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Introduccién

La arteriosclerosis es una enfermedad multifac-
torial en la que estdn involucrados tanto factores
genéticos como ambientales. La arteriosclerosis
en el ser humano se desarrolla lentamente, por lo
que el estudio de los factores de riesgo, asi como
de las intervenciones destinadas a su prevencién
tan s6lo puede llevarse a cabo mediante estudios
epidemiolégicos de larga duracién. Sin embargo,
incluso en los estudios bien diseiiados, la inter-
pretacion de los resultados es dificil, ya que en
ellos no se evalia directamente el desarrollo de la
arteriosclerosis, sino la aparicion de episodios cli-
nicos, lo que dificulta discernir si los factores es-
tudiados actdan acentuando o atenuando la atero-
génesis, los factores desencadenantes de Ia
trombosis, o varios procesos de manera simultd-
nea.

Con los modelos animales de arteriosclerosis
pueden solventarse muchos de los inconvenientes
que tienen los estudios clinicoepidemiolégicos. Por
ejemplo, pueden controlarse la mayorfa de las va-
riables dietéticas y ambientales en una poblacién
genéticamente homogénea. Los estudios pueden
llevarse a cabo en un corto perfodo de tiempo, ya
que en muchos de estos animales el proceso de
afios en el humano equivale a semanas o meses.
Obviamente, junto al hecho de su bajo coste y ma-
nejabilidad, el hecho de trabajar con animales per-
mite medir muchas variables, especialmente las
histolégicas, que son dificiles de estudiar en el ser
humano. Es evidente, por contra, que trabajar con
animales tiene, a su vez, numerosos inconvenien-
tes, siendo el principal de ellos la dificil interpreta-
cion de los resultados, si se quieren transferir a los
humanos.
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El raton deficiente en apolipoproteina E
como modelo de arteriosclerosis

Los ratones reinen muchas cualidades que los
hacen adecuados para la investigacion, pero las ce-
pas salvajes de ratones son resistentes a la arterios-
clerosis, ya que sus valores de colesterol plasmdtico
son bajos y éste estd distribuido de forma mayorita-
ria en las HDL. La apolipoproteina E (Apo E) cons-
tituye el ligando fundamental para el aclaramiento
de los remanentes de quilomicrones y de VLDL vy,
por tanto, de no existir o funcionar, era posible que
dichas particulas se acumularan en plasma. Por
ello, en 1992, dos laboratorios, de manera indepen-
diente, inactivaron el gen de la Apo E mediante téc-
nicas de recombinacién homdloga a partir de célu-
las pluripotenciales de cepas de ratones con una
mayor predisposicién a desarrollar arteriosclerosis,
como la C57BL/6J, la 129 Ola y la BALB/cJ'% Los
ratones carentes de Apo E, incluso alimentados con
una dieta pobre en grasas (4% del total de la dieta)
y colesterol (0,01% del total de la dieta), presentan
concentraciones plasméticas de colesterol del orden
de 10-15 mmol/l, unas cinco o seis veces superiores
a los de sus congéneres con Apo E**. La hipercoles-
terolemia se produce a expensas de la acumulacidn
de particulas de tamafios comprendidos en el rango
de las VLDL y de las LDL, mientras que el coleste-
rol unido a las HDL disminuye aproximadamente a
la mitad (fig. 1). Sin embargo, con esta misma die-
ta, la concentracién plasmdtica de triglicéridos sélo
aumenta un 50-75%*.

La acumulacién de colesterol plasmdtico hace
que estos ratones desarrollen arteriosclerosis si-
guiendo una secuencia de acontecimientos similar
a la que se da en el ser humano. Entre las 6 y 8 se-
manas de edad, los monocitos se adhieren a las cé-
lulas endoteliales y los lipidos interactian con los
filamentos de la matriz formando agregados®. Las
estrias grasas ya abundan en el drbol arterial a
temprana edad y, al igual que en el ser humano, las
que se distribuyen en los puntos de ramificacién y
en la parte interna de las curvaturas de las arterias



A PAUL Y J. JOVEN.- EL RATON DEFICIENTE EN APOLIPOPROTEINAE Y SU APLICACION AL ESTUDIO DE LA ARTERIOSCLEROSIS

VLDL LDL HDL

400 -

300
=
0
Q
(&)
g 200
>
=2
)
2
1]
@
38 100

0
0 20 40
Fraccién

Figura 1. Representacién de las concentraciones de colesterol
en las fracciones de FPLC de ratones no modificados genética-
mente (linea discontinua) y de ratones deficientes en apolipo-
proteina E (linea continua). VLDL: lipoproteinas de muy baja
densidad; LDL: lipoproteinas de baja densidad; HDL: lipopro-
tefnas de alta densidad.

