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Aterosclerosis y lesion vascular: efecto de la
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Se ha demostrado que el éxido nitrico (ON) previene la hiperplasia neointimal y disminuye la
aterosclerosis en diversos modelos animales. Es un importante modulador de la homeostasia
y produce efectos vasoprotectores frente a la aterosclerosis. Sin embargo, en el ambito clinico
no se ha utilizado ON con esta finalidad terapéutica. El objetivo del presente estudio consistié en
combinar un elastémero de uso médico y un donante de ON, el aducto de ON dietilenotriamina
(DETA/ON), para determinar si su administracion perivascular podia atenuar la aterosclerosis y
la lesion vascular. En 22 conejos machos sanos, New Zealand White, alimentados con una dieta
rica en colesterol durante las 4 semanas previas, se produjo una lesion intimal aértica usando un
catéter pediatrico de valvuloplastia pulmonar. Localmente se aplicdé una combinacién del
elastomero Silastic y DETA/ON para cubrir las aortas en el grupo experimental. Después de
6 semanas adicionales de alimentacion con la dieta rica en colesterol, se obtuvieron las aortas
y muestras sanguineas para efectuar un analisis anatomopatolégico y una comparacién con el
grupo de control. En el grupo experimental el area superficial media de aterosclerosis y de lesion
vascular fue de 6,68 x 10° um? comparado con 3,44 x 10 2 en el grupo de control. Sin embargo,
no se detectaron diferencias estadisticamente significativas en el area superficial aterosclerética
entre ambos grupos. A la concentracion utilizada, la aplicacion perivascular del donante de ON
DETA/ON no previno la aterosclerosis en conejos alimentados con una dieta rica en colesterol.
Este hallazgo sugiere la necesidad de una evaluacion mas cuidadosa antes de su posible

aplicacion clinica.
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INTRODUCCION

La aterosclerosis es un problema frecuente que
entrana una morbilidad y mortalidad considerables
en la comunidad. Es la principal causa de vascu-
lopatias oclusivas como la coronariopatia'. Los
tratamientos de estas vasculopatias incluyen proce-
dimientos como las intervenciones percutaneas y la
cirugia cuando el tratamiento médico no da lugar a
una respuesta adecuada®’. Sin embargo, ambas
intervenciones se asocian con una incidencia fre-
cuente de reestenosis, que se debe principalmente a
la hiperplasia intimal y la recidiva de la arteros-
clerosis*>. Por ejemplo, la vena safena, el injerto
mas habitual usado en cirugia de bypass coronario, se
ocluye en el 15-20% de los casos durante el primer
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afo postoperatorio, la mitad de los cuales se produce
en las 2 primeras semanas, y se atribuye a la
produccion reducida de 6xido nitrico (ON) derivado
del endotelio en los injertos®”.

Se ha demostrado que el ON es un importante
modulador de la homeostasia vascular y que pro-
duce efectos vasoprotectores frente a la aterosclero-
sis®. Inhibe la agregacion plaquetaria, la migracién
de los leucocitos, y la adhesion al endotelio, y
también atenta la proliferacion y migracion de la
célula muscular vascular, lo que, en conjunto,
favorece la aterosclerosis y la reestenosis’ 2.

El objetivo del presente estudio fue evaluar los
efectos del aducto de ON dietilenotriamina (DETA/
ON), un donante de ON de la especie diaceniodio-
lato, sobre el desarrollo de la aterosclerosis, cuando
se aplica localmente en forma de suspension en un
elastomero alrededor de la aorta de conejos hiperco-
lesterolémicos tras una lesion intimal creada
quirdrgicamente.

METODOS

Para el estudio se seleccionaron 22 conejos macho
New Zealand White, que pesaban 2 +0,2 kg, con
caracteristicas muy similares. Todos los animales
recibieron los cuidados de acuerdo con las reco-
mendaciones del comité de cuidados en animales de
la Tehran University of Medical Sciences, basado en
la ““Guide for the Care and Use of Laboratory Ani-
mals” (publicaciéon 86-23 del US NIH, revisada en
1985). Se les aclimatd en una sala de temperatura
controlada (23 + 2 °C) con un ciclo de luz/oscuridad
de 12 h y libre acceso al pienso estandar y al agua
durante las 2 primeras semanas. Acto seguido, fue-
ron alimentados con una dieta rica en colesterol
utilizando colesterol en polvo (C3045; Sigma-
Aldrich, Munich, Alemania), mezclado con pienso
de conejo (cada 100 g de pienso contenian 2 g de
colesterol) durante 4 semanas'’.

