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Estudio comparativo de la reparacion
intimal de la aorta de animales jovenes
y viejos ateromatosos

M.E. Gonzilez-Gonzilez ?, M.V. Diago-Santamaria ®,

C. Vaquero-Puerta ©

A COMPARATIVE STUDY OF INTIMAL REPAIR OF THE AORTA
INYOUNG AND OLD ATHEROMATOUS ANIMALS

Summary. Introduction. The purpose of this research work was to evaluate the effects exerted by
an atherogenic risk factor —high fat diets— on the development of atheromatous lesions induced
by traumatic endothelial injury in young and adult animals. Materials and methods. The study
involved a sample of 72 Spanish giant-New Zealand rabbits divided into two groups, one
consisting of young rabbits (750 g) and the other made up of adult rabbits (3,500 g), in all of
which endothelial injury was induced. These groups were divided into two; one was fed on a
normal diet and the other received an atherogenic diet. Finally, subgroups of six animals per
group were formed, which were then sacrificed at 7, 15 and 30 days after the endothelial
damage. A control group made up of six animals that did not receive any kind of treatment or
damaging manoeuvre was then added, as well as a reference group of six animals in which
atherogenesis was induced without endothelial injury. It was expected that the alterations
produced in the endothelial layer could be detected histologically and that a morphometric
study would allow them to be quantified. Results. The group of adult rabbits fed on an athero-
genic diet showed more alterations, both in the clinical evaluation and from a morphological
and morphometric point of view. Conclusions. Lesions induced by intimal damage and an
atherogenic diet were not suitable for repair, and these injuries have been observed with
greater intensity in adult rabbits than in younger animals. [ANGIOLOGIA 2005; 57: 47-60]
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Introduccion la actualidad un interés relevante. Las

ingentes consecuencias humanas, socia-
Como se sabe ampliamente, las enfer- les y econdmicas derivadas de esta pato-
medades vasculares constituyen la pri- logia han llevado en los dltimos afios al
mera causa de mortalidad y discapacita-  desarrollo de un intenso programa de
cion en los paises desarrollados, y su  investigacion, dirigido a solucionar los
incidencia se liga intimamente al enve- problemas complejos de su etiologia,
jecimiento de la poblacion. La ateros-  patogenia, prevencion y tratamiento.
clerosis es la causa mds frecuente de en- La aterosclerosis es un proceso pato-

fermedad vascular arterial y suscita en  légico de cardcter degenerativo [1] en-
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caminado a alterar la estructura de los
vasos arteriales, con el desarrollo de una
serie de lesiones que van desde las
menos intensas, como es la hiperplasia
intimal, a otras de cardcter degenerativo
de toda la pared y que, en ocasiones,
implica la oclusién del vaso [2]. Parece
ser que en la génesis de estos procesos
patolégicos desempefia un papel pri-
mordial el endotelio, por lo que muchas
teorfas consideran necesaria la altera-
cion del mismo para el desarrollo de la
lesion.

En el siglo x1x existian dos hipdtesis
que intentaban explicar la patogénesis
de la aterosclerosis, la hipétesis ‘trom-
bogénica’ de von Rokitansky [3], modi-
ficada posteriormente por Duguid [4], y
la hipétesis de ‘imbibicién lipidica’ de
Virchow [5]. Estas dos hipdtesis se inte-
gran actualmente en una hipétesis mas
compleja, la de ‘respuesta al daio’, pos-
tulada por Rusell Ross [6-8]. Este emi-
nente investigador, considerado por mu-
chos el padre de la biologia vascular
moderna, ha hecho comprensible la en-
fermedad aterosclerosa. Su teorfa se ba-
sa en el resultado de la disfuncién endo-
telial, que provoca una serie de respues-
tas celulares y moleculares altamente es-
pecializadas, que se traducen en una en-
fermedad con un componente inflama-
torio importante [9].

En la actualidad el endotelio vascu-
lar cobra una especial relevancia en lo
que se refiere al papel que desempeiia
en la barrera de permeabilidad selectiva
de la pared vascular, su participacion en
la trombogenicidad de la superficie en-
doluminal y sus actividades metabdli-
cas. Estas circunstancias han hecho cen-

trar los esfuerzos de la investigacién en
sus caracteristicas fisiopatoldgicas [10,
11]. La pérdida de la integridad del
endotelio puede conllevar serias conse-
cuencias, como son el incremento de la
permeabilidad vascular y la acumula-
cién de proteinas y lipoproteinas proce-
dentes del plasma en el interior de los
tejidos intersticiales, ademds de una hi-
peradherencia plaquetaria al subendote-
lio con la secrecién del contenido granu-
lar y la formacién de trombos, junto con
la proliferacion y migracién de células
musculares lisas procedentes de la capa
media por la secrecion de las plaquetas y
los factores de crecimiento derivados de
los monocitos [12]. De esta forma y
como resultado final, puede llegarse a un
alto estado trombogénico del contenido
vascular a partir de la pared [13].

De la misma forma, el endotelio de-
sempefia un papel primordial en el man-
tenimiento de la permeabilidad del vaso
una vez desarrollada la lesién ateroma-
tosa y también en los procesos reparati-
vos de la arteria [14,15]. Sobre el aspec-
to de reparacion arterial, los fendmenos
que se desencadenan no tienen un igual
desarrollo en sujetos jovenes o adultos,
por lo que el factor edad también se im-
plicaria, posiblemente debido a cambios
degenerativos de la pared y capacidad
reconstructiva del vaso [16,17].

