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La inyeccion intramural de lipidos en arterias coronarias
induce lesiones aterosclerdticas complejas que
expresan citoquinas inflamatorias: Implicacion para el
desarrollo de un modelo porcino de placa vulnerable$

Armando Tellez,* Angela Sanguino,** Christine Ballantyne,*** Juan F Granada™

RESUMEN

Antecedentes: Demostramos previamente que la aplicacion in-
tramural de lipidos complejos en las arterias coronarias de cerdos
mantenidos bajo una dieta alta en colesterol resulta en la forma-
ci6én de lesiones aterosclerdticas localizadas en un periodo de 12
semanas. Estas lesiones estan localizadas en segmentos vasculares
con remodelamiento positivo y asociadas a un incremento en el na-
mero de vasa vasorum en adventicia e infiltrados importantes de
células mononucleares. En el presente estudio analizamos el grado
de expresion de varias citoquinas inflamatorias en el desarrollo de
lesiones aterosclerdticas comparadas con segmentos vasculares
y control inyectados solamente con solucion salina. Material y
métodos: Una lesion vascular por balén fue realizada en 15 arte-
rias coronarias en cerdos alimentados bajo una dieta de colesterol
alto por 12 semanas. Dos semanas posterior al procedimiento, 60
segmentos coronarios fueron randomizados para inyeccion intra-
mural de lipidos (n = 30) o solucién salina (n = 30). La densidad
de la neovascularizacién en las lesiones fueron analizadas por in-
munohistoquimica de lectina. Los segmentos adyacentes fueron
procesados para estudiar la expresion de RNA de citoquinas in-
flamatorias MCP-1 y VEGF. Resultados: 12 semanas posterior
al procedimiento, se observé una estenosis leve a moderada en el
area de estenosis vascular en los segmentos histologicos en ambos
grupos (lipidos = 17.3 = 15 mm? vs salina = 32.4 = 22.8 mm?,
p 0.017). El grupo con inyeccién de lipidos mostré una cantidad de
vasa vasorum mayor en comparacion con el grupo con inyeccién de
solucién salina (salina= 30.6 = 21.6 vv/seccion vs lipidos = 18.2
+ 14.9 vv/seccion, p < 0.05). La densidad de vasa vasorum fue
igualmente mayor en el grupo de lipidos comparados con solucién
salina (salina = 7.3 = 4.6 vv/mm? vs lipidos = 16.5 + 9 vv/mm?,
p < 0.001). Por otro lado, la expresiéon de MCP-1 fue mayor en el
grupo de lipidos (1.5 = 1.12) comparado al grupo control (0.83 =
0.34, p < 0.01). La expresion de VEGF fue mayor de igual mane-
ra en el grupo de lipidos (1.36 = 0.9) comparado al grupo control

ABSTRACT

Introduction: We showed previously that intramural delivery
of complex lipids into coronaries of pigs fed high-cholesterol diet
results in formation of localized atherosclerotic-like lesions in 12
weeks. In human atherosclerosis, lesion complexity is associated
with increased inflammation and neovascularization. Accordingly,
we studied the neovascularization and expression of various infla-
mmatory chemokines in our model, validated against active control
(saline injection). Methods: Balloon injury was performed in 19
coronary segments of 5 pigs fed high cholesterol diet for 12 weeks.
Two weeks after procedure, segments were randomized to intramu-
ral injections of lipids or saline. Neovessel density in the lesions
was analyzed by lectin stain. Segments were processed for RNA ex-
pression of inflammatory chemokines such as MCP1, BRAK and
RANTES, and receptors CCR2 and CCR5. Results: The neovessel
density in the lipid-injected segments trended to be higher than
that induced by the active control of saline (10.3+2.6 vs 6.61+4.8
per visual field). Similarly, chemokine expression consistently
exceeded that induced by saline injections (BRAK: 23.07+46.8
vs 0.6+0.4, RANTES 2.8+4.9 vs 0.9+0.3 and MCP 3.02+5.01
vs 0.7%0.3). Chemokine receptor expression was also increased
in the lesions developed following intramural lipid delivery in
comparison to those induced by saline delivery (CCR2: 3.48+6.5
vs 1.1+0.3; CCR5: 5.22+7.2 vs 1.3+0.4). Conclusion: In our pig
model of coronary lesions induced by intramural lipid injections,
inflammatory chemokine expression and neovessel density marke-
dly exceed those induced by the active control of saline injections.
As such, these findings represent an important step toward valida-
tion that the model, despite its mechanically accelerated character,
appears to produce pathophysiologic and molecular features resem-
bling those seen in natural history of atherosclerosis.
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(0.87 £ 0.33, p < 0.05). Conclusién: La inyeccién intramural de
lipidos complejos en las arterias coronarias de cerdos bajo una die-
ta alta en colesterol resulta en lesiones aterosclerdticas locales en
segmentos vasculares con remodelacion positiva con un nimero
mayor de neovascularizaciéon y expresion de citoquinas proinfla-
matorias.