En el momento de la cirugia, los animales fueron
asignados aleatoriamente a uno de dos grupos: no
tratado (control, n =10), y tratado con DETA/ON
(experimental, n=12). Los conejos fueron prea-
nestesiados con ketamina intraperitoneal (50 mg/
kg) v xilacina (5 mg/kg). La anestesia se mantuvo
con una infusion intravenosa de ketamina en una
solucion salina al 0,9% (0,1 mg/kg/min) a través de
la vena marginal del 16bulo de la oreja cuando el
cirujano lo considerd necesario. También recibieron
una inyeccién de cefalotina en dosis de 50 mg/kg.
Acto seguido, fueron intubados y sometidos a
respiracion asistida, después de lo cual se abrid
cavidad toracica a través de una esternotomia
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transversa en la segunda o tercera region intercostal.
Después de la pericardiotomia se expuso la aorta y se
aplicé una sutura en bolsa de tabaco en la porcién
media de la aorta ascendente. A continuacién, a
través de puncion en la sutura en bolsa de tabaco se
insertd un catéter de valvuloplastia pulmonar, y se
dilat6 el balén hasta un grado un 20% mayor que el
diametro adrtico estimado. Acto seguido se hizo
avanzar el balon dilatado 2-3 cm distales a la porcion
proximal de la aorta descendente'*. Después se retird
el catéter y se cerro el lugar de la puncién; mas tarde,
se cubrieron las partes de la aorta ascendente, cayado
adrtico y porcién inicial de la descendente con un gel
usado como transportador del donante de ON, el gel
de elastomero, antes de cerrar el térax (fig. 1). El gel
se utilizé para contener el donante de ON en el area
perivascular. Para producirlo, se mezclaron 2 cm? de
la sustancia principal de elastomero de uso médico
(Silastic MDX4-4210; Dow Corning Corporation,
Midland, Michigan, Estados Unidos) con 0,2 cm” del
agente polimerizador a 37 °C; acto seguido, se afa-
dieron al gel 2 ml de la soluciéon de 500 pg/ml de
DETA/ON (Alexis Corporation, Lausana, Suiza) en
suero salino normal, y para el grupo de control, solo
2 ml de este dltimo y se mezclaron completamente.
Por lo tanto, para cada conejo del grupo experi-
mental, el gel contenia un total de 1.000 pg de DETA/
ON.

El Silastic MDX4-4210, un elastomero de calidad
biomédica, es un producto poroso de dos compo-
nentes que, cuando se combinan, se polimeriza
dando lugar a un compuesto de consistencia
gomosa de silicona translhicida durante varias
horas a temperatura ambiente. El componente
elastomero consiste en un polimero de dimetilsilo-
xano, silice de refuerzo y un catalito de platino. El
agente de polimerizacion consiste en un polimero
de dimetilsiloxano, un inhibidor y el formador de
enlaces cruzados siloxano. Estd destinado a usarse
para los prototipos generales, moldeados vy
fabricacion de dispositivos médicos pero también
puede usarse como matriz de farmacos para los sis-
temas de distribuciéon de farmacos de liberacion
controlada’’.

Los conejos fueron alimentados con el mismo
pienso rico en colesterol durante 6 semanas adicio-
nales (10 semanas en total alimentados con dicha
dieta). Después, se sometieron a un ayuno de toda
la noche como preparacién para la obtencion de
las muestras de sangre y la aorta. Fueron anestesia-
dos con ketamina y xilacina. Se abri6 el térax, y se
reseco el corazon con la aorta (aorta ascendente,
cayado adrtico y aorta descendente) y se remitid
para examen anatomopatoldgico en un bafio de for-
mol al 10% neutralizado.
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Fig. 1. Aorta expuesta de conejo (A) y aorta cubierta con
el gel de elastdmero antes del cierre toracico (B).