Los factores dietéticos en el desarro-
llo de la aterosclerosis pueden tener es-
pecial relevancia, aunque en algunos ca-
sos se han cuestionado [18]. Sin embar-
go, son muy dutiles en la investigacién
experimental con la creacion de mode-
los patolégicos que simulan modelos
naturales y permiten la comprobacion
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de la evolucién de la secuencia fisiopa-
tolégica y etiopatogénica de estos he-
chos [19,20].

La hipétesis del trabajo se centra en
que se precisan ciertas circunstancias
para que se desarrolle la lesién ateroma-
tosa de la pared vascular. De esta forma,
consideramos que la lesion arterial de la
intima puede ser un factor condicionante
para el desarrollo de las lesiones degene-
rativas de la pared, siempre y cuando se
den las circunstancias y factores de ries-
go adecuados, como la hiperlipemia.

Los objetivos se dirigen a valorar, de
forma experimental, la aparicion y ex-
tension de lesiones de la pared arterial
tras la denudacion endotelial en diferen-
tes grupos de animales alimentados con
dietas estdndar y aterogénicas, y valorar
la influencia que tiene la edad de la arte-
ria en la evolucién de dichas lesiones.
Se constata que este tipo de alteraciones
se pueden detectar desde el punto de
vista histolégico y cuantificarlas me-
diante métodos morfométricos.

Materiales y métodos

Para realizar este trabajo de investiga-
cién se utilizé el conejo neozelandés-
gigante espafiol de ambos sexos, con un
peso de 750 y 3.500 g, procedentes del
animalario de la Facultad de Medicina
de Valladolid. El trabajo siempre se rea-
liz6 segtin las Directrices del Consejo de
Europa de 1986 y de la Legislacion Es-
pafiola sobre la proteccion de los anima-
les utilizados en experimentacién ani-
mal y otros fines cientificos (BOE n.° 67,
del 18 de marzo de 1988), y se aprob6
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por la Comisién Etica de Experimenta-
cién Animal del centro.

Se emplearon 72 conejos, divididos
en dos grupos de 36 animales cada uno;
uno de ellos era de animales jovenes
(750 g de peso) y otro de animales adul-
tos (3.500 g de peso). A todos ellos se
les provocd lesion endotelial mediante
catéter-balon de Fogarty. Cada subgrupo
se dividid, a su vez, en dos, y se alimen-
to uno de ellos con dieta estdndar y el
otro con dieta aterogénica, por un espa-
cio maximo de 30 dias. Finalmente, se
hicieron subgrupos de seis animales ca-
da uno, que se sacrificaron a los 7, 15 y
30 dias tras el dafio endotelial. A estos
72 animales se afiadieron tres animales
jovenes y tres adultos, a los que no se les
realiz6 ningin tratamiento ni maniobra
y que se les consider6 como animales
control. Ademads, se afiadié otro grupo
testigo formado por tres animales jove-
nes y tres adultos, a los que se les indujo
aterogénesis sin dafio endotelial, hasta
completar la valoracién de 84 animales
en el trabajo.

Protocolo de aterogénesis

Al grupo de animales alimentado con
dieta aterogénica se le administré un
pienso aterogénico, preparado segin el
protocolo de Viver y Huguet [21], modi-
ficado con las siguientes mezclas: coles-
terol, 25,5 g; tiouracilo, 1,5 g; 4cido c6-
lico, 10 g; mantequilla, 200 g; agua des-
tilada para mezcla, y polvo del pienso
que se mezcla con el resto de los com-
ponentes, para dar consistencia y forma
cilindrica a este alimento —similar al de
la casa distribuidora— en proporcion de
unos 200 g por cada kilo de mezcla.
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Disefio experimental

La técnica anestésica empleada en todos
los grupos de animales ha sido la misma.
Como premedicacion se utilizé xylacina
en dosis de 5 mg/kg de peso por via in-
tramuscular, 10 minutos previos a la ac-
tuacién quirdrgica. Posteriormente, se
administré clorhidrato de ketamina en
dosis de 60 mg/kg de peso (por via intra-
peritoneal) hasta conseguir la pérdida
del tono muscular y la sensacién doloro-
sa. En ese momento, el animal se colocd
en la mesa quirtrgica en posicion de de-
cubito dorsal, fijdndose las extremidades
anteriores y posteriores.

A todos los conejos, salvo los con-
troles y testigos, se les rasurd la pata
posterior derecha. Con la utilizacién de
una técnica aséptica, se expuso la arteria
femoral derecha mediante una incision
oblicua en el pliegue inguinal. Se proce-
di6 a la diseccion de la arteria femoral,
controldndola con vessel-loops por de-
bajo de una rama circunfleja muy desa-
rrollada en el conejo y, a través de una
arteriotomia transversal, se introdujo en
sentido craneal hacia la aorta abdominal
un catéter-balén de Fogarty 3 Fr de gro-
sor (Baxter Healthcare Corporation).

