|
|
|

Modelo porcino de disfuncién endotelial inducida por hipercolesterole-

mia. Efecto de las vitaminas Cy E

Porcine model of endothelial dysfunction induced by hipercholesterolae-

mia. Effect of vitamins C and E

E. Alegria, J.A. Rodriguez, A. Grau, M. Belzunce, D. Martinez Caro

INTRODUCCION

La aterosclerosis, primera causa de
muerte en los paises desarrollados, consti-
tuye el principal elemento contribuyente
al desarrollo de los infartos miocardico y
cerebral, de la gangrena y de la pérdida de
funcién de extremidades'. Es un proceso
degenerativo de origen multifactorial
(hipercolesterolemia, hipertensiéon arte-
rial, tabaquismo, hiperhomocisteinemia,
diabetes, infecciones viricas o bacteria-
nas,..)* que se inicia durante la infancia,
pero que no suele dar manifestaciones cli-
nicas hasta la vida adulta. La lesion ateros-
clerotica afecta principalmente las arterias
musculares de tamafio medio (coronarias,
carotidas, arterias de las extremidades
inferiores, etc) y en las fases mas avanza-
das se manifiesta clinicamente, bien por la
oclusion total o parcial de la luz del vaso,
comprometiendo el flujo sanguineo, o bien
por la rotura de las placas, produciendo
trombosis, embolismos o aneurismas.

La hip6tesis méas aceptada acerca de la
génesis de la aterosclerosis postula que la
lesién endotelial constituye el paso inicial
de los procesos que daran lugar a la ate-
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rosclerosis. El endotelio es el 6rgano res-
ponsable de la homeostasis vascular y
mantiene un equilibrio constante entre los
procesos de trombosis-fibrinolisis y vaso-
dilatacién-constricciéon®. Los factores de
riesgo cardiovascular pueden causar la
disfuncién endotelial: alteraciones funcio-
nales del endotelio que contribuyen tanto
en la patogénesis como en la progresion de
la aterosclerosis, y constituyen el primer
signo clinicamente demostrable del proce-
so aterosclerético®®. Es posible evaluar la
disfuncién endotelial a través de la res-
puesta vasomotora frente a sustancias
como acetilcolina o serotonina, que indu-
cen la vasodilatacion de la pared vascular
sana, mediada por la sintesis de oOxido
nitrico en el endotelio. Sin embargo, cuan-
do hay una disfuncién endotelial, provo-
can una vasoconstriccion paradodjica, bien
por estimulo directo sobre el musculo liso
vascular, bien por la liberacién de endote-
lina-1, o mediante el aumento de la sensi-
bilidad a las catecolaminas. La supresion o
el control adecuado de los factores de ries-
go, restablece la normalidad de la respues-
ta vasomotora mediada por el endotelio.
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Aunque la disminucién de los niveles
de colesterol plasmatico reduce el riesgo
de enfermedad coronaria e incluso permi-
te la regresion de las lesiones aterosclero-
ticas y la normalizacién de la funcién endo-
telial, existe gran variabilidad individual en
la presentacion clinica de la enfermedad
coronaria, lo que demuestra su génesis
multifactorial y la existencia de miltiples
factores implicados en la respuesta arte-
rial a la hipercolesterolemia.

En la hipercolesterolemia, ademas de
aumentar los niveles plasmaéticos de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y su
relacion frente a las lipoproteinas de alta
densidad (LDL/HDL), se produce la modifi-
cacién quimica de las LDL, fundamental-
mente por oxidacién en la superficie de las
células endoteliales o macréfagos. Como
resultado de la oxidacién lipidica se produ-
ce la descomposicion y fragmentacién de
los acidos grasos, y se generan productos
intermedios altamente reactivos como alde-
hidos, cetonas y derivados de oxicolesterol.
Las LDL oxidadas y sus derivados, ademas
de alterar la expresion génica de las células
de la pared vascular, presentan una activi-
dad citotdxica para el endotelio™.