Palabras clave: MCP-1, VEGF, modelo porcino de aterosclerosis,
modelo preclinico.

INTRODUCCION

Una de las principales limitaciones en la investiga-
ci6én de la placa vulnerable es la ausencia de un mo-
delo preclinico que representa de manera precisa la
enfermedad aterosclerética que se observa en huma-
nos. Se ha demostrado que la introduccién de una
dieta alta en colesterol en cerdos domésticos por
periodos de tiempo largo induce lesiones ateroscle-
réticas™? con alta variabilidad de localizacién en la
vasculatura arterial y la ausencia de caracteristicas
patolégicas vasculares de un ateroma avanzado que
encontramos en los humanos.»®* Los modelos por-
cinos que desarrollan enfermedad aterosclerdtica de
manera natural usualmente se presentan en lesio-
nes avanzadas pero toman un periodo largo en de-
sarrollarse y se encuentran en diferentes etapas de
desarrollo y localizadas al azar a lo largo del sistema
arterial.® Recientemente, varios modelos basados en
lesién vascular han sido propuestos para el estudio
de imagen e intervencién de aterosclerosis.®” Aun y
cuando los resultados histolégicos de estos modelos
produzcan diferencias con la enfermedad ateroscle-
réotica humana, estos modelos ofrecen una opcién
costo-efectiva para la validacién de imagenologia y
terapéuticas en el campo de investigacion de placa
vulnerable. Previamente reportamos datos preli-
minares de un modelo particular de aterosclerosis
de lesiéon vascular.*® En este modelo, una solucién
basada en lipidos son inyectados en arterias coro-
narias y se les da seguimiento por varias semanas
posterior a la denudacién vascular con balén. Al-
rededor de 12 semanas, las lesiones ateroscleroti-
cas creadas muestran caracteristicas de una lesion
avanzada que consiste de abundante neovascula-
rizacién, infiltraciéon de células inflamatorias y
remodelacién vascular positiva. Este estudio esta
enfocado a analizar las caracteristicas biolégicas en
este modelo por medio de la expresién de citoqui-
nas proinflamatorias en el desarrollo de lesiones
ateroscleréticas comparadas con segmentos control
inyectadas con solucion salina.

Key words: MCP-1, VEGE, atherosclerotic porcine model, precli-
nical models.