Se infl6 el balén con suero fisioldgi-
co y se tracciond del catéter con el balén
inflado. El proceso se repiti6 seis veces,
rotando el catéter 120° después de cada
paso para asegurar una lesion uniforme
a lo largo de la aorta abdominal. Poste-
riormente, se retird el catéter y se proce-
di6 a la reconstruccién de la arteria fe-
moral mediante técnicas de microciru-
gia con sutura entrecortada de polipro-
pileno de 8/0, con la utilizacién de gafas
lupa con 3,5 aumentos. Finalmente, se

procedid al cierre de la incision quirdr-
gica en un monoplano mediante grapas
metdlicas.

Evaluacion de los animales

Una vez concluido el tiempo experi-
mental para cada subgrupo animal de 7,
15 y 30 dias, se volvio a anestesiar a los
animales con idéntico protocolo que el
utilizado para producir las lesiones inti-
males. Previamente a la extraccidn del
segmento arterial adrtico, se procedié a
realizar las pruebas funcionales median-
te velocimetria ultrasénica Doppler de
la aorta terminal. También se realizé un
estudio angiografico del animal laparo-
tomizado mediante la técnica de angio-
grafia retrograda por via femoral del
sector estudiado, con la utilizacion de
un aparato radioldgico Radiologia 50.
Se realiz6 una valoracién macroscépica
in situ de las visceras abdominales y de
la aorta abdominal. Posteriormente, pre-
via diseccion, se procedié a la extrac-
cién de la aorta abdominal. Se abrid lon-
gitudinalmente, con el objeto de valorar
la superficie endoluminal, la permeabi-
lidad u obstruccién del vaso.

Se procesaron las muestras segin un
protocolo estandar y se realiz6 un estudio
histoldgico con un microscopio foténico
Nikon, visualizando los segmentos histo-
16gicos a 40, 100, 400, 1.000 aumentos,
en este Ultimo caso con objetivo de in-
mersion para la observacion celular.

El estudio morfométrico se realizd
con la utilizacién de un analizador de
automdtico computarizado interactivo
(Seecan Biological Applications). Se
midié el area de la aorta, factor de for-
ma, grosor maximo de la pared, grosor
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Tabla I. Valores correspondientes a la tasa de mortalidad.

REPARACION INTIMAL DE LA AORTA

Resultados

7 dias 15 dias 30 dias

Dieta Jovenes 0 0 0
normal

Adultos 0 0 1
Dieta Jovenes 0 1 0
aterogénica

Adultos 1 2 2
Control 0 0 0
Testigo 0 0 0

Tabla Il. Valores correspondientes a la tasa de permeabilidad.

7 dias 15 dias 30 dias

Dieta Jovenes 0 0 0
normal

Adultos 0 0 0
Dieta Jovenes 0 1 1
aterogénica

Adultos 1 2 1
Control 0 0 0
Testigo 0 0 0

minimo de la pared y la relacion del ta-
maiio vaso/luz.

Los datos obtenidos de las diferentes
determinaciones llevadas a cabo en los
diferentes grupos a estudio durante
los periodos experimentales definidos se
introdujeron, como matriz de datos, en
el programa estadistico comercial SPSS/
PC+ con la ayuda de un ordenador per-
sonal IBM Personal System/2, Model 30.
Las diferencias se consideraron estadis-
ticamente significativas cuando el valor
de p fue menor de 0,05.

En la evaluacién de los resultados se han
considerado las siguientes técnicas y mé-
todos de estudio:

Tasa de mortalidad (Tabla I)

El grupo de conejos adultos alimentados
con dieta aterogénica fue el que registrd
un mayor nimero de fallecimientos.

Tasa de permeabilidad (Tabla 11)

Se realiz6 mediante una valoracién
ultrasénica Doppler y angiografica. Uni-
camente se observaron obstrucciones
arteriales en el grupo de animales ali-
mentados con dieta aterogénica, y fue
en mayor proporcion en el grupo de co-
nejos adultos.

Valoracion clinica

Los animales alimentados con dieta es-
tandar presentaron un aspecto, pelaje y
vitalidad que se pudo considerar nor-
mal, semejante al de los animales que
no sufrieron ningdn tratamiento.

En los animales que recibieron die-
tas aterogénicas, la vitalidad se parecia a
la de los animales de otros grupos de
estudio. Su pelaje aparecié como mads
amarillento y deslustrado y las heces
tenfan una solidez diferente, de color
amarillento y de consistencia pastosa y
maloliente.

Estudio macroscépico

En el examen corporal de los animales
del grupo no aterogénico no se aprecia-
ron alteraciones resefiables ni visceral ni
en las arterias, desde el punto de vista
macroscopico.

ANGIOLOGIA 2005; 57 (1): 47-60



M.E. GONZALEZ-GONZALEZ, ET AL

Los grupos aterogénicos mostraron,
especialmente, un higado de color ama-
rillento, con aspecto marcado de la limi-
tacion de los lobulillos hepdticos. Las
arterias de los animales sometidos a die-
tas aterogénicas se mostraron de color
mds claro con tintes amarillentos y, a
veces, formaciones petequiales.

Estudio microscopico

Las arterias de los animales del grupo
control mostraron imdgenes donde se
distinguian claramente diferenciadas las
tres capas estructurales, con una capa
intimal bien diferenciada, la capa media
muscular con apreciacion de las fibras
circulares y longitudinales, y una adven-
ticia de limites mal definidos.