En el examen anatomopatoldgico, se despojé por
completo la adventicia y toda la grasa adherente de
la aorta. También se eliminaron los restos de gel de
elastomero. En este estadio, el anatomopat6logo
prestd atencién a la evaluacion, tanto macroscopica
como microscépica, de las aortas para inflamacién y
reaccion adversa al gel de elastomero. Las aortas se
dividieron en un segmento ascendente, cayado
adrtico y descendente proximal. Después se obtuvie-
ron tres cortes transversales de cada segmento. Las
muestras se deshidrataron en una serie graduada
de alcohol xileno y se fijaron en parafina para su
examen en el microscopio optico. A partir de cada
bloque de parafina, se cortaron cuatro secciones de
4 pm? (total de 36 muestras) que se tifleron con
hematoxilina y eosina.

Todas las secciones se evaluaron con el microsco-
pio para la estria grasa, células espumosas, nicleo de
lipidos extracelulares e integridad de la fibra elastica.
El grado de lesion vascular y de aterosclerosis se
determiné cuantitativamente en funcién del drea
de la lesién (en una escala de p?) mediante el uso
de un analizador de imagenes en color (E200;
Nikon, Tokio, Japoén). Tanto el cirujano como el
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anatomopatdlogo permanecieron enmascarados
para el grupo de control y al experimental.

Antes de iniciar el estudio principal, efectuamos
un estudio piloto para demostrar que la
administracién perivascular de un gel portador de
donante de ON puede dar lugar a un aumento de
su concentracion intraluminal. En el estudio piloto,
se sacrificaron ocho conejos mediante inyeccion
intravenosa de 60 mg/kg/dosis de pentobarbital
sodico, y sus aortas se obtuvieron y cortaron en
segmentos de 2 cm de longitud, de modo que, en
conjunto, se dispuso de 24 segmentos. Los seg-
mentos se llenaron de suero salino normal, y tanto
los extremos como las ramas laterales se ligaron con
suturas de seda. Después los segmentos se dividieron
en dos grupos: el grupo del experimento (n=12),
que se cubrié con 2cm’ del gel de elastémero,
Silastic MDX4, mezclado con 1.000 ug de DETA/ON;
y el grupo de control (n = 12), que se cubri6 con gel
de elastomero solo. La solucién salina dentro de los
vasos se obtuvo después de una hora en la mitad de
muestras de cada grupo (n = 6) y después de 6 h en
el resto. Puesto que no podiamos determinar direc-
tamente la concentracion de ON, se evalud la
concentracion de su metabolito peroxinitrito
usando la reaccion de Griess y se asumio que era
proporcional a la concentraciéon de ON.

Los datos se analizaron con el programa SPSS
version 16. Para probar la distribucién normal de
los grupos se usoé la prueba de Kolmogorov-Smirnov
de una muestra. Para comparar los datos cuantitati-
vos entre grupos con una distribucion normal se uso
la prueba t para muestras independientes, y para
aquellos con una distribuciéon no normal se uso la
prueba de Mann-Whitney.

RESULTADOS

Como se ha mencionado previamente, en el estudio
piloto, dispusimos de 24 segmentos de aorta de
conejo llenos de suero salino normal y cubiertos
de gel de elastomero y donante de ON (grupo
DETA/ON) o gel de elastémero solo (grupo de con-
trol) para verificar la difusién transmural de ON.
En la tabla I se presentan los datos concernientes a
la concentracién intraluminal de peroxinitrito. Los
analisis no revelaron diferencias significativas en la
concentracion de peroxinitrito entre ambos grupos
después de una hora, aunque la concentracién de
ON fue significativamente mayor en el grupo DETA/
ON después de 6 h (p < 0,01).