tienden a evolucionar a placas fibrosas®. Por dlti-
mo, las placas fibrosas pueden presentar ntcleos
necréticos y calcificacion’, aunque en este modelo
animal no se suelen presentar rotura de las placas
ni trombosis®. Se trata, por tanto, de un modelo
animal de hiperlipemia extrema con acumulacién
de lipoproteinas grandes, no metabolizadas en el
plasma, que se acompafia de arteriosclerosis. En
este sentido, numerosos estudios han demostrado
que es extraordinariamente reproducible y, por
tanto, adecuado para disefios de casos y controles
experimentales. Asi, se ha disefiado el estudio de
diversos factores que presumiblemente intervienen
en el desarrollo de la arteriosclerosis.

Efectos de las dietas

De antiguo se ha considerado que la dieta que si-
gue el individuo a largo plazo tiene una influencia
considerable en el desarrollo de la arteriosclerosis,
con dietas que protegen frente a la arteriosclerosis o
que retrasan la aparicion de la enfermedad. La gran
ventaja de los modelos animales en el estudio de los
efectos de la dieta estriba en que puede controlarse
en su totalidad, desaparece el problema de la falta
de adherencia y, en el caso del animal que nos ocu-
pa, puede prolongarse a lo largo de toda su vida.

La inactivacién del gen de la Apo E redunda en
un espectacular incremento del colesterol plasma-
tico, pero éste también puede modificarse aumen-
tando el colesterol de la dieta. Por ejemplo, con
una dieta con un contenido de colesterol del 0,1%,
el colesterol plasmdatico puede alcanzar ficilmente
los 30 mmol/l y el 4rea de lesién medida en el seno
adrtico puede doblar a la de los ratones alimenta-
dos con una dieta convencional’, mientras que si la
dieta contiene un 0,15% de colesterol, las concen-
traciones plasméticas pueden sobrepasar los 50
mmol/l y el drea de lesion triplicar la de los ratones
alimentados con una dieta convencional®. Por tan-
to, a pesar de que la estrategia de probar el efecto
de un tnico nutriente es discutible, ha quedado ex-
perimentalmente demostrado que, a mayor coleste-
rolemia, mds rdpidamente se presentan las lesiones
ateromatosas. La suplementacién con otros nu-
trientes lipidicos también se ha estudiado en este
modelo animal. El enriquecimiento de la dieta con
un 10% de algunos aceites normalmente utilizados
en la alimentacién disminuye la aterogénesis'”,
aunque depende del sexo. En las hembras el aceite
de palma y el aceite de oliva rico en dcido oleico in-
crementan los valores plasmdaticos de Apo A-l y dis-
minuyen el tamafio de las lesiones, lo que podria
atribuirse a la capacidad de la Apo A-I de inhibir la
transformacién de los macréfagos en células espu-
mosas'!. También disminuye el tamaifio de la lesién
en los machos cuya dieta se ha suplementado con
aceite de girasol, pero en este caso el efecto benefi-
cioso podria atribuirse a la disminucién de los tri-
glicéridos en las lipoproteinas que los transpor-
tan'?, También se obtienen diferentes respuestas en
el metabolismo lipidico entre machos y hembras al
suplementar sus dietas con un 1% de dcido docoso-
hexaenoico'?. La adicién de aceite de semilla de Pi-
nus pinaster a la dieta, a pesar de ejercer un efecto
hipolipemiante, no provoca una atenuacién de la
aterogénesis’.

También se han estudiado los efectos de algunos
nutrientes no lipidicos. El quitosdn, un polisacdrido
extraido de la concha de los crustaceos, se une en el
tracto digestivo a los lipidos de la dieta, inhibe su
absorcién y provoca un efecto hipocolesterolemian-
te y antiaterogénico'. Finalmente, se ha demostrado
que cuando su principal fuente proteica es la protei-
na de soja, los ratones desarrollan menos arterios-
clerosis que cuando esta proteina es la caseina'.

De esta breve enumeracién se constata clara-
mente que el modelo ha sido ampliamente utiliza-
do para estudiar distintos nutrientes. Sin embargo,
aunque algunos autores defienden el papel de estos
animales como modelos?, los disefios experimentales
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muchas veces crean mds dudas que respuestas. Por
ejemplo, cuando se estudian nutrientes con valor
energético, es dificil valorar la dieta control; las dietas
humanas (y animales) son variadas y no repetitivas,
por lo que un solo nutriente dificilmente puede tener
efectos significativos; también puede ocurrir que el
supuesto efecto tenga que ver mds con la sustraccion
(relativa) de un nutriente que con su adicién, ya que
en una dieta variada tienden a equilibrarse los com-
ponentes con acciones contrapuestas, como es el caso
de los oxidantes frente a los antioxidantes, etc.