En las preparaciones de la aorta per-
tenecientes al subgrupo de animales
jovenes alimentados con dieta estindar
y a los que se provocd lesion intimal, la
valoracion histoldgica mostré lesiones
postraumdticas intimales, especialmente
en el grupo valorado a los 7 dias. Estas
lesiones estaban constituidas por pérdi-
das de continuidad de la intima, intu-
yendo desprendimientos fundamental-
mente endoteliales. En este periodo no
se observo el desarrollo de procesos de
reparacion parietal del vaso. Los cam-
bios fueron similares a los que se obser-
varon en el grupo de conejos adultos. En
las arterias de los conejos jovenes sacri-
ficados a los 15 dias, las lesiones inti-
males no fueron tan ostensibles, impre-
sionando como si un proceso de repara-
cién hubiera tenido lugar. En el grupo
de conejos adultos, las imdgenes de re-
paracion intimal obtenidas fueron simi-
lares; sin embargo, las lesiones persis-

tieron en un mayor nimero de prepara-
ciones. A los 30 dias, en el grupo de
conejos jovenes no se apreciaron cam-
bios ostensibles intimales; quizds de al-
gunas preparaciones pudo observarse un
corrugado que afectaba a toda la seccion
de la pared del vaso. En el grupo de ani-
males adultos se aprecié un engrosa-
miento intimal leve, formado funda-
mentalmente por acimulo de tejido fi-
broso organizado en capas. Se conservé
la ldmina limitante interna, al igual que
aparentemente la cubierta endotelial.
Estas formaciones aparecieron de forma
irregular, y no afectaron a toda la cir-
cunferencia interna del vaso, sino mas
bien de forma localizada puntual.

En el grupo de conejos jévenes ali-
mentados con dieta aterogénica a los que
se les provoco lesion intimal, a los 7 dias
se pudo apreciar la afectacién de la cu-
bierta interna, con pérdidas de la capa
endotelial en algunos casos y, en otros,
lesiones mds profundas que pudieron
afectar la membrana limitante interna.
No se apreciaron diferencias con respec-
to al grupo de conejos adultos. Los co-
nejos jovenes sacrificados a los 15 dias
mostraron mayor engrosamiento intimal
con formaciones irregulares con discreta
anarquia estructural. En el grupo de los
conejos adultos se mantuvo el mismo
patrén lesional, con formaciones mds
irregulares. A los 30 dias, en el grupo de
conejos jovenes no se ha observado una
clara disposicién de tendencia a la repa-
racién de la capa endotelial. El tejido
conjuntivo ha sido el componente funda-
mental, con disrupciones intimales (Fi-
gura). En los conejos adultos, las lesio-
nes fueron mds intensas e irregulares,
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Tabla lll. Valores correspondientes al area de la aorta.

7 dias 15 dias 30 dias
Dieta Joévenes 521.56721 + 25.634,56 495.445,56 +23.198,88 533.232,21 + 24.576,54
normal NS NS NS
Adultos 484.556,48 + 26.657.77 48786789 + 24.989,66 512.178,99 + 23.356,23
NS NS NS
Dieta Joévenes 488.956,91 +29.978,34 495.755,76 +27.872,89 399.978,78 £ 34.226,23
aterogénica NS NS p< 0,05
Adultos 376.878,12 £ 32.384,89 36786735 + 29.956,98 358.323,74 +31.9679
p < 0,05 p < 0,05 p < 0,001
Control 512.345,55 £ 31.078,12
Testigo 366.667,64 +28.223,56

p < 0,001

NS: no significativo.

Figura. Fotomicrografia de la pared adrtica de un animal joven ateromatoso a los
30 dias del estudio (tincion H-E 100x).

con formaciones laminares en la parte
central y aspecto ulcerado e irregular en
la parte mds interna, incluso con rupturas
y desapariciones de la capa limitante in-
terna. No se observaron alteraciones de la
capa media ni de la adventicia.

El grupo de animales testigo, donde
se habia realizado solamente una induc-
cion ateromatosa, mostré imdgenes de
engrosamiento intimal de forma fusifor-
me al corte, con discretas zonas de de-
sestructuracion interna, con alteraciones
de la capa limitante interna.

Estudio morfométrico
de la pared arterial

El estudio morfométrico mostré datos
cuantificables con relacién a los diferen-
tes parametros:

— Area de la aorta (Tabla III): se puede
constatar que en la evaluacién de los
conejos alimentados con dieta estin-
dar, tanto jévenes como adultos, no
se evidencia disminucidn del drea y
los datos se equiparan con el grupo
control. En los conejos que recibie-
ron dieta aterogénica y grupo testigo,
el 4rea es menor y esta diferencia es
estadisticamente significativa con
relacion al control.

ANGIOLOGIA 2005; 57 (1): 47-60
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Tabla IV. Valores correspondientes al factor forma.

7 dias 15 dias 30 dias

Dieta Jévenes 0,7+0,2 NS 0,7+0,2 NS 0,8+0,2 NS
normal

Adultos 0,9+0,2 NS 0,8+0,2 NS 0,7+0,2NS
Dieta Jovenes 0,8+0,2NS 0,7+0,2 NS 0,8+0,2NS
aterogénica

Adultos 0,9+0,1 p<0,05 09+0,17p<005 09+0,1p<0,05
Control 1,0£0,1
Testigo 09+0,1 p<0,05

NS: no significativo.

Tabla V. Valores correspondientes al grosor méaximo de la pared.