Durante el estudio murieron dos conejos de 22
(9%), ambos del grupo experimental, y se excluye-
ron de un analisis adicional. Puesto que murieron
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Tabla I. Concentracion de peroxinitrito en los dos grupos del estudio piloto

Duracién (h) Grupo n Concentracion de peroxinitrito (mg/ml), media + DE (limites) Valor de p

1 DETA/ON 6 3.431,21 +1.303,49 (1.210,17-6.426,83) 0,39
Control 6 2.334,30£2.692,60 (312,27-6.966,02)

6 DETA/ON 6 3.489,09 +1.811,46 (437,60-6.844,70) 0,008
Control 6 897,31 £ 662,67 (208,96-1.965-91)

DE: desviacion estandar; DETA/ON: aducto de dietilenotriamina ON; n: numero de segmentos.

Tabla II. Concentraciones séricas de triglicéridos, de colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad y
lipoproteina(a) (mg/dl)

TG C-HDL LP(a)
Grupo Media Minima Maxima Media Minima Maxima Media Minima Maxima
Experimental 390,33 68 544 21,86 0 46 21,11 6 70
Control 466,25 113 856 48,25 0 156 21,88 7 30
Total 426,06 68 856 34,29 0 156 21,47 6 70
HDL: colesterol de lipoproteinas de alta densidad; LP(a): lipoproteina (a); TG: triglicéridos.
poco después de la extubacién y no estuvieron pre-  DISCUSION
sentes otras causas de la muerte como hemorragia, ] o
fibrilacién ventricular, etcétera, se pudo asumir 1@ aterosclerosis es la causa principal de

que la causa de la muerte fue la hipotension arterial
debida a ON. Los datos de los otros animales se intro-
dujeron en una base de datos informadtica para
andlisis adicionales.

En la tabla II se muestran las concentraciones
sanguineas medias de colesterol, triglicéridos (TG),
lipoproteina(a)[LP(a)], y de colesterol unido a lipo-
proteinas de alta densidad (HDL) en el grupo expe-
rimental y de control. Los datos revelaron la
presencia de hipercolesterolemia e hipertri-
gliceridemia en los conejos del grupo experimental
como era predecible. Los analisis no demostraron
una diferencia significativa de la concentracion
sanguinea de colesterol, colesterol HDL, TG y LP(a)
entre ambos grupos, lo que descarté el sesgo que
podria haber causado el colesterol.

El area superficial de aterosclerosis en el grupo
experimental (n=10) varié desde 0,4 x 10° pm?
hasta 2,1 x 10° pm?, con una media de 6,68 x 10’
um? (fig. 2), mientras que en el grupo de control
(n =10) varié desde 0 (cuatro conejos de este grupo
no habian desarrollado aterosclerosis de acuerdo
con el informe anatomopatolégico) hasta 1,18 x 10°
pum? con una media de 3,44 x 10° pm?. Puesto que el
area superficial no tenia una distribucién normal
segin la prueba de Kolmogorov-Smirnov
(p <0,04), usamos la prueba de Mann-Whitney,
que demostrd que no habia diferencias significativas
en el drea de superficie aterosclerdtica entre el grupo
de control y el experimental. S6lo se observd una
placa aterosclerdtica complicada (calcificacion y
hemorragia) en un caso de este ultimo grupo.

coronariopatia y reestenosis después de cirugia e
intervenciones percutaneas. Recientemente, se ha
demostrado que la inflamacion desempefia un
importante papel en la formacién de la placa e
incluso en las complicaciones, como su rotura'®.
La migracion de monocitos y macrofagos, la
adhesion leucocitaria, la agregacion plaquetaria,
migracion y proliferacién de la célula muscular lisa y
la formaciéon neointimal son supuestamente los
cambios anatomopatoldgicos principales en la rees-
tenosis y la aterogénesis'” 2.

