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TRABAJOS ORIGINALES 

PRODUCCION EXPERIMENTAL DE ATEROESCLEROSIS 
LOCALIZADA EN LA RATA * 

p::r los doctorc; 

M. R. MALINOW. D. HOJMAN y A. A. PELLEGRINO 

La ateromatosis es un trastorno de la íntima arterial, que ocurre 

en focos delimitados y cuyo mecanismo de producción es descono- 

cido. La enorme importancia clínica de esta afección ha motivado 

que innumerables investigadores traten de revelar su patogenia, con 

. 

el objeto de prevenir las irreparables lesiones parenquimatosas que 

suceden alas lesiones arteriales de Órganos tan importantes como el 

corazÓn, cerebro, riÜón, etc. La producciÓn experimental de arte- 

riosclerosis se ha realizado desde comienzos de este siglo en el 

conejo I, 2, animal hervíboro, mediante la administración de grande3 

cantidades de colesterol. Posteriormente, fué posible reproducir 
también ese proceso en animales omnivoros, especialmente en cl 

polIo, estudiado en forma exhaustiva por Katz y col. 3, en cl perro 4, 

asociando la administración de colesterol a la inhibiciÓn tiroidea, 

y en cl mono \ mediante dietas polnes en piridoxina. La rata de 

laboratorio es también un animal omnívoro, de fácil manejo, con 

un corto ciclo vital y que por su manuabilidad constituye un 

animal ideal para estos estudios. Sin embargo, la administraciÓn 

de colesterol, procedimiento que da resultados positivos en las espe- 

cies arriba mencionadas, es consistentemente negativa en la rata H, 

a pesar que otros la asocien a la inhibición tiroidea 7. 

Con el objeto de determinar si tal refractoriedad era debida a 

particularidades de la pareel arterial que hicieran imposible la for- 

maciÓn de las lesiones caracterí::ticas, hemos desarrollado un métoelo 

en la rata, con cl cual hemos estudiado la posibilielad de produc:r 

* PabellÓn de Cardiología "Luis H. Inchauspe", Policlinico Ramos Mejía, 
Rs. Aires. Jete: Prof. BIas Moia. El Departamento de Investigaciones es parcial- 

mente suhvencionado por la AsociaciÓn Cooperadora pro InvestigaciÓn Científica 
en eI PabellÓn de Cardiologia Inchauspe. Los Lahoratorios Squihb y la "F'unda. 
ción Talleres .\vón para el estudio de 1a ;ntC'l'insclewsis", contI ibuyen en 10s esLl- 
clios sobre arteriosclerosis. 
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]ocalmentc lcsiones que sc asemejaran morfolÓgicamente alas lesio- 
TIes a tcromatosas, cspoTltáneas 0 provocadas, de otras cspccìcs ani- 
males. 

MATERIAL Y .\H:TODOS 

1<1 método C~ semcjantc al ya dcscrito anteriormcnte s. por 10 ,que só!o se re. 
Lordará en forma breve, Se utilizaron ratäs bJanLäs' dc aprcximadamente 3 meses 
de edäd. cepa Williams, destetädas a los 2') dias y mantenidas con una dieta de 
leche y pan, suplementada por verduras frescas. carne y vitaminas (omplementa~ 
rias, Anestesia intraperitoneäl con Emhutal .. sódico, (j mg/IOO g de peso, Incisión 
trasversal suprapúbira (on técni(a simple pern no aséptica. que lJega hasta la parte 
media de la arcada (Tural. Visnalización de] paquete femoral por disección roma. 
DilaLeración de ]a fascia perivascular con ayuda de dos pinzas curvas de punta 
aguda. Denudación de ]a arteria femoral en una extensión de ]0 nun por debajn 
de lä (ircunfleja ilíaca superficial. Se pasan por debajo de la arteria femoral 
tres hebras de ]ino fino. Se anuda ]a inferior para wngestionar la arteria v 

brindar un punto de apoyo a] trac(ionar]a, Se co!ocan dos gntas de lIovocainä 
a] I % ]oca]mente, para favorecer la distensión, Se introduce mediante una aguja 
de 0.4 mm de diámetro ]as so]uciones que se detalJan más abajo, Se anuda entonces 
el Jaw superior mientras se introduce el líquido. (on 10 cual la arteria queda 
distendida, Se anuda entonces el caho intermedin, (olc(ado cercä del inferior pcro 
por enLima del sitio de punción, para evitar eI reflujo del Iíquido inyectado, 

