liso Endotelio

Muerte tipo I + + + + + +
Muerte tipo I + +- +/- +- + -
Apoptosis + +- +- +- +- +
Adherencia - +H- - - +H— -+
Formaci6n de agregados - +- +- - +- ++
Células espumosas +- +- - - ++ +
Movilidad > > > > > >
Infeccién persistente + + +- +-

Actividad proliferativa > = = > > >

Discusion monocitaria a las células endoteliales, y este feno-

Hemos demostrado lo que parecen ser efectos
directos de la CP sobre la célula endotelial y que
pueden explicar una lesién y/o disfuncién de la
misma. El endotelio infectado sobreexpresa otros
receptores de membrana, por ejemplo para inmu-
nocomplejos!!. Y, adicionalmente, estos inmuno-
complejos resultan lesivos para las células endote-
liales'?. Por lo tanto, ya sea directamente o a través
de la reaccién inmunoldgica, la lesién endotelial
puede formar parte del inicio del proceso o de la
inestabilidad de la placa.

La infeccién se acompaia de una reaccién de
fase aguda. A nivel local, provoca una sobreexpre-
sién endotelial de citocinas, factores quimiotécti-
cos y de proliferacion, y un estimulo de la replica-
cién que no sélo afecta a las células endoteliales,
sino que alcanza a los macréfagos y a las células
musculares lisas'*!®, Ademas, la CP es capaz de ac-
tivar factores de transcripcién nuclear (NF-kap-
paB), con todo lo que esto supone para la expre-
sion de moléculas proinflamatorias®.

Hemos encontrado cambios en la actividad
mitética y, por tanto, en la tasa de proliferacion
celular. De forma generalizada, se produce pre-
cozmente una inhibicién de la proliferacién, fe-
némeno que va seguido de un incremento en la
actividad proliferativa, especialmente llamativo
en las células endoteliales, en los fibroblastos
y en las células musculares lisas. La transforma-
cién de las células hacia un fenotipo “reparador”
puede considerarse como otro de los elementos
que contribuyen al desarrollo de la lesién arte-
riosclerética madura.

El endotelio infectado exhibe un aumento de la
adherencia leucocitaria. Ello parece ser debido a
que la replicacién intraendotelial de CP se acom-
pafia de un aumento de la adhesiéon mediada por
moléculas tales como ELAM-1 e ICAM-12*22, En
funcién de los resultados presentados, lo mas lla-
mativo es el incremento de la adhesividad linfo-
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meno se presenta a las 2 h de la inoculacién.

Algunas células pueden perder adhesividad al
medio. Es el caso de los fibroblastos y de las célu-
las musculares lisas, hallazgo concordante con el
incremento de la movilidad y de la velocidad de
migracién encontrada en tales células cuando se
infectan con CP.

Ya se ha comentado el estimulo proliferativo de
la infeccién con CP, que sigue a una fase de inhibi-
ci6n de la actividad mitética. Estos resultados son
coincidentes con los obtenidos por nosotros. El es-
timulo proliferativo parece ser debido a la acumu-
lacién citoplasmética de la proteina p53 en las cé-
lulas que sobreviven y comienzan a proliferar?-%.
En nuestro trabajo el estimulo proliferativo es muy
constante e importante en las células endoteliales,
en los fibroblastos y en las células musculares lisas.

En nuestra experiencia, la aparicién de células
espumosas es un fenémeno muy significativo e
intenso en las células musculares lisas. Dudosa-
mente las hemos encontrado en los monocitos y en
las células epiteliales. Se trata, ademés, de un fené-
meno que acontece rapidamente. Otros autores
han puesto de manifiesto esta transformacién en
los macréfagos®. Algunos trabajos previos han
puesto de manifiesto las razones de esta transfor-
macion. Asi, se han publicado datos que evidencian
un aumento de los receptores scavenger en las célu-
las musculares lisas infectadas con CP, por lo que
se incrementa la captacién de LDL modificada.
Ademas, la infeccién de tales células, asi como la
de macrofagos, es capaz de inducir la acumulacién
de colesterol. Este efecto de la infeccién, claramen-
te aterogénico, se potencia con una dieta hiperco-
lesterolemiante?™3!.

El papel de la apoptosis en el desarrollo y la
complicacién de la placa ateromatosa es objeto de
controversia. Por una parte pudiera parecer que la
apoptosis de células proliferadas podria ser un ele-
mento beneficioso. Sin embargo, la apoptosis celu-
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lar en la cépsula fibrosa que recubre la lesién pue-
de provocar la rotura de la misma, con la desesta-
bilizacién de la placa y la subsiguiente formacién
del trombo. Por lo tanto, la pérdida celular deberia
ser estudiada més en profundidad.

En el presente estudio, la apoptosis es un efecto
evidente en los cultivos de células endoteliales in-
fectados con CP, y no tan manifiesto en el resto de
las estirpes celulares analizadas. Se ha descrito que
la CP inhibe la apoptosis de las células mononucle-
ares, a través de la induccién de IL-10%2. Sin em-
bargo, el incremento de las células apoptéticas en-
doteliales cuando se inocula CP si deberia ser
tenido en consideracién, ya que entra de lleno en el
concepto de lesién endotelial.

Se puede encontrar una fase de muerte celular,
rapida y precoz, en todas las estirpes celulares es-
tudiadas, aunque alcanza a porcentajes muy varia-
bles del total de células. Otra fase de muerte celu-
lar, que comienza mas tardiamente y dura mas, se
puede encontrar sélo en algin tipo celular: epitelio,
musculo liso y, con menor frecuencia, en células
mononucleares y fibroblastos. Esta tltima modali-
dad de muerte celular no la hemos encontrado en
las células endoteliales, lo que quiza signifique que
el efecto de la CP es sélo por actuacion directa y no
a través del ciclo intracelular. Este fendmeno puede
estar implicado en los mecanismos de aterotrom-
bosis y ser influenciado por la infeccién con CP.

Existe abundante bibliografia que pone de relie-
ve la actividad procoagulante del endotelio previa-
mente infectado, y algunos autores la ponen en re-
lacién con la deplecién del factor Von Willebrand
que se produce en los cultivos de células endotelia-
les inoculados con CP**3. La presencia de agrega-
dos de células endoteliales degeneradas detectada
en este trabajo se pueda relacionar con un posible
estado procoagulante posterior. No obstante, cree-
mos que el estudio en las mismas condiciones (in-
feccién con CP) de otros factores endoteliales,
como es el caso del 6xido nitrico (NO) y de factores
reguladores de su sintesis (EDIP), podria aportar
resultados esperanzadores.
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