Oxidacion y antioxidantes

Dado que la oxidacién de las LDL parece ser un
proceso clave en el desarrollo de la arteriosclero-
sis'®!7 se han probado o estdn siendo probadas va-
rias estrategias en el ser humano, en un esfuerzo
por prevenir la cardiopatia isquémica. Hasta ahora
no se han obtenido resultados concluyentes'®. Dis-
poniéndose de pruebas circunstanciales obtenidas
in vitro que dificilmente pueden reproducirse in
vivo; ademds, el delicado equilibrio entre oxidantes
y antioxidantes, una vez mds, puede depender de
numerosos factores.

Los procesos oxidativos también parecen contri-
buir a la aterogénesis en el raton deficiente en Apo
E, lo que se demuestra por la presencia de molécu-
las oxidadas en las lesiones, como los ésteres de
colesterol e isoprostano, y de altos titulos de anti-
cuerpos frente a malondialdehido en su suero!'?.
Diversos autores han estudiado el efecto del enri-
quecimiento de la dieta con antioxidantes. La su-
plementacién con algunos antioxidantes como los
polifenoles procedentes del vino tinto?!, de extrac-
tos de regaliz?*® o con N,N’-difenil-1,4-fenilen-
diamina®, al igual que con algunos fitosteroles®,
parece ser protectora frente al desarrollo de la arte-
riosclerosis. Por otra parte, una dieta pobre en hie-
rro produce una disminucién significativa de la le-
sidn, que podria atribuirse a una disminucién de la
oxidacién de las LDL en la pared arterial®®. Sin em-
bargo, la proteccion de los antioxidantes no ha po-
dido ser demostrada con el betacaroteno?’, mien-
tras que los resultados de los estudios en que se ha
empleado vitamina E, el principal antioxidante en
las LDL, han sido discordantes”””. Por si fuera
poco, ha de citarse el efecto paraddjico del probu-
col®%, un compuesto que no sélo es un potente an-
tioxidante sino un hipolipemiante y que aumenta
las lesiones ateromatosas en los ratones deficientes
en Apo E, lo que se pretende justificar como un
efecto toxico del firmaco en este particular mode-
lo. No puede descartarse, claro estd, que este mo-
delo no sea adecuado.
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Los médicos precisamos respuestas claras para po-
der ofrecérselas a nuestros pacientes; sin embargo, no
parece existir un tratamiento claro que nos proteja
frente a la oxidacidn. El consumo de antioxidantes,
sobre todo en el mercado americano, aumenta, pero
nos tememos que los trabajos realizados con este mo-
delo animal no contribuyan a su justificacién.

Bases moleculares de la aterogénesis

La similitud del proceso aterogénico y el hecho
de que estén involucradas las mismas células que
en el ser humano hacen del ratén deficiente en Apo
E un modelo atractivo para el estudio del papel de
las moléculas que participan en el desarrollo de la
arteriosclerosis®'*2. En algunos de estos estudios,
se ha evaluado el papel de varias de las principales
citocinas relacionadas con la inflamacidn, y se ha
demostrado que en este modelo animal, modifica-
ciones supuestamente antiinflamatorias, como la
supresion del factor estimulador de colonias de
macréfagos (M-CSF)* y la ausencia o la inhibicién
de los receptores para la proteina quimiotdctica de-
rivada de macréfagos (MCP-1)* y para la interleu-
cina (IL)-1, tienen efectos claramente antiaterogé-
nicos, mientras que la inhibicién del factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-o)® tan sélo resulta
efectiva en las hembras. Se ha demostrado, tam-
bién, una relacion directa entre la expresion de la
citocina proinflamatoria IL-6 y el desarrollo de la
arteriosclerosis® y una exacerbacién de la aterogé-
nesis por la MCP-1%.

La sobreexpresion de moléculas de adhesion ce-
lular en el endotelio, que facilitan la penetracién de
células inflamatorias hacia la pared, estd conside-
rada como un paso clave en la aterogénesis®. En el
ratén deficiente en Apo E, el ICAM-1 y el VCAM-1
son sobreexpresados en las dreas arteriales con
mayor predisposicion a desarrollar arteriosclero-
sis¥40 y su expresion se incrementa en respuesta al
dafio endotelial*'. Este modelo se ha utilizado tam-
bién para probar el papel fundamental de las adhe-
sinas en la estabilizaciéon del rodamiento de los
macréfagos en los lugares del drbol arterial con un
flujo predisponente a la arteriosclerosis*’. Por dlti-
mo, abundando en la importancia de las adhesinas
en el desarrollo de la arteriosclerosis, se ha demos-
trado que la deficiencia de algunas de estas molé-
culas®® o su inhibicién mediante anticuerpos mo-
noclonales es antiaterogénica*.