7 dias 15 dias 30 dias
Dieta Jovenes  154,45+21,12 NS 134,67 £ 34,31 NS 149,98 £ 31,12 NS
normal
Adultos 151,78 £ 24,45 179,87 £32,35 231,56 + 36,79
p < 0,05 p < 0,05 p < 0,01
Dieta Jévenes 359,88 + 67,76 353,34 +79,89 43778 +103,34
aterogénica p<0,01 p< 0,01 p < 0,01
Adultos 301,91 £ 56,55 388,91 + 8744 488,99 £ 91,12
p< 0,01 p < 0,01 p < 0,001
Control 128,12 + 14,12
Testigo 324,46 + 65,56

p < 0,01

NS: no significativo.

— Factor forma (Tabla IV): ofrece datos

similares a los del drea, y existieron
diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre el grupo control y los
conejos alimentados con dieta atero-
génica y grupo testigo.

— Grosor mdximo de la pared (Tabla V):

ANGIOLOGIA 2005; 57 (1): 47-60

se observa que el grosor es mayor en
el grupo de animales adultos alimen-
tados con dieta estandar, en los jove-
nes y adultos alimentados con dieta

aterogénica y en el grupo testigo, y
esta diferencia resulta estadistica-
mente significativa con respecto al
grupo control.

— Grosor minimo de la pared (Tabla VI):

existen diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control
y el grupo de animales aterogénicos
y testigo.

— Relacion tamario vaso-luz (Tabla VII):

mostré valores disminuidos en el gru-



Tabla VL. Valores correspondientes al grosor minimo de la pared.

REPARACION INTIMAL DE LA AORTA

7 dias 15 dias 30 dias
Dieta Jovenes 132,87 £23,32 NS 128,34 £ 19,91 NS 134,76 + 2778 NS
normal
Adultos 143,23 £ 23,34 NS 123,34 £ 18,45 NS 145,57 £ 26,78 NS
Dieta Jovenes 145,57 £ 26,78 NS 189,98 + 31,12 p < 0,05 191,92 £ 35,55 p < 0,05

aterogénica
Adultos

248,81 £65,79 p < 0,01

26789 +89,11 p < 0,01

25777 £81,11 p < 0,01

Control

121,91 £21,21

Testigo

234,56 £ 34,56 p < 0,01

NS: no significativo.

Tabla VIl. Valores correspondientes a la relacion tamafo vaso-luz.

7 dias 15 dias 30 dias
Dieta Jovenes 35,78+ 19,91 NS 36,88+ 21,23 NS 2712 £12,39 NS
normal
Adultos 29,91 + 18,82 NS 3778 +£28,21 NS 34,45+ 23,12 NS
Dieta Jovenes 25,56 £ 20,02 p < 0,05 26,81+ 14,44 p < 0,05 2790+ 15,23 p < 0,05

aterogénica

Adultos 19119,96 + 12,26 p< 0,01 18,81 + 16,65 p< 0,01 21,98 +1778 p< 0,01
Control 34,98 + 9,98
Testigo 26,67 £13,38 p< 0,01

NS: no significativo.

po de conejos que recibieron dieta
aterogénica y en el grupo testigo, y
esta diferencia fue estadisticamente
significativa con el grupo control.

Discusion

Es extremadamente dificil obtener algo
mads que una linea esquematica de la res-
puesta de la cicatrizacion arterial en los
humanos, porque los vasos que se han
intervenido, sélo se abordan de nuevo si

las lesiones neointimales son grandes y
reducen el flujo sanguineo. La imposibi-
lidad de poder hacer un estudio histologi-
co y bioquimico de las lesiones ateroscle-
rosas en los humanos secuencialmente a
lo largo del tiempo ha determinado que
sea absolutamente imprescindible que se
utilicen los modelos animales [22]. Y se
puede afirmar que la mayor parte del
conocimiento actual sobre la respuesta al
dafio arterial se fundamenta en los estu-
dios realizados en el animal de experi-
mentacion, generalmente con el empleo
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de un mecanismo de dafio endotelial me-
cénico [23,24]. Pero, sin duda, el mayor
problema estd en que las arterias manipu-
ladas de los humanos son arterias atero-
esclerosas enfermas, mientras que las
arterias de los animales de experimenta-
cién son arterias sanas. Para poder sol-
ventarlo se precisa el empleo de anima-
les, reproduciendo aterosclerosis y mani-
pulando sus arterias mediante técnicas de
cirugia vascular idénticas a las emplea-
das en los humanos [25].

En los ultimos afios se han utilizado
diferentes especies de animales y terri-
torios vasculares en el estudio de la ate-
rosclerosis [22,26]. Para el presente tra-
bajo de investigacién hemos escogido el
conejo neozelandés-gigante espafiol. Con
la utilizacién del conejo hemos encon-
trado grandes ventajas pricticas: su ta-
mafio es muy adecuado, por lo que es
facil de manejar y es muy sensible a la
aterogénesis; el coste de su alojamiento
y alimentacién es asumible, sobre todo
cuando se necesita utilizar un elevado
nimero de animales, como en nuestro
caso. Por otra parte, es un animal que ya
se ha utilizado ampliamente en otros
trabajos experimentales de caracteristi-
cas similares para el estudio de la ate-
rosclerosis [18,27].