EINO enddgeno difunde a través de la membrana
endotelial en todas las células musculares lisas e
induce vasodilatacion. Ademas de ser un potente
vasodilatador, también actia como factor antiate-
rosclerdtico. Sin embargo, todavia no se conoce cla-
ramente el mecanismo exacto mediante el que esta
molécula desemperia los papeles antiaterogénicos
y vasculoprotectores. El proceso clave podria ser su
funcion antiinflamatoria. Los estudios in vitro res-
paldan principalmente esta hipétesis'®. También se
ha descrito que debilita la expresion de mediadores
proinflamatorios, como la molécula 1 de adhesién
de la célula vascular (VCAM-1) y la proteina 1
quimiotactica monocitica?®?! (MCP-1), suprime la
adhesion de los monocitos al endotelio, inhibe la
agregacion plaquetaria??, e induce la apoptosis de
macréfagos y células musculares lisas®>. Todas estas
investigaciones son una prueba de los papeles
beneficiosos innegables del ON en las vias que cau-
san aterogénesis y un remodelado vascular anormal.
En numerosos estudios también se ha demostrado
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Fig. 2. Determinacion del drea de aterosclerosis.

que su administracion exogena puede reducir la
aterosclerosis y reestenosis, como en el estudio de
Harnek et al', que demostraron que si, en el lugar de
la lesion debida a una intervencion percutanea, se
agrega el donante de ON SIN-1, la reestenosis se
reduce significativamente, y en el estudio de Kapa-
dia et al**, que llegaron a la conclusién de que la
aplicacion perivascular de un gel de nanofibras
autoensambladas de liberacion de ON es un trata-
miento eficaz y simple para prevenir la hiperplasia
neointimal tras una lesion arterial.

En el presente estudio, usamos el donante de ON
exdgeno DETA/ON en concentraciones de 500 pg/
ml en 2 cm’ de gel de elastémero. No obstante, no
pudimos determinar la tasa exacta de liberacién por
parte del gel, aunque pudo estimarse por las carac-
teristicas de los datos DETA/ON. La semivida de éste
es de 20 h a 37 °C*°. Libera 2 moles de ON por mol
de la sustancia original, mas del 99% de los cuales se
liberan durante las seis primeras semividas. Puesto
que el peso molecular de DETA/ON es de 163,2 y
utilizamos 1.000 pg, durante los 5 primeros dias, se
liber6 un total de unos 6 umol de ON alrededor de la
aorta. Kapadia et al** demostraron que la
administracién extraluminal de donantes de ON da
lugar a un aumento de sus niveles intraluminales, y
en nuestro estudio piloto in vitro se confirmo la
difusion transmural del ON después de la
administracion extraluminal del gel de elastomero
portador del donante de ON.

Los resultados del presente estudio demuestran
que si el donante de ON DETA/ON se distribuye
perivascularmente en el lugar de la lesién vascular
inducida quirdrgicamente, el area de las lesiones
aterosclerdticas provocadas por la dieta rica en coles-
terol no mostrarda un cambio significativo. No obs-
tante, el area superficial media de aterosclerosis en
el grupo experimental fue casi dos veces mayor
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que la del grupo de control, en el que hubo cuatro
casos sin area aterosclerdtica.

La difusién es el método principal de propagacion
del ON en el sistema vascular, y se basa en el gra-
diente de la concentraciéon de ON entre un genera-
dor (la superficie del endotelio) y un objetivo (la
pared vascular). En el endotelio disfuncional el
bajo gradiente de ON disminuye su tasa de difusidn,
lo que se traduce en un tiempo mas prolongado para
alcanzar su objetivo, al igual que una disminucién
de su concentracion final en él debido a su breve
semivida®®. Por lo tanto, en la hipertension arterial
y en la hipercolesterolemia hay un grave deterioro
de la eficiencia de la sefializacién de ON?7*®. En el
presente estudio, tanto la hipercolesterolemia como
la lesion endotelial inducida por el balon podrian dar
lugar a un deterioro de su difusién. No obstante,
Kapadia et al** confirmaron que la administraciéon
extraluminal de donantes de ON produce un
aumento intraluminal, y en nuestro estudio piloto
in vitro se demostro su difusién transmural en una
situacién fisiologica, sin hipercolesterolemia ni
lesion intimal.

También deberiamos considerar que, en la ateros-
clerosis, el ON y los aniones superdxido generados
por las células inflamatorias reaccionan formando
radicales peroxinitrito citodestructivo, lo que poten-
cialmente causa una lesion del endotelio y los mio-
citos, que podria ser un factor en la apoptosis de
las células que daria lugar a la rotura de la placa®®.
El ON puede atenuar la hiperplasia de la célula
endotelial, que se obtiene a través de la induccién de
apoptosis en los macrdfagos y las células endotelia-
les?”>°. Por una parte, dicha apoptosis puede reducir
la reestenosis, pero, por otra, puede destruir un
elevado niamero de células endoteliales y dar lugar a
una disminucién futura de la produccion de ON
derivado del endotelio.