MATERIAL Y METODOS
Diseno experimental

El estudio fue aprobado por el Comité Institucio-
nal del Uso y Cuidado Animal (IACUC). Todos los
animales recibieron los cuidados establecidos por
el protocolo, el cual sigue los lineamientos del bien-
estar animal y los «Principios de Cuidado de Ani-
males de Laboratorio» formulado por el Instituto
de Recursos de Animales de Laboratorio (Consejo
de Investigacion Nacional, NIH Publicacién No.
85-23, revisién 1996). Un total de 5 cerdos domés-
ticos (DS, peso promedio 30 kg) fueron incluidos
en este estudio. Todos los animales fueron tratados
con aspirina (650 mg) y clopidogrel (300 mg) un dia
previo al procedimiento y aspirina (325 mg) y clo-
pidogrel (150 mg) en el dia del procedimiento. Se
realizé angiografia coronaria cuantitativa (QCA) y
ultrasonido intravascular (IVUS) de base. Los seg-
mentos coronarios fueron seleccionados de acuerdo
a la accesibilidad y al calibre luminal apropiado. Se
utiliz6 un balén al 130% del lumen arterial basado
en el lumen base por IVUS para crear una lesion
vascular. El procedimiento de lesi6n fue repetido
dos veces. Dos semanas después de la lesién inicial,
los segmentos coronarios fueron randomizados a
dos grupos de estudio, la inyeccién intramural de
la solucién de lipidos o a un grupo control de inyec-
cion de solucion salina .Todos los animales se ali-
mentaron con una dieta hipercolesterolémica (2%
colesterol, 20% manteca y 1.5% de colato de sodio)
hasta el término del estudio.

Protocolo de imagenologia intravascular

Las imagenes del ultrasonido intravascular (IVUS)
se obtuvieron utilizando un catéter de ultrasonido
coronario (Atlantis® SR Pro 40 MHz catéter de ima-
gen coronario, Boston Scientific, Natick, MA, US) y
un sistema analitico comercialmente disponible (iLab
Boston Scientific, Natick, MA, US). Por medio de
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fluoroscopia, el catéter de IVUS se posicioné distal
al segmento vascular previamente seleccionado por
angiografia para la intervencién. Posteriormente se
obtuvo un escaneo del segmento a una velocidad de
0.5 mm/seg cubriendo por lo menos 10 mm proximal
y distal al segmento vascular seleccionado. La posi-
ci6n inicial del catéter de IVUS se determiné por me-
dio de fluoroscopia previo al escaneo y se utilizaron
estructuras vasculares como referencias anatémicas
durante el escaneo. El analisis morfométrico en cada
arteria coronaria fue realizado bajo definiciones es-
tandares previamente publicadas.?

Solucién lipidica para inyeccion

Una parte de lineato de colesterol (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) fue anadido a dos partes de aceite
de olivo para posteriormente mezclarlas. A esta solu-
ci6én de ésteres de colesterol se le agregé la isoforma
5 de LDL oxidado humano. La solucién turbia y vis-
cosa resultante se cargé a un catéter de inyeccién y
se sumergid en solucién salina tibia para aumentar
su temperatura y disminuir la viscosidad de la solu-
ci6n inmediatamente previo a la inyeccién. E1 LDL
utilizado para la inyeccion se aisl6 de pacientes ho-
mocigdticos para enfermedad hipercolesterolémica
familiar y separados de acuerdo a la carga molecular
utilizando un programador LCC-500 controlando dos
bombas P-500 en una columna UnoQ12, una colum-
na de intercambio aniénico (BioRad; Hércules, CA,
USA) previamente equilibrada con buffer A (0.02 M
Tris-HCI, pH 8.0, 0.5 mM EDTA) a 4 °C. La proteina
LDL en buffer A fue cargada a una columna UnoQ12
y eludida en un gradiente secuencial de buffer B
(1 M NaCl en buffer A): 0%, 10 min; 0-15%, 10 min;
15-20%, 30 min; isocratic 20%, 10 min; 20-40%, 25
min; 40-100%, 10 min; 100%, 15 min; 100-0%, 5 min
y 0%, 25 min. Las fracciones de LDL fueron agrupa-
das de acuerdo a la concentracién de cloruro de sodio
en cinco subfracciones, LL1 a L5 (0.08-0.17 M, 0.17-
0.18 M, 0.18-0.20 M, 0.20 M y 0.20-0.38 M, respecti-
vamente). Los aislados fueron concentrados, esterili-
zados y almacenados a 4 °C.