Dado el papel destacado que parece
desempenar la modificacién oxidativa de
la LDL en la aterogénesis, se requieren
disefios experimentales que intenten
demostrar si es posible actuar sobre el
proceso aterogénico a través de la inhibi-
cion de la oxidacion. Algunos datos epi-
demiolégicos y experimentales sugieren
que la elevacion de los niveles plasmaticos
de vitamina E*” y la ingesta diaria de B-
carotenos' o de vitamina C* pueden redu-
cir la incidencia de la aterosclerosis'®'®,

Asumiendo que la lesién endotelial,
manifestada como disfuncién endotelial y
la activacién monocitaria, constituye el ini-
cio de los procesos que dan lugar al desa-
rrollo de la arterioesclerosis y que las
cifras elevadas de colesterol y, sobre todo,
su modificacion oxidativa, juegan un papel
importante en el desarrollo de dicho pro-
ceso, la administraciéon de antioxidantes
podria inhibir o frenar significativamente
el proceso aterosclerdtico y normalizar la
funcién endotelial en el modelo de la
denudacion arterial en el cerdo hipercoles-
terolémico.
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MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron 46 cerdos miniatura de la
raza Yucatan. Los animales se incluyeron
en el estudio con 4 meses de edad y se
mantuvieron en unidades de estabulacién
aisladas, con agua ad libitum y fotoperiodo
artificial de 12 horas. Tras un periodo de
adaptacién de 72 horas, a cada animal se le
extrajeron 40 ml de sangre para determi-
naciones analiticas basales, mediante pun-
cion percutanea de la vena femoral o yugu-
lar. El cuidado y manejo de los animales se
realiz6 siguiendo el Real Decreto 223/1988
del Ministerio de Agricultura, Pesca y Ali-
mentacion y en la Directiva 86/609 del Con-
sejo de Europa sobre proteccién de anima-
les utilizados para experimentacion y
otros fines cientificos (BOE, 1988; DOCE,
1986).

Disefio experimental

Los animales se distribuyeron en 3 gru-
pos: 16 en el grupo de dieta normal, 16 en
el grupo de dieta hipercolesterolémica y 14
en el grupo con dieta hipercolesterolémica
suplementada con vitaminas C y E. Los
animales incluidos en el grupo control
(NC) se alimentaron Gnicamente con pien-
so porcino estandar (Porcisanders C-02,
Sanders, Espana); los del grupo hiper-
colesterolémico (HC) se alimentaron con
la mezcla: 64% de pienso porcino estandar
(Porcisanders C-02, Sanders), 30% de sebo
animal, 4,5% de colesterol (Roig Farma,
Tarrasa, Espana) y 1,5% de bilis de buey
polvo (Roig Farma); los animales del grupo
hipercoleterolémico con antioxidantes
HCV) recibieron la misma dieta que los del
grupo HC, pero suplementada con 1.000
Ul/dia de vitamina E (Roig Farma) y 1 g/dia
de vitamina C (Roig Farma), esta suple-
mentacion se inicidé una semana antes de la
primera intervencién y se mantuvo hasta
el sacrificio.

A todos los animales se les practicod
una intervencion tras 4 semanas de dieta,
con distintos intervalos de tiempo hasta el
sacrificio: 3, 7, 14 y 28 dias. De este modo,
en cada grupo se establecieron cuatro sub-
grupos: 3, 7, 14 y 28 dias.
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Protocolo experimental

Cada animal se mantuvo en ayunas, con
agua ad libitum 24 horas previas a la inter-
vencion. Tras sedarlo y anestesiarlo se
canularon la vena yugular (interna o exter-
na) y la arteria carétida derechas. Tras la
extraccion de sangre arterial para las deter-
minaciones analiticas y la inyeccién de un
bolus intravenoso de heparina IV (10.000 U),
se canuld la arteria iliaca interna izquierda
con un catéter guia Judkins 7F. Utilizando
una guia de angioplastia de 0,014”, se avan-
z6 un catéter Doppler 3F de 20 MHz (NuVel,
NuMed Inc, Hopkinton, New York, USA)
conectado a un velocimetro doppler (Millar
MDV-20, Millar Instruments, Houston, Texas,
USA) y se colocd a unos 2 6 3 cm del extre-
mo distal del catéter guia, en una zona de la
arteria iliaca interna izquierda (Alll) sin
ramificaciones. El catéter guia se retird des-
pués a la aorta descendente. La velocidad
del flujo arterial (velocidad méaxima instan-
tdnea y velocidad media) se registré de
forma continua, en un registrador gréfico
(Model 78172A, Hewlett-Packard, USA), a lo
largo de todo el protocolo. Se permitio a los
animales un periodo de equilibrio para ase-
gurar la estabilidad de las medidas, y se per-
fundié selectivamente la Alll con 4,8 ml de
suero glucosado al 5% (Baxter, Valencia) por
el lumen distal del catéter doppler, durante 2
minutos. De forma similar se inyectaron 2,4
ml de acetilcolina (AC) (Sigma, St. Louis, Mis-
souri, USA) a concentraciones de 10% 10° y
10" mol/l empleando un minuto para cada
concentracion. Al final de las inyecciones de
AC se inyectd 1 mg de nitroglicerina (Beren-
guer-Infale, Barcelona) por la misma via.
Tras cada inyeccién, se dejaban 5 minutos
de reposo, para que la velocidad del flujo
retornase a los valores basales.