Puesto que la semivida bioldgica de esta molécula
es inferior a un segundo iz vivo, para unos mejores
resultados, es necesaria una aplicacion local®!. Por lo
tanto, seleccionamos un gel de elastdmero como
agente reservorio de la liberacién de DETA/ON. Un
nuevo resultado del presente estudio fue la prueba
fehaciente de la wutilizacion sin riesgos del
elastomero de calidad médica Silastic para la
aplicacién perivascular de fdrmacos. De acuerdo con
el anatomopatdlogo y el cirujano, no se observd una
reaccion adversa en el tejido donde se administré el
gel al mismo tiempo que casi garantizdé la
distribucién local y lenta de DETA/ON. Esto abre un
nuevo horizonte para la distribucién de farmacos en
injertos y conductos vasculares humanos.

También es preciso afiadir que los conejos son
modelos animales excelentes de aterosclerosis,
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inducida por la dieta, en un periodo breve de 10
semanas. No se dispone de un modelo animal per-
fecto de aterosclerosis, ya que los requisitos que
debe reunir son multiples, incluyendo su similitud
con la anatomia y fisiologia humanas; la reproduci-
bilidad de lesiones con respecto a la patogenia,
morfologia y distribucion; una disponibilidad inme-
diata; tamano (tanto para el calibre arterial como
para la facilidad de manipulacién); y el coste.
Ninguin modelo animal satisface todas estas necesi-
dades®?. Se ha demostrado que los conejos son una
de las especies mads investigadas que desarrollan
aterosclerosis tanto espontanea como inducida por
la dieta. Las lesiones espontaneas en el conejo New
Zealand White se detectan tipicamente en el cayado
adrtico y aorta ascendente’?. En el presente estudio,
una dieta rica en colesterol provocé un aumento
considerable de su concentracién y de la de fos-
folipidos en el suero de los animales y la consi-
guiente aterosclerosis aortica. Este hallazgo fue
contrario a la conclusiéon alcanzada por Ahmad-
Raus et al®>?, que encontraron que, a pesar de la dieta
rica en colesterol con la que alimentaron a los ani-
males, no se produjo el aumento correspondiente de
la concentracion sérica de colesterol y fosfolipidos.

El presente estudio adolece de algunas limitacio-
nes, incluida la incapacidad para determinar la
concentracion intraluminal de ON en todos los casos
antes y después de la administracion del farmaco.
Podria ser beneficioso usar diversas concentraciones
diferentes de ON en varios grupos y compararlas
porque el ajuste de la dosis es un punto clave de su
administracién. También podria ser 1til determinar
la presion arterial sistémica de los individuos antes
y después de la administracién del farmaco.

Sus resultados sugieren que, aunque el ON
reduce la aterosclerosis y mejora la curacion vascu-
lar, se requieren estudios y andlisis adicionales antes
de que pueda utilizarse clinicamente sin riesgos. El
presente estudio introdujo el Silastic MDX4 como
un elastomero biocompatible que puede utilizarse
sin riesgo en sistemas de distribucion controlada de
fdrmacos en el sistema vascular. Se sugiere firme-
mente la necesidad de futuros estudios que conside-
ren las posibles reacciones adversas a este
elastomero.

La presente investigacion fue financiada por el Clinical Research
Department, Tehran Heart Centre, dafiliado a la Tehran
University of Medical Sciences, y se efectué en dicho centro.
Agradecemos las contribuciones de todo el personal del servicio
y de investigacion clinica en la sala de cirugia. También damos
las gracias al Prof. Ali Borhan de la Pennsylvania State
University por sus comentarios de utilidad y a los Dres. P.
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busqueda de estudios publicados. Deseamos expresar nuestro
agradecimiento a Dow Corning Company por la provision del
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