A pesar de que es un hecho aceptado que la arte-
riosclerosis estd causada por una inflamacién croni-
ca de la pared arterial, los tratamientos utilizados en
la actualidad en la prevencidn de las enfermedades
cardiovasculares no incluyen el uso de antiinflama-
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torios. En el ratén deficiente en Apo E el desarrollo
de la arteriosclerosis depende de componentes cla-
ramente relacionados con la inflamacién como las
citocinas proinflamatorias y las moléculas de adhe-
sién celular, por lo que el modelo parece ser ttil
para evaluar la importancia de la inflamacién en el
desarrollo de la enfermedad y para ensayar el uso de
antiinflamatorios en su prevencion. Segin esto, re-
cientemente hemos tratado a estos ratones con dosis
antiinflamatorias de dcido acetilsalicilico, obtenien-
do una disminucién del 35% en el desarrollo de la
arteriosclerosis, que sugiere claramente la necesidad
de continuar investigando sobre el uso de antiinfla-
matorios en la prevencién de la arteriosclerosis®.

Las hormonas

Los datos epidemioldgicos son indicativos de
que los estrégenos tienen efectos antiaterogénicos.
Sin embargo, la magnitud de este efecto y los me-
canismos involucrados no estdn bien definidos, por
lo que su estudio en modelos animales puede resul-
tar de gran utilidad. Algunos investigadores han
utilizado este modelo animal para estudiar el efec-
to del tratamiento con 17-B estradiol sobre el desa-
rrollo de la arteriosclerosis, obteniendo una franca
disminucion del drea de lesién*“’ que podria estar
mediada por una disminucién de la sintesis de IL-6%.

Por otra parte, a la angiotensina-II, una hormona
vasoactiva, se le han atribuido efectos proaterogéni-
cos mediados por un incremento de la peroxidacién
lipidica y de la disfuncién endotelial*®*’. La adminis-
tracion continuada de angiotensina-II exacerba la
aterogénesis en estos ratones®’, mientras que su in-
hibicién, ya sea mediante la administracién de anta-
gonistas de su receptor®®! o de inhibidores de la en-
zima convertidora de la angiotensina (IECA)>%,
atentia el desarrollo de la arteriosclerosis.

La disminucién de la aterogénesis obtenida con
los estrogenos reafirma la importancia de estas
hormonas en el desarrollo de la arteriosclerosis y
apoya la generalizacién del tratamiento hormonal
sustitutivo en mujeres. Por otra parte, los resulta-
dos obtenidos con IECAy la disponibilidad de inhi-
bidores poco tdxicos, ya utilizados crénicamente,
sugieren la necesidad de llevar a cabo estudios epi-
demioldgicos con estos fadrmacos en los que debe-
rfa incluirse también a individuos normotensos.

Conclusion

La arteriosclerosis en el ratén deficiente en Apo
E es similar a la del ser humano, es claramente de-
pendiente de las concentraciones plasméticas de
colesterol, estdn implicados los mismos tipos celu-
lares y moleculares, y su magnitud parece estar

modulada por factores hormonales. El modelo parece
ser Util para estudiar los efectos de los nutrientes y de
los antioxidantes, aunque hay datos discrepantes. Por
otra parte, ademds de contribuir al conocimiento de
factores largamente estudiados en el desarrollo de la
arteriosclerosis, como los relacionados con la dieta y
con la oxidacién, la disponibilidad de éste y de otros
modelos animales deberfan facilitar la exploracién de
nuevas estrategias antiaterogénicas de una manera
rdpida y relativamente fiable, que sirvan de gufa para
el disefio de nuevos estudios epidemioldgicos.

En definitiva, el ratén deficiente en Apo E pare-
ce ser un buen modelo animal de arteriosclerosis.
Su disponibilidad puede facilitar el conocimiento
de los factores involucrados en la aterogénesis y en
la realizacién de estudios nutricionales, ensayos
farmacolégicos preclinicos y manipulaciones gené-
ticas de una manera relativamente rdpida y poco
costosa. Sin embargo, los resultados obtenidos en
estos estudios deben interpretarse con cautela y en
ningln caso pueden darse por concluyentes.
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