Inyeccién vascular intramural

Dos semanas posterior a la lesién vascular por ba-
16n, se realizé la inyeccién intramural endovascular
utilizando un catéter de inyecciéon (Mercator Med-
Systems, San Leandro, CA). El sistema contiene una
aguja en el extremo distal disefiado para penetrar la
pared arterial y permitir la infusién de solucién du-
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rante la inflacién del balén de una manera simétrica
controlado por un mecanismo mecanico. El catéter
de inyeccién se posicioné en el segmento vascular en
donde previamente se realizé la lesion vascular por
balén. Para asegurar que el balén se haya inflado por
completo y se haya expandido a un didmetro apro-
piado para asegurar la aplicacion de la solucion el
proceso fue observado con detenimiento por medio de
fluoroscopia. Posterior a la randomizacién del trata-
miento coronario, por medio del catéter de infusiéon
se lograron aplicar aproximadamente 250 mL de so-
lucién salina en el grupo control o infusién lipidica
en cada segmento por inyeccién. El procedimiento se
repiti6 circunferencialmente para un total de 4 inyec-
ciones en el segmento vascular, alcanzando un total
de 1 mL de solucién inyectada. A doce semanas poste-
riores a la inyeccién, se realiz6 angiografia terminal y
IVUS. Posterior a la imagenologia terminal se aplicé
eutanasia en los animales bajo anestesia general y la
inyeccion intravenosa de solucién de eutanasia co-
mercial. Posterior a la eutanasia, el corazén se extra-
jo y las arterias coronarias se limpiaron de cualquier
remanente sanguineo con un litro de solucién salina
y se extrajeron del miocardio. Las arterias coronarias
fueron subseccionadas en anillos vasculares de 2 a 3
mm. Los segmentos vasculares fueron seleccionados
de una manera secuencial para ser preparados para
histologia o cuantificacién analitica de la expresion
genética de mRNA. Asi, cada segmento vascular asig-
nado a expresion genética pertenecera a un segmento
vascular destinado a anélisis histolégico.

Protocolo de histologia

Los segmentos arteriales destinados para histologia
se sumergieron en formalina al 10% por 12 horas.
Los segmentos arteriales se procesaron bajo protoco-
los de histologia estandares. Los segmentos arteria-
les se montaron en bloques de parafina y se cortaron
para producir secciones de 5 um de grosor. Las lami-
nillas se tineron con hematoxilina y eosina al igual
que con pentacromo de Movat. Ademaés se realizé la
deteccion histologica de células endoteliales utilizan-
do Griffonia simplicifolia Biotinada Lectina 1 (Vec-
tor Laboratories, Burlingame, CA) en cada segmento
bajo protocolos generales de inmunohistoquimica.
Utilizando el software Spot Advanced y 4.1.1 se ob-
tuvieron imégenes digitales y se realiz6 morfometria
utilizando el software BIOQUANT NOVA PRIME
v6.70.10. En el anéalisis morfométrico se compuso de
drea luminal (LA, mm?2) y 4rea de ldmina elastica ex-
terna e interna (EEL, IEL, mm?). El 4rea de la
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neointima se definié como IEL menos LA. El porcen-
taje del area de estenosis se calculé como [(IEL-LA)/
IEL]* 100. Utilizando cuadrantes en la circunferen-
cia vascular y una escala semicualitativa se determi-
né la cuantificacion de vasa vasorum (VV). La den-
sidad de VV se determiné calculando el resultado de
la cuantificacién de VV y dividido por el area intima
medial (EEL-LA) con el propésito de determinar la
densidad de VV de acuerdo a la formacién neointimal
en cada segmento arterial.