Los registros graficos se digitalizaron
con una camara de video (Sony DXC-151
AP, Japon) y se procesaron con el progra-
ma Optimas 5.2 (Optimas Corp, Washing-
ton, Estados Unidos) para obtener la velo-
cidad media de flujo en cada periodo. Los
resultados se expresaron como variaciéon
de la velocidad media de flujo respecto a la
velocidad media del flujo basal (en %).

Angiografia y angioplastia

Se realizaron angiografias iliacas en la
Primera intervencion, tras las mediciones
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de velocidad de flujo, y en la segunda inter-
vencién, antes del sacrificio. Se inyectaron
25 ml de contraste i6nico (Pielograf 70%,
Juste, Madrid, Espafia) antes de la bifurca-
cion iliaca, con un inyector automaético
(Angiomat 3000 Viamonte Hobbs, Liebel
Flarsheim, USA). La imagenes se registraron
en video S-VHS (AG7350, Panasonic, Japon).

La lesién del endotelio se realiz6 en la
primera intervencion, tras la angiografia,
mediante el inflado de un balén de angio-
plastia sobre las porciones medias de las
arterias iliacas interna y externa derechas.
El didAmetro de los balones se escogi6 de
forma que la relaciéon didmetro del
balén/didmetro de la arteria fuera superior
a 1,2. Se realizaron 3 inflados de 30 segun-
dos en cada arteria, dejando unos 30
segundos de reposo entre cada inflado. Se
realizaron grabaciones en video del primer
y del dltimo inflado del balén.

Sacrificio y extraccion de muestras

Los animales se sacrificaron con una
inyeccién letal endovenosa de 80 mEq de
cloruro potésico. Se realizdé una laparoto-
mia media y se extrajo el rbol iliaco en blo-
que, incluido el segmento distal de la aorta
abdominal, se perfundié con paraformalde-
hido (4% en PBS) a 4 °C durante 15 minutos,
a una presion de 100 cm de agua, y se
sumergié en 500 ml de paraformaldehido
(4% en PBS) a 4 °C durante 4 horas.

Determinaciones analiticas

Los valores de hemoglobina, hematocri-
to, recuento leucocitario y plaquetar, volu-
men plaquetar medio y volumen corpuscu-
lar medio eritrocitario se determinaron en
un contador automético Coulter STKS
(Coulter Inc., Hialeah, Florida, USA). Las
determinaciones de lipidos (colesterol
total, HDL y triglicéridos) se realizaron en
suero, en un analizador automatico Hitachi
717 (Boehringer Mannheim, Germany). El
céalculo del colesterol asociado a LDL (col-
LDL) se realizd6 mediante la férmula de Frie-
dewald” modificada de acuerdo con la rela-
cibn masa de colesterol/masa de
triglicéridos de las proteinas de muy baja
densidad (col-VLDL) porcinas (8:1): col-
LDL(mg/100ml)= col-total-(col-HDL+Trigli-
céridos/8).
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La actividad PAI-1 plasmaética se deter-
miné con el ensayo amidolitico-sustratos
cromogénicos (Coatest PAl, Chromogenix,
Sweden). El fibrindgeno se determiné por
el método coagulativo de Clauss.