Existen diferentes modelos experi-
mentales de daio endotelial, y la lesion
arterial mediante catéter-baldén es el me-
canismo mds utilizado. El primer modelo
que hay descrito en la literatura data de
1963, es el clasico modelo de Baumgart-
ner [28]. Nosotros hemos optado por mo-
dificar uno de los procedimientos de Clo-
wes et al [29], que bésicamente consiste
en el arrastre de un catéter-balén de Fo-

garty inflado por la arteria del animal en
varias ocasiones, para producir denuda-
cién endotelial. Este modelo tiene la ven-
taja de que simula un dafio estructural de
la arteria muy parecido al que se produce
en la cirugia vascular, y ademds no se
necesita abrir el abdomen para lesionar la
aorta, ya que se realiza desde la arteria
femoral inguinal, disminuyendo con ello
la morbimortalidad y el sufrimiento de
los animales de experimentacion.

En nuestro trabajo de investigacién
hemos tratado de caracterizar la variabi-
lidad de los mecanismos de reparacién
del vaso a la lesion intimal en funcién de
la exposicién o no a un factor de riesgo
aterogénico —en este caso la dieta hiper-
lipidica— y la variabilidad individual de
respuesta a la lesién segtn la edad.

Se ha podido observar que los fend-
menos de reparacion arterial que se des-
encadenan tras la lesién intimal no tienen
el mismo desarrollo en individuos jove-
nes o adultos; posiblemente esto se deba
a cambios degenerativos de la pared arte-
rial y de la capacidad reconstructiva del
vaso que tienen lugar con la edad [16,17].
La edad se considera un factor de riesgo
en la patogénesis de la aterosclerosis. La
pared arterial en animales adultos mues-
tra mayor susceptibilidad para desarrollar
lesiones aterosclerdticas, aunque los
mecanismos por los que influye la edad
no se conocen bien. Todavia no estd claro
si la relacién entre edad y aterosclerosis
es el resultado de una mayor susceptibi-
lidad de la pared arterial en relacién con
alteraciones intrinsecas dependientes de
la edad, o la expresion de una mayor
duracién de exposicion a los factores de
riesgo [30,31].
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Numerosos estudios en animales han
demostrado que al incrementar el conte-
nido de colesterol en la dieta y la dura-
cién de exposicion a dietas hiperlipidi-
cas, se produce un mayor desarrollo de
aterosclerosis. Y la dieta aterogénica aso-
ciada a la denudacién endotelial acelera
la aterogénesis incluso mds, e induce le-
siones vasculares con caracteristicas mas
comparables a las lesiones aterosclerdti-
cas en humanos [32,33]. Por diversos tra-
bajos experimentales de caracteristicas
similares, se sabe que una vez que la pa-
red arterial se ha denudado de endotelio,
una secuencia estereotipada de aconteci-
mientos sucede y conduce al engrosa-
miento intimal [24, 34]. En nuestro tra-
bajo de investigacién decidimos sacrifi-
car los animales secuencialmente en el
tiempo (a los 7, 15 y 30 dias después de
la lesién endotelial), para poder observar
en qué momento se producia una res-
puesta reparadora medible y cuantifica-
ble. La utilizacién de la microscopia 6p-
tica y el estudio morfométrico nos han
permitido valorar alteraciones estructura-
les en los grupos estudiados.

Hemos encontrado diferencias esta-
disticamente significativas en la cuanti-
ficaciéon morfométrica de los distintos
grupos estudiados. Ha llamado la aten-
cion que los conejos que recibieron una
dieta aterogénica presentaron un mayor
desarrollo de lesiones intimales adrticas
que los conejos alimentados con dieta
estdndar, y estas lesiones fueron mds
evidentes en el grupo de conejos adultos
que en los jévenes. Debemos sefialar que
estos hallazgos concuerdan con los de
otros trabajos publicados en la biblio-
grafia, en los que conejos adultos ex-
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puestos a dietas hiperlipidicas (0,25% co-
lesterol) durante un periodo corto (dos
meses) [30] o mds largo (18 meses) [31]
desarrollaron mds aterosclerosis que los
conejos jovenes.

Sin embargo, nuestros resultados dis-
crepan con los obtenidos en un estudio
de publicacién relativamente reciente
[35], en los que los animales se alimen-
tan durante un periodo corto de tiempo
(dos meses) con dietas muy elevadas de
colesterol (1% colesterol); en este expe-
rimento, aunque los niveles plasmaticos
de colesterol se aumentaban de forma
similar en ambos grupos de edad, las
lesiones aterosclerdticas en la aorta fue-
ron mds prominentes en los animales
jovenes que en los viejos.

Estas diferencias podrian deberse a
las distintas dosis de colesterol emplea-
das en la dieta de cada estudio. Asi, se
podria decir que en un medio proatero-
génico, las alteraciones intrinsecas de-
pendientes de la edad sobre la pared del
vaso parecen incrementar la susceptibi-
lidad a la aterosclerosis en conejos adul-
tos. En contraste, la predisposicién a la
aterosclerosis en animales alimentados
con dietas extremas hiperlipidicas pue-
de ser significativamente mayor en co-
nejos jovenes [35].