Aislamiento de RNA, transcripcion reversa
de PCR (RT-PCR)

Segmentos arteriales inyectados destinados a expre-
sién genética se sumergieron en el medio OCT para
muestras de tejido congelado y se congel6 en nitro-
geno liquido. Posteriormente, una reacciéon en cade-
na de la polimerasa de dos pasos se utiliz6 para de-
terminar la cantidad relativa de varias transcripcio-
nes de RNA en los segmentos arteriales destinados
a la expresion genética. E1 RNA celular total se aislé
de las muestras vasculares por medio de trizol (In-
vitrogen, Carlsbad CA) de acuerdo a las instruccio-
nes de uso de la compania. Un homogeneizador fue
utilizado para homogeneizar las muestras de tejido
en trizol previamente al aislamiento de RNA. Poste-
rior al aislamiento, las muestras de RNA se trataron
con DNase para remover DNA genémico residual.
La primera linea de cDNA fue sintetizada de 5.0 ug
RNA en 100 uL RT utilizando un kit de almacena-
je de alta capacidad de cDNA (Applied Biosystems,
Foster City, CA) de acuerdo a las instrucciones de
uso. El método RT utiliza hexameros al azar para
sintetizar cDNA primo. TagMan tiempo real QPCR
se utiliz6 para determinar las cantidades relativas
c¢DNA de varios genes objetivo. Adicionalmente, la
cantidad relativa de cDNA de 18S (ribosomal) se
determiné como normalizador. Todos los ensayos
de QPCR para los genes objetivos se designaron en
el laboratorio. El ensayo de 18S QPCR se adqui-
ri6 pre-disenado (Applied Biosystems, Foster City,
CA). QPCR se realizé con un sistema de deteccién
de secuencia ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems,
Foster City, CA) en 50 uL reacciones singleplex de
acuerdo a las instrucciones de uso. Diluciones se-
riales de una muestra representativa de cDNA fue
utilizada como una curva estandar para la cuantifi-
cacion relativa de cDNA. Esta metodologia se utilizé
para cuantificar la expresion de mRNA de MCP-1
y VEGF en las muestras arteriales destinadas para
expresion genética.

Analisis estadistico

El resultado de cada método analitico se present6é como
promedio y desviacion estandar. El analisis estadistico
se realiz6 utilizando el software SigmaStat 3.11 (2004.
Sustat Inc. San José, California, US). La prueba t de
Student impar fue utilizada para estudiar las diferen-
cias entre ambos grupos. Un valor de p menor de 0.05
se consider6 como diferencia estadistica significativa.

RESULTADOS
Analisis coronario cuantitativo

Un total de 60 segmentos coronarios se inyectaron ya
sea con solucién lipidica (n = 30) o solucién salina (n =
30). En el analisis coronario cuantitativo (QCA), el dia-
metro minimo luminal (MLD) de base no mostré dife-
rencia estadistica entre el grupo de inyeccién salina (2.7
+ 0.4 mm) e inyeccién lipidica (2.8 = 0.3 mm, p 0.5).
A la terminacion del estudio, se observé una reduccion
del MLD en ambos grupos (inyeccién salina = 2.3 = 0.3
mm, reducciéon de 15% versus inyeccién lipidica = 2.3 =
0.4 mm, reduccién de 18%). A pesar de las diferencias
que se observaron por QCA en el porcentaje de diame-
tro de estenosis (%DS) no fueron estadisticamente sig-
nificativas entre los grupos (inyeccién salina = 14.7 *
5.7% versus inyeccion lipidica= 19.5 = 16%, p=0.5). Al
término del estudio, el analisis volumétrico del IVUS
mostré una lesién vascular con una longitud promedio
de 16.6 = 6.9 mm y un porcentaje de area de estenosis
de 41.9 + 7.9%.

Analisis histomorfométrico

El promedio del area vascular en los segmentos vas-
culares estudiados no fue diferente entre los grupos.
(inyeccion lipidica = 4.18 + 1.62 mm? versus inyeccién
salina = 4.17 = 1.59 mm?, p = 0.997, NS). El porcen-
taje de area de estenosis (%AS) fue més prominente en
el grupo de inyeccién salina comparado con el grupo
de inyeccién lipidica (inyeccién salina = 32.4 + 22.8
versus inyeccioén lipidica = 17.3 = 15.0, p = 0.017,
Cuadro I). Se observé un aumento estadisticamente
significativo en la cuantificacién de VV en el grupo de
inyeccién lipidica (30.6 = 21.6 vv/laminilla) com-
parado con aquellos segmentos del grupo control
inyectados con solucién salina (18.2 * 14.9 vv/lami-
nilla, p = 0.04). La densidad de VV (cuantificacién de
VV por area neointimal) en el grupo de inyeccién lipi-
dica fue estadisticamente mayor que el grupo control de
inyeccién de solucién salina (inyeccién salina 7.3 + 4.6
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p < 0.001, Cuadro I).