Procesamiento de tejidos

Tras disecar el arbol iliaco en bloque,
incluyendo el segmento distal de la aorta
abdominal, se perfundié con paraformal-
dehido (4% en PBS) a 4 °C durante 15 minu-
tos, a una presion de 100 cm de agua, y se
sumergié en 500 ml de paraformaldehido
(4% en PBS) a 4 °C durante 4 horas. Las
arterias se cortaron en segmentos de 1 cm
de largo y se incluyeron en parafina. Se
obtuvieron cortes histologicos de 3 pm de
grosor y se tifieron con hematoxilina-eosi-
na, tincién de elasticas de Van Gieson y tri-
créomico de Masson.

Analisis estadistico de datos

Los resultados numéricos obtenidos se
presentan como la media aritmética =
error tipico. En las comparaciones de tres
0 mas grupos se utilizé el andlisis de la
varianza de un criterio (ANOVA 1) o el test
de Kruskal Wallis. Para las comparaciones
de dos grupos (independientes) se utiliza-
ron los test de t Student o el test Mann
Whitney, y (dependientes) el test de com-
paraciones pareadas o el test de Wilcoxon.

RESULTADOS

Edad y peso

La edad media de los animales al llegar
al laboratorio fue de 3,6+0,4 meses. De los
46 animales que comenzaron el estudio
todos los supervivientes aumentaron de
peso de forma significativa. Este incremen-
to fue constante y uniforme, sin que se
encontrasen diferencias estadisticamente
significativas entre los animales NC, HC y
HCV.

Analisis hematologicos y bioquimicos

La mayoria de los pardmetros hemato-
l6gicos determinados ofrecieron valores
similares para todos los grupos, tanto en
las muestras basales como en la primera
intervencion y en el momento del sacrifi-
cio (Tabla 1). S6lo se observaron diferen-
cias en el volumen plaquetar medio, que
era mayor en los grupos HC y HCV que en
el control. En la primera intervencion los
HCV presentaron un volumen plaquetar
medio inferior a los HC.

Perfil lipidico

En el grupo NC no se observaron varia-
ciones significativas en la concentracion
plasmaética de las fracciones lipidicas a lo
largo del estudio, y mostr6é unos valores

semejantes a las determinaciones basales
(Fig. 1). En los animales pertenecientes al

Tabla 1. Resumen de las principales determinaciones hematolégicas. BASAL, muestras obtenidas en
el inicio del experimento; 1* INT, muestras de la primera intervencién; SACRIF, muestras
obtenidas antes del sacrificio. Las diferencias estadisticamente significativas entre los gru-
pos control e hipercolesterolémico se sefalaron: * (P<0,05), ** (P<-,01). Entre los grupos
hipercolesterolémico e hipercolesterolémico tratado con vitaminas C y E se senalaron:

(P<0,05).
Vol. plaq.

Grupo Peso Leucocitos Neutrofilos Eritrocitos  Plaquetas medio
BASAL 31,4+1,6  17,5«0,7 37,8+1,5 7,4+0,1 335,2+24,0  9,6+0,2
12 Int.

C 49,8+:2,0 12,6+0,7 29,8+3,6 6,0+0,1 330,9:18,7  9,5:0,2

HC 53,6-2,4 13,9+0,9 30,0+3,3 6,0+0,2 375,9+17,3  8,7+0,2*F

HCV 50,5+3,6 16,0+1,3 36,7+3,2 5,9+0,1 408,2:21,4  8,0+0,1**
SACRIF.

C 50,6+1,8 13,9:0,9 37,4:4,5 5,6+0,2 363,7¢23,5  9,2:0,2

HC 55,2+2,2  15,3+0,8 38,0+3,4 5,7+0,2 398,5+24,5  8,6:0,2*

HCV 53,0:3,5 15,9+1,3 36,5+2,6 5,9+0,2 379,4:17,8  8,3+0,1**
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Figura 1. Perfil lipidico plasmatico a lo largo del experimento. B, muestras obtenidas en el inicio del

experimento; 1, muestras de la primera intervencién; 2, muestras obtenidas antes del sacri-
ficio. C, grupo control; HC, grupo hipercolesterolémico; HCV, grupo hipercolesterolémico
con vitaminas C y E. Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos con-
trol e hipercolesterolémico se sefialaron: * (P<0,05), ** (P<0,01). Entre los grupos hiper-
colesterolémico e hipercolesterolémico tratado con vitaminas C y E se sefialaron: T

(P<0,05).

grupo HC se observd un aumento signifi-
cativo de la concentracion de colesterol
total y del LDL-colesterol respecto del
grupo NC, tanto en la primera intervencion
como en el sacrificio. Lo mismo ocurrié
entre los grupos NC y HCV.