Los Iíquidos inyectados hän sido suspensiones (oloidales de colestero] cou 
las siguientes concentraciones: I) 0,07 ~:,; 2) ') í:,; 3) ]5 í:, ;1) 2:; í{,; y sus~ 

pensiones (oloida]es de co]esterol diluidas por pärtes igualcs con sangre oxalatada 
re(ibl extraída de otra rata por pllfHión canlíaca, alas siguientes concentracio~ 
lies: I) 5 %, y, 2) 25 %,. EI procedimicnto parä prepärär las suspclIsiones de 

rolcsluol cs e! siguiente: Se preparan las sig'lrientcs solucionEs: A) ácidn láurico 
aJ I 'X, en solución N. 0,]0 de OH.Na: H) solutÌón Huffer de PO,H,K' PO,HK,; 
pH = 7.4; C) colesterol al (j % en éter sulfúrÌro, Para una conc('ntración final 
deseadä de coJestero] se di]uye la cäntidad neresaria de C en ..\ \ luego se 

agrega B (A Y H se emp]ean por partes iguales), Se mezcla en homogeneÎ/ador 
durante ,\ minutos, Se calienta a baîlO~maria a (iO~70()C y ]uego se exlrae e1 ,"ler 

snhrante por vado, Las suspem'iones se em plcan frescas, no comen ándose m;is de 

una senlan<J. 

Generalmenlc se invectaban las misma, 0 distintas sn!lIciones en amha,; 

arterias femorales, de tal manera 'jlle un lado servÍä de (Control para eì otro, 
Los animales fueron sacrÍficados escälonadamente desde poco,; minutos después 

de la inyeerión hasta ]os 223 dias, por tramnatismo craneano, Los paquetes femo~ 

rales fueron extraidos inmediatamente con el mÚsculo suhyacente ~ fijados en 

". Agradecemos al Dr. E. Savino del Instituto Bacterio]ógico Malbrán su 
gentileza de brindarnos los p]anteles origina]es y al Dr. J. M, Läscano Gonzále~, 
del Policlinico Ramos Mejia su ayuda va]iosa en el mantenimiento de los aDl- 
males. 

"" Agradecemos a ]a casa Abbott habernos proporcionado generosamcnte cI 
Embutal utiJizado en los presentes experimentos. 
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formol al 10 %. Se practicó el estudio histológico por congelaciólI de la zona 
de la ligadura y de la parte media del segmento comprendido entre las llIismas, 
realizando pOr 10 menos 4 cortes con cada una de las técnicas siguientes: Hema- 
toxilina-eosina; método de Gallego para fibras elásticas; Sudán IV para grasas; 

método de Van Gieson para tejido conjuntivo y muscular; técnica de impregna- 
ción argénica para reticulina, colágena y macrófagos; polaroscopia para birre- 
frigencia; Lieberman-Burchardt y Windaus, para el colesterol y sus ésteres; 

técnica de Kossa para el calcio; de McManus para glucoproteínas, previa diges- 

tión por ptialina; Lillie, Hempelmann y Hale, con digestión por hialuronidasa 

testicular para mucopolisacáridos (vcr bibliografía en 8). 

RESl;LTA[)()S 

En las 107 ratas estudiadas, hemos practicado 1500 preparacio- 

nes histolÓgicas y 6000 cortes de la arteria femoral. Hernos sepa- 

rado aq uellas con soluciones muy diluídas de colesterol (0,07 %u) , 

pOl'q ue la evoluciÓn arterial es semejante a la que ocune con inyec- 

cioncs de suero fisiolÓgico 11, es decir, se forma un tejido de proli- 
fcraciÓn endotelial con soporte elástico reticulínico, glucoproteico y 

mucopolisacárido, sin colesterol, que evoluciona hacia la fibrosis. 

Tampoco consignamos las soluciones muy concentradas (25 %0) 

porq ue produ jeron panarteritis necrotizante sm procesos reacclO- 

nales. 

Las soluciones intennedias, entre 2,5 y 15 %0' en SUeH) fisiolÓ- 

gico () en sangre, produjeron consistentemente el mismo cuadro 

evolutivo, para cuya' descripciÓn podemos separarlo esquemática- 

mente en tres períodos no siempre diferenciados entre sí y que se 

superponen insensiblemente: 

I) Período descamatillo. Las células endoteliales se disponen 

nonnalmente en una capa monoestratificada continua, que apoya 

directamente sobre la lámina elástica limitante intern a, sin interpo- 
siciÓn de elementos fibrilares ni substancia amorfa. 30 a 50 minutos 
después de la ligadura, comienza la descamaciÓn de las células que 

hacen procidencia hacia la luz vascular. Dichas células son encon- 

tradas, sin embargo, sÓlo accidentalmente, pues la técnica de conge- 

laciÓn no les brinda un so porte artificial, con 10 que probablemente 

se pierden durante la coloraciÓn y el montaje de los cortes. Se 

caracterizan pOl' mostrar un límite celular definido y un núcleo 

grande, con retículo cromático delicado 0 finamente granulado, y 

de forma redondeada. Existen form as de transiciÓn con las células 

endoteliales aún adheridas a la elástica, que tienen límites poliga- 
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naIl's y núcleo aparentemente demo e hipercromático por ser visto 
de perfil. Tanto las células descamadas, como las que aún perm a- 

necen adheridas alas depresiones de la hmitante elástica interna, 
se hacen tumefactas y aparecen en su citoplasma gotitas que se 

tiñen netamente con el Sudán IV. Cotitas similares pueden ser 

vistas sobre la Jimitante elástica denudada. Si existe plasma en la 

luz, la técnica de McManus para glucoproteínas da una coloración 
suave y difusa. Las tinciones especificas para colesterol son negativas 
en este período, porque e1 material inyectado no permanece en 10s 

cortes efectuados por congc1ación. Los capilares periaclve:1ticiale, 
se congestionan y comienzan a anuir polinuclcares hacia la adven- 