Analisis de expresion genética de mRNA

Comparado con la curva de estandarizacién para la
cuantificacion del cDNA, el grupo de inyeccién lipi-
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dica mostr6 un incremento estadisticamente signi-
ficativo cuando se estudi6 el MCP-1 comparado con
el grupo control (inyeccién de solucién salina = 0.83
+ 0.34 versus inyeccién lipidica = 1.55 * 1.12, p <
0.01). Resultados similares se observaron cuando se
estudi6 la expresion de VEGF mostrando un incre-
mento estadisticamente significativo en el grupo de

Cuadro l. Hallazgos morfoldgicos y cuantificacion de vasa vasorum del grupo de inyeccion de solucidn lipidica comparados con el grupo
control de inyeccion de solucion salina. Un valor = 0.05 de p fue considerado como significativo.

Inyeccién lipidica (n = 30) Inyeccién salina (n = 30) Valor p
EEL (mm?) 418 + 1.62 417 £ 1.59 p 0.9, NS
Porcentaje del area de estenosis (%) 17.3 £ 15.0 324 + 228 p 0.017,S
Cuantificacion de vasa vasorum 30.6 + 21.6 18.2 £ 14.9 p0.04,S
Densidad de vasa vasorum (No./mm?) 16.5 + 9.0 7.3+ 46 p <0.001,S
S: diferencia estadistica; NS: diferencia no significativa
a) b)
?.5 3.0 |.(|5 3.0 -
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Figura 1. Andlisis de citocinas y neovascularizacion. Un aumento estadisticamente significativo se observd en el grupo de inyeccion lipidica
en ambos, a) MCP-1y b) VEGF cuando se compard con el grupo control de inyeccion de solucion salina. ¢) La cantidad de vasa vasorum
fue significativamente mayor en el grupo de inyeccion lipidica comparado con el grupo control. d) Sin embargo, cuando se analizd la cantidad
de vasa vasorum en relacion al drea neointimal, la diferencia estadistica entre el grupo de inyeccidn lipidica fue mas evidente comparado
con el grupo control.
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Figura 2. Una formacion neointimal significativa se observé como efecto de la lesion vascular por baldn e inyeccion de solucion salina en la
tincion de hematoxilina y eosina (a, magnificacion 2x) y tricromo de Masson (d, magnificacion 2x). En contraste, en el grupo de inyeccion de
lipidos (b, ¢, e, magnificacion 2x) la formacidn neointimal observada fue menos estendtica. Sin embargo, en la tincion de tricromo de Masson
se observd cémo el contenido coldgenoffibrético de la placa (blue) en el grupo control de inyeccion salina (d) es mayor que el contenido de
coldgenoffibrético del grupo con inyeccion de solucion lipidica (e) sugiriendo que el grupo control produce una lesion mucho mds estable y
firme que la lesidn formada por el grupo de inyeccidn de lipidos. Imagenes representativas de la tincion de células endoteliales del grupo de
inyeccion de lipidos (c, magnificacion 2x). Las estructuras microvasculares observadas fueron detectadas en el drea de la placa tanto como

en el drea medial y adventicia (f, magnificacion 20x).

inyeccion lipidica comparado con el grupo control
(inyecciéon de solucién salina 0.87 = 0.33 versus in-
yeccion lipidica, 1.36 = 0.92, p = 0.013, Figura 1).