En conclusién, los resultados obtenidos
del estudio nos muestran que en los ani-
males no ateromatosos la lesién provo-
cada por dafio mecdnico endotelial se ha
seguido de un proceso de reparacién in-
timal, y ésta fue mds precoz en los ani-
males jovenes que en los adultos. La ad-
ministracién de dietas ateromatosas ha
potenciado el desarrollo de las lesiones
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provocadas con la denudacién endotelial
y ha frenado la evolucién de curacién
natural de las mismas. Por tanto, en el
estudio se ha obtenido la impresién de
que las lesiones provocadas por dafio
mecdnico y dietas aterogénicas han pre-
sentado una disposicion al mantenimien-
to e incluso al incremento de las mismas,
sin tendencia a la reparacién o curacion.

Bibliografia

Con esta informacion obtenida de la
exposicion a dieta hiperlipidica, tipo de
lesién y la variabilidad bioldgica de la
respuesta en funcién de la edad, hemos
intentado establecer un mejor modelo
para la evaluacién, en un futuro, de es-
trategias terapéuticas designadas para
limitar la progresién de la enfermedad
aterosclerética en humanos.

—

. Joris I, Zand T, Nunnari JJ, Krolikowski FJ,
Majno G. Studies on the pathogenesis of ather-
osclerosis. I. Adhesion and emigration of mo-
nonuclear cells in the aorta of hypercholes-
terolemic rats. Am J Pathol 1983; 113: 341-58.
2. Flérez-Tascon FJ, Laher E, Mencias E,

Gonzalez JA, Goya J, Caso J, et al. Ateroscle-
rosis: epidemiologia, prevencién, factores de
riesgo. Geriatrika 1990; 6: 240-53.

3. Von Rokitansky C. A manual of pathological
anatomy. London: Sydenhams Society; 1852.
p. 261.

4. Duguid JB. Thrombosis as a factor in the
pathogenesis of coronary atherosclerosis. J
Pathol 1946; 58: 207-13.

5. Virchow R. Gesammelt Abhandungen zur
Wissenschaftlichen Medicin. Frankfurt: Mei-
dinger John; 1856. p. 145.

6. Ross R, Glomset JA. The pathogenesis of ath-
erosclerosis (first of two parts). N Engl J] Med
1976; 295: 369-77.

7. Ross R. The pathogenesis of atherosclerosis
—an update. N Engl J Med 1986; 314: 488-500.

8. Ross R. The pathogenesis of atherosclerosis:
a perspective for the 1990s. Nature 1993; 362:
801-9.

9. Ross R. Atherosclerosis —an inflammatory di-
sease. N Engl J Med 1999; 340: 115-26.

10. Cazenave JP, Klein-Soyer C, Berez A. The vas-
cular endothelium. An important site of blood-
tissue exchanges. Inter Angio 1984; 3: 27-32.

11. Graham LM, Burkel WE, Ford JW, Vinter DW,
Kahn RH, Stanley JC. Expanded polytetraflu-
oroethylene vascular prostheses seeded with
enzymatically derived and cultured canine
endothelial cells. Surgery 1982; 91: 550-9.

12. Stansby G, Chan YC, Berwanger CS, Shurey

S, Rook GA, Stanford JL. Prevention of ex-

perimental myointimal hyperplasia by im-

munomodulation. Eur J Vasc Endovasc Surg
2002; 23: 23-8.

13. Stone DH, Sivamurthy N, Contreras MA,
Fitzgerald L, LoGerfo FW, Quist WC. Alte-
red ubiquitin/proteasome expression in anas-
tomotic intimal hyperplasia. J Vasc Surg
2001; 34: 1016-22.

14. Shepro D. Endothelial cell metabolism. Adv
Microcirc 1980; 9: 161-205.

15. Graham LM, Burkel WE, Ford JW, Vinter DW,
Kahn RH, Stanley JC. Expanded polytetraflu-
oroethylene vascular prostheses seeded with
enzymatically derived and cultured canine
endothelial cells. Surgery 1982; 91: 550-9.

16. Herring MS, Baughman S, Glover J. Endo-
thelium develops on seeded human arterial
prosthesis: a brief clinical note. J Vasc Surg
1985; 2: 727-30.

17. Arts CH, Hedeman-Joosten PP, Blankensteijn
JD, Staal FJ, Ng PY, Heijnen-Snyder GJ, et
al. Contaminants from the transplant con-
tribute to intimal hyperplasia associated with
microvascular endothelial cell seeding. Eur J
Vasc Endovasc Surg 2002; 23: 29-38.

18. Sarembock I. The limitations of the rabbit athe-
ro/injury model. J Vasc Surg 1995; 22: 93-4.
19. Rogers KA, Karnovsky MJ. A rapid method
for the detection of early stages of atheroscle-
rotic lesion formation. Am J Pathol 1988;

133:451-5.

20. Gutiérrez-Alonso V, Carpintero L, Diago MV,
Coca M, Vaquero C. Efectos de los lipidos y el
alcohol sobre la pared arterial. Estudio experi-
mental. Clinica Cardiovascular 1996: 14: 13-23.

21. Viver-Manresa E, Huguet-Redecilla P. Estu-
dio experimental del efecto del clorhidrato de
ticlopidina sobre el desarrollo de las lesiones
aterosclerosas. Angiologia 1986; 38: 134-49.

22. Vesselinovitch D. Animal models and the

ANGIOLOGIA 2005; 57 (1): 47-60



study of atherosclerosis. Arch Pathol Lab Med
1988; 112: 1011-7.

23. Steele PM, Chesebro JH, Stanson AW, Hol-
mes DR, Dewanjee MK, Badimon L, et al.
Balloon angioplasty. Natural history of the
pathophysiological response to injury in a pig
model. Circ Res 1985; 57: 105-12.