Entre el grupo HC y el grupo HCV no
hubo diferencias en cuanto a la concentra-
cién plasmatica de colesterol total. Sin
embargo, si se encontraron diferencias sig-
nificativas en los niveles de colesterol-HDL
en el momento de la segunda intervencion.
La concentracion de triglicéridos no variod
de forma significativa a lo largo del estudio
en ninguno de los dos grupos.

Velocidad de flujo arterial

La respuesta vasomotora de la All (Fig.
2) en el grupo HC se encontrd significati-
vamente disminuida respecto al grupo NC,
para las tres concentraciones de AC (10"M,

ANALES Sis San Navarra 1999, Vol. 22, Suplemento 3

10° M y 10° M, P<0,05). El grupo HCV pre-
senta una respuesta de vasodilatacion
frente a la AC similar al la del grupo NC. La
respuesta vasomotora a la nitroglicerina,
que es independiente del endotelio, fue
similar en los tres grupos.

PAI-1 y fibrin6geno

La actividad PAI-1 plasméatica en NC
(28,1+0,8 U/ml), HC (28,420,7 U/mD) y HCV
(27,0£0,8 U/ml) se incremento significativa-
mente después de la angioplastia: 35,3«1,5
U/ml (p<0,01), 36,8:1,5 U/ml (p<0,01) y
33,4:1,3 U/ml (p<0,01), respectivamente.

La cantidad de fibrindgeno plasmatica
en NC (384:21,8 mg/dl), HC (285:9,7
mg/dl) y HCV (327221,0 mg/dl) se incre-
mentd significativamente después de la
angioplastia: 382+22,7 mg/dl (p<0,01),
367+16,8 mg/dl (p<0,01) y 336£21,1 mg/dl
(p<0,01), respectivamente.
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Figura 2. Respuesta vasomotora a la acetilcolina en la arteria iliaca interna. B, basal (sin infusién); 0,
tras la infusién de suero fisiolégico; 1, infusién de acetilcolina 10° M; 2, acetilcolina 10° M;
2, acetilcolina 10* M; Ntg, tras la infusién de nitroglicerina. C, grupo control; HC, grupo
hipercolesterolémico; HCV, grupo hipercolesterolémico con vitaminas C y E. Las diferen-
cias estadisticamente significativas entre los grupos control e hipercolesterolémico se
sefialaron: * (P<0,05), **(P<0,01). No hubo diferencias entre los grupos hipercolestero-
lémico e hipercolesterolémico tratado con vitaminas C y E.

DISCUSION

En este estudio se escogi6é el modelo
porcino por su mayor similitud con el
humano en la patofisiologia de la ateros-
clerosis® en comparacién con otros mode-
los, como el ratén?, la rata® y el conejo®
Los objetivos propuestos fueron: reprodu-
cir en nuestras instalaciones el modelo de
hipercolesterolemia porcina; estudiar si la
administracion de vitaminas C y E altera el
perfil lipidico hipercolesterolémico; deter-
minar si la hipercolesterolemia afecta la
funcién endotelial en este modelo y si los
antioxidantes pueden alterar su efecto y
observar si las vitaminas C y E alteran o
reducen el desarrollo de lesiones vascula-
res inducidas por dilataciéon con balon.

La observacién de los perfiles lipidicos
plasmaéticos confirma la obtencién de un
buen modelo de hipercolesterolemia por-
cina. La administracién de la dieta hiper-
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colesterolémica, similar a otras descritas
previamente, se tradujo en un incremento
significativo de los niveles plasmaticos de
colesterol total y sus fracciones. Las con-
centraciones alcanzadas resultaron seme-
jantes a las que se observan en la hiperco-
lesterolemia humana moderada.