DISCUSION

El cerdo doméstico es el modelo mas cominmente uti-
lizado en la investigacion cardiovascular. Su similitud,
tanto anatémicamente como en tamano con el humano,
lo hacen un modelo ideal para el estudio de enfermedad
aterosclerética.! El perfil lipoproteinico y el metabolis-
mo lipidico en los cerdos domésticos tienen mucha si-
militud con el que se observa en los humanos. Cuando
se mantiene a los cerdos domésticos bajo una dieta alta
en colesterol, este modelo eventualmente desarrolla le-
siones que semejan a las observadas en la enfermedad
aterosclerdtica. Estas lesiones tempranas, sin embar-
g0, son de origen fibro-elastico en naturaleza y carecen
de los componentes patolégicos que se observan en las

lesiones vasculares en humanos.? Numerosas investi-
gaciones han tenido como objetivo principal el desarro-
llo de lesiones ateroscleréticas complejas utilizando el
modelo porcino, ya sea por medio de modificaciones en
la dieta y suplementos alimenticios, induciendo lesio-
nes vasculares o ambos. Sin embargo, aunque atn son
efectivos en crear lesiones vasculares, estos modelos es-
tan limitados por el tiempo que conlleva el desarrollo de
las lesiones vasculares, el costo y la composiciéon de la
lesién resultante. Gerrity et al.! aceleraron el proceso
(20 semanas) por medio del uso de streptozotocin con
el cual se indujo diabetes en cerdos bajo una dieta si-
milar.! Por otro lado, otros investigadores han tenido
como objetivo acelerar el proceso por medio de una le-
sién vascular directa. Shi et al.? describieron un modelo
de aterosclerosis en las arterias carétidas que semeja
aterosclerosis humana en cerdos que se han mantenido
en dieta alta en colesterol, ademas de fisicamente ocluir
parcialmente las arterias a estudiar.?
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En nuestro laboratorio, previamente se propuso un
método para inducir lesiones aterosclerdticas, combi-
nando lesion vascular por balén y la aplicacion de sus-
tancias lipidicas en la adventicia vascular. Demostramos
anteriormente que en 2 semanas estas lesiones vascu-
lares son localizadas y con remodelamiento positivo y
facilmente identificables utilizando la tecnologia de ul-
trasonido intravascular. Estas lesiones contienen abun-
dantes células inflamatorias y neovascularizacién en
adventicia y media vascular, la cual asemeja a las etapas
tempranas del desarrollo de la enfermedad aterosclerd-
tica humana.*® Estudios de autopsia han demostrado
que la aterosclerosis humana esta fuertemente asocia-
da con la presencia de macréfagos? y neovasculariza-
ci6n.*13 El sistema molecular de citocinas es conocido
por activar y recluir células inflamatorias en diferentes
situaciones bioldgicas y promueve la neovascularizacion
en la aterosclerosis.!? También ha descrito que el grosor
de la neointima promueve el incremento de la densidad
de VV.2 En un intento para proporcionar el oxigeno
necesario para los componentes celulares del engrosa-
miento patolégico de la media vascular, se detona un
estimulo para el desarrollo de nuevos vasos. Sin embar-
go, la pared vascular de estos vasos no posee la madurez
adecuada; esto sugiere que existe fuga de eritrocitos y
el depésito de lipoproteinas de baja densidad de coles-
terol en la neointima dentro del periodo temprano de
aterosclerosis. La acumulacion de estos componentes
bioldgicos en la media vascular se comporta como un
estimulo dirigido por citocinas que promueven el re-
clutamiento de células inflamatorias y la activacion de
las mismas resultando en una infiltracién vascular de
células inflamatorias observadas en las placas ateros-
cleréticas complejas.>1* Dos de las citocinas que estan
relacionadas con la quimiotaxis de células inflamato-
rias y la vasculogénesis son la proteina quimotactica
de monocitos proteina-1 (MCP-1) y el factor de creci-
miento vascular endotelial (VEGF). El rol de MCP-1
en la angiogénesis y aterosclerosis ha sido estudiado
extensamente.!®19 La presencia de la proteina MCP-
1 se ha correlacionado con la proliferaciéon de la ne-
ointimal” y la presencia de células espumosas.10:15-18,20
También ha sido detectada en placas ateroscleréticas
en humanos y 4reas ricas en macréfagos.?!-?2 Por otro
lado, se piensa que MCP-1 juega un papel fundamental
en la transicion de una lesion aterosclerédtica estable a
un estado de la enfermedad aterosclerética mas com-
pleja.1923 Los roedores knockout MCP-17- usualmen-
te desarrollan lesiones aterosclerdticas estables con
alto contenido de colageno con una formacién minima
de centro necrético en las placas ateroscleréticas.?3
VEGF induce neovascularizaciéon en procesos tanto
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fisiolégicos como patolégicos.1218:24-26 1,3 administra-
cién de la proteina VEGF-A en un roedor deficiente
de apolipoproteina-E promueve angiogénesis mientras
que la administracion del anticuerpo antiVEGFR-1 en
el mismo modelo animal reduce el desarrollo y aumen-
ta la estabilidad de la placa aterosclerética.?”-28