F,(;. I. - C1479. sangre y co!esterol "'j,. -1 días. Se colIStata ]a denudariÓ:l ,:e ]a 
iimítante elást;ra interna. Las célu]as endotelia]es descamadas se carg;1Il de 

lípidos y su ritop]asma ad'luiere un aspeno espumoso. Sud;"n IV. iO X. 

ticia. Los cambios dcscriptos no' están relacionat\os eon d co:cstcrol 
introducido, dcpendiendo sÓlo de la ligadura arterial. pues apare- 
cen igualmente en aquc1los experimcntos en que Sl: ha inY:è(tado 
suero fisiolÓgico. 

Alas ]8 hora5, la descamaciÓn endoteJial es práct:c3mcnte total. 
En algunos cortes se consigue demostrar la existencia de lípiclos 
en ]a luz con las técnieas de Liebermann, W'indaus y pOI' birrefrin- 
gencia. Los polinuclearcs atraviesan la túnica m~(La y I!egan a 1a 
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1uz. Alas glucoprotein as sc agregan en eI Iiquido intravascular 

mucopolisacáridos, resistentes a Ia digestión por hialuronida,a testi- 

cular. Se advierte Ia difusiÓn 0 eI transporte de colesterol libre 

hacia Ia capa media. A los tres dias las células descamadas tom:m un 
tipico aspecto espumoso y dan las reaccioncs del colcsteroI esteri- 

ficado y libre, apareciendo una moderada metacroma,ia en b luz 

y en la capa media. EI aflujo lcucocitario aumenta hasta 1::;s 1 días 

y disminuyc Iuego progresivamente. A Ios ceis dias es èvidente Ia 

multiplicación de Ias células endoteliales descamadas, sorpremlién- 
dose algunas figuras de mitosis. 

VI(;, 2. - C493. suer" ca:ino. ,-, dias. 
multipJican acti\'amente. pudiéndose 

na, 

Las células endoteliales descamadas sc 

obsenar una mitosis. Hematoxilina-eosi- 
)J50 X. 

Periodo prolifemtivo. En este momenta el contenido de ]a luz 

está constituido par células endotcIiales descamadas, muchas con 

aspecto espumoso y algunas en mitosis, pOI' hematies y par Icuco- 

citos polinucleares. Comienza a dibujarse en cI intersticio una red 

incompleta de reticulina y continÚan presentes gIucDprct,oínas y 

mucopolisacáridos, relativamente resistentes a Ia hia!uronich;a tes- 

ticular. La metacromasia es ahora marcada en la luz \' m;!i suave 

en el intersticio de Ia media. 
A Ios 9 dias la proJifcrac;tm ha disll1inuído la luz a la 111'tad y 
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'suscélulas cornienzan a ordcnarse concéntricamcnte. A lós 12 días 

la luz es sólo un cuarto de la primitiva '! en algunas arterias apare- 

,cen excepcionalmente.' entre las fibras reticulínicas ahara densas, 

fibras colágenas, Las que generalmente aparecen sólo a los dos meses 

del proceso. A los 16 días ya no. quedan hematíes intactos en la luz 

y a los 23 días desaparece to.do vestigio de colesterol libre 0. esterifi- 

cado en la arteria, después de una paulatina reducciÓn en lo.s días 

precedentes. 

Período de tilnosis. Dc una Illanera insensible comienza este 

período caracterizado porIa evoluciÓn de los elementos endoteliales 

FIG. 3. ~ C1442. Sangre y colestero1 23 %0' 12 días. La birrefringencia en fresco 
'comprueha abundante cantidad de ésteres de colesterol. Puede observarse la 
aparición de dicha substancia en la capa media. :\1ontage en fresco, 3ÜX. 

pro]i[erados hacia la imagen fibroblástica-fibrocítica, y porIa apari- 
ción a el aurnento de la substancia colágena. Ambos procesos se 

organizan alrededor del cauce residual, dando pOl' resultado la 
aparición de una estructura compleja compuesta par 10s siguientes 

elementos: 2-3 capas de células alargadas de tipo fibrocítico, de las 

cuales la más interna adopta función y morfología endoteIiforme, 
-densifícaÓón entre las rnismas de la trama reticulínica y colágena, 
impregnada de abundante substancia intersticial con glucoproteínas 
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Flc. ~. - C.l395. sangre y co'esterol r, %.. 16 días. La pro]iferación endotelial 

reduce marcadamente la luz vascular. Sus células componentes tienen asp~cto 

espumow. Hematoxilina-ecsina. 45 X. 

P'IG. 5. - Cl ]395, sangre y colesterol ,'%., 16 días. E\ so porte reticuHnico de