La suplementacion de la dieta hiperco-
lesterolémica con las vitaminas C y E no
introdujo variaciones en los niveles de
colesterol total ni en los de las LDL, pero
elevo significativamente los niveles de
HDL. Actualmente desconocemos tanto la
causa como las posibles consecuencias de
este efecto, que no habia sido descrito
previamente en este modelo animal. En
humanos, aunque no hay estudios conclu-
sivos, se han descrito este tipo de modifi-
caciones con la vitamina C*.

Tanto la dieta hiperlipidémica como la
suplementacién de esta con vitaminas C y

ANALES Sis San Navarra 1999, Vol. 22, Suplemento 3
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E no introdujeron cambios significativos
en los pardmetros hematol6gicos analiza-
dos, salvo el volumen plaquetar medio.
Aunque en humanos el incremento del
volumen plaquetar medio, observado en
grupos de riesgo como diabéticos, fuma-
dores y obesos, se han asociado con
mayor incidencia de aterosclerosis y enfer-
medad coronaria®?, los resultados obteni-
dos concuerdan con los publicados ante-
riormente por este grupo de inves-
tigacion* y observaciones en otros mode-
los animales®?.

La actividad PAI-1 plasmatica en NC, HC
y HCV se increment6é significativamente
después de la angioplastia (P<0,01). La ten-
dencia a que los niveles de plasméticos de
PAL-1 en el grupo NC y el HCV retornen a la
normalidad antes que en el HC sugiere que
los niveles altos de colesterol favorecen el
establecimiento de un estado pro-coagu-
lante, que seria devuelto a la normalidad
con las vitaminas C y E. Aunque el hecho
de que la hipercolesterolemia induce la
disfuncién endotelial se ha comprobado
en humanos** y modelos animales®*, ain
no se conocen completamente los meca-
nismos fisiopatolégicos de esta alteracion.
La reduccion de la vasodilatacién frente a
las distintas concentraciones de AC en el
grupo HCV confirma la existencia de una
disfuncion endotelial en la All de los ani-
males hipercolesterolémicos, que se
revierte completamente al suplementar la
dieta hipercolesterolémica con las vitami-
nas CyE.

En algunos modelos animales la disfun-
cién endotelial inducida por la hipercoles-
terolemia puede revertirse con la adminis-
tracion del aminoacido arginina® o el
cofactor tetrahidrobiopterina®, lo que
sugiere la existencia de deficiencias en la
disponibilidad del sustrato o de los cofac-
tores imprescindibles para la sintesis del
NO. Algunas observaciones atribuyen la
disfuncién endotelial derivada de la hiper-
colesterolemia al incremento en la pared
Vvascular de la produccién del anién supe-
roxido™, que reacciona con el NO y reduce
su biodisponibilidad®, mientras que otras
describen que las LDL oxidadas ejercen un
efecto directo de regulacion negativa de la
€Xpresion de la eNOS®. Sin embargo, la
existencia de otra serie de referencias
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aportando datos contradictorios con las
hipotesis anteriores™ refleja la compleji-
dad del mecanismo de la disfuncién endo-
telial derivada de la hipercolesterolemia.

El hecho de que los antioxidantes
reviertan la disfuncién endotelial en el
modelo utilizado parece apoyar las hipote-
sis del anién supero6xido y la reducion en la
expresion de la eNOS, pero es necesario
hacer estudios méas detallados de la expre-
sion de la eNOS en la pared arterial, en las
tres situaciones experimentales propues-
tas. El disefio de experimentos in vitro, en
cultivos celulares, utilizando lipoproteinas
aisladas a partir de la sangre de estos ani-
males también contribuird al esclareci-
miento de este fenémeno.

Todos los animales a los que se les rea-
liz6 angioplastia presentaron lesiones his-
tologicamente detectables en las arterias
dafiadas. Aunque parece que no hay dife-
rencias en el nimero de lesiones entre los
distintos grupos, es necesario realizar un
estudio histolégico e inmunohistoquimico
detallado para caracterizar las placas de
ateroma y dilucidar si existen diferencias
en su composicion, desarrollo temporal,
etc., que puedan ser debidas a la hiperco-
lesterolemia o la introduccién de los antio-
xidantes.
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