Para poder determinar la similitud de nuestro mo-
delo acelerado de aterosclerosis por medio de inyecciéon
lipidica para el desarrollo de aterosclerosis humana,!?
estudiamos la densidad de VV y su correlacién con
MCP-1 y VEGE. De acuerdo al analisis histomorfomé-
trico, el porcentaje de estenosis fue minimo en ambos
grupos. En el presente estudio, el dano vascular por
medio de sobreexpansién del balén y la introduccién
de una aguja fueron variables controladas para ambos
grupos. Morfolégicamente, las lesiones desarrolladas
fueron excéntricas, no oclusivas y localizadas en seg-
mentos arteriales con remodelamiento positivo. Haft et
al.2? describieron que la mayoria de las lesiones corona-
rias permanecen estables o empeoran sélo de manera
minima con el tiempo. Un rapido progreso en la enfer-
medad obstructiva ocurre en segmentos coronarios que
originalmente tenian minima o modesta enfermedad
intraluminal (< 20% de obstruccién luminal).?’ La im-
portancia de la placa vulnerable permanece en el hecho
de que un ntmero significativo de oclusiones trombéti-
cas se desarrollan entre angiografias previamente cata-
logadas como «normales» o con irregularidad minima.
Mann et al.?? estudiaron 106 placas humanas de 49 es-
pecimenes coronarios. No se encontré una correlacion
entre el tamano del centro necrético y el grado de este-
nosis, grosor de la capa fibrosa y tamaro de la placa.??
Ahora se considera que el tamano del centro necrético
y la composiciéon son factores mas importantes que la
severidad de la obstrucciéon con respecto a la vulnera-
bilidad de la placa. La composicién celular de la placa
aterosclerética determina su vulnerabilidad y el desa-
rrollo de una eventual trombosis vascular.?! En nuestro
estudio analizamos la composicién celular entre los gru-
pos y observamos que difieren significativamente (Fi-
gura 2). Este analisis demostré que existe un aumento
de 44% en la densidad de VV en el grupo con inyeccion
lipidica comparado con el grupo control de inyecciéon de
solucion salina. Este resultado, en conjunto con el au-
mento de 55 y 63% en la expresion genética de MCP1 y
VEGTE, respectivamente, sugieren que existe un proceso
de angiogénesis e inflamatorio establecido, semejando
la situacion patoldgica que se observa en la aterosclero-
sis humana.

Es necesario continuar la investigacion para deter-
minar la relaciéon de este modelo con la enfermedad
aterosclerética humana y ver su posible aplicaciéon en
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estudios preclinicos mas complejos como el de dispo-
sitivos intravasculares e imagenologia. Sin embargo,
el modelo aqui descrito tiene el potencial de ser un
excelente método de induccién de lesiones ateroscle-
réticas en un modelo porcino. Debido a su naturaleza
acelerada, es ttil para suplantar a otros modelos, los
cuales llevan meses para el desarrollo de las lesiones
ateroscleroticas.
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