24. Rodriguez-Pifiero M, Linares-Palomino JP,
Garcia-Réspide V, Salmerdn-Febres LM,
Moreno-Escobar G, Urbano-Valero G, et al.
Nuevo modelo experimental de hiperplasia
intimal en la rata. Angiologia 1996; 1: 7-16.

25. Muller DW, Ellis SG, Topol EJ. Experimental
models of coronary artery restenosis. J Am
Coll Cardiol 1992; 19: 418-32.

26. Fan J, Watanabe T. Cholesterol-fed and trans-
genic rabbit models for the study of atheroscle-
rosis. J Atheroscler Thromb 2000; 7: 26-32.

27. Clowes AW, Reidy MA, Clowes MM. Kinetics
of cellular proliferation after arterial injury. L.
Smooth muscle growth in the absence of
endothelium. Lab Invest 1983; 49: 327-33.

28. Baumgartner HR. A New method for the
induction of thrombi by controlled over-di-
latation of the vascular wall. Z Gesamte Exp
Med 1963; 137: 227-47.

29. Clowes AW, Reidy MA, Clowes MM. Me-
chanisms of stenosis after arterial injury. Lab
Invest 1983; 49: 208-15.

ESTUDIO COMPARATIVO

DE LA REPARACION INTIMAL DE
LA AORTA DE ANIMALES JOVENES
Y VIEJOS ATEROMATOSOS

Resumen. Introduccion. La finalidad de este
trabajo de investigacion ha sido valorar los
efectos que tiene un factor de riesgo aterogé-
nico, dietas hiperlipidicas, sobre el desarro-
llo de la lesion ateromatosa inducida por
traumatismo endotelial en animales jovenes
y adultos. Materiales y métodos. Se utilizaron
72 conejos neozelandés-gigante espariol, di-
vididos en dos grupos, uno de conejos jovenes
(750 g) y otro de conejos adultos (3.500 g), a
los que se les provoco lesion endotelial. Es-
tos grupos se dividieron en dos; se alimento
uno con dieta normal y otro con dieta atero-
génica. Finalmente, se hicieron subgrupos de
seis animales cada uno, que se sacrificaron a
los 7, 15 y 30 dias tras el dafio endotelial. Se
afiadio un grupo control de seis animales a
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ESTUDO COMPARATIVO
DA REPARACAO DA INTIMA
DA AORTA DE ANIMAIS JOVENS
E VELHOS ATEROMATOSOS

Resumo. Introducdo. A finalidade deste tra-
balho de investigacdo é avaliar os efeitos de
um factor de risco aterogénico, as dietas hi-
perlipidicas, sobre o desenvolvimento da le-
sdo ateromatosa induzida por traumatismo
endotelial em animais jovens e adultos. Ma-
teriais e métodos. Utilizaram-se 72 coelhos
neozelandés-gigantes espanhois, divididos em
dois grupos: um de coelhos jovens (720 g) e
outro de coelhos adultos (3.500 g), em que se
provocou lesdo endotelial. Estes grupos divi-
diram-se em dois, um foi alimentado com
dieta normal e outro com dieta aterogénica.
Finalmente, criaram-se subgrupos de seis
animais cada, que se sacrificaram aos 7, 15 e
30 dias apos a lesdo endotelial. Adicionou-se
um grupo de controlo de seis animais em que
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los que no se realizo tratamiento ni maniobra
lesional, y un grupo testigo de seis animales
a los que se indujo aterogénesis sin lesion
endotelial. Se considero que las alteraciones
producidas en la capa endotelial se podian
detectar desde un punto de vista histologico
y cuantificarlas mediante un estudio mor-
fométrico. Resultados. El grupo de conejos
adultos alimentado con dieta aterogénica
presento mds alteraciones, tanto en la valo-
racion clinica como desde el punto de vista
morfologico y morfométrico. Conclusiones.
Las lesiones provocadas por daiio intimal y
dieta aterogénica no han presentado disposi-
cion a la reparacion, y estas lesiones se han
mostrado con mayor intensidad en los cone-
Jos adultos que en los jovenes. [ANGIOLO-
GIA 2005; 57: 47-60]

Palabras clave. Aterosclerosis. Conejo. Dario
endotelial. Dieta aterogénica. Edad. Repara-
cion intimal.

ndo se realizou qualquer tratamento nem
manobra lesional, e um grupo de controlo de
seis animais em que se induziu aterogénese
sem lesdo endotelial. Considerou-se que as
alteragées produzidas na camada endotelial
podiam detectar-se sob um ponto de vista
histologico e quantificd-las mediante um es-
tudo morfométrico. Resultados. O grupo de
coelhos adultos alimentados com dieta ate-
rogénica apresentou alteragboes em maior
quantidade, tanto na avaliacdo clinica, como
do ponto de vista morfologico e morfométri-
co. Conclusdes. As lesdes provocadas por le-
sdo da intima e dieta aterogénica ndo apre-
sentaram disposi¢do para a reparagdo, e es-
tas lesoes revelaram-se com intensidade ma-
ior nos coelhos adultos do que nos jovens.
[ANGIOLOGIA 2005; 57: 47-60]

Palavras chave. Aterosclerose. Coelho. Dieta
aterogénica. ldade. Lesdo endotelial. Repa-
rac¢do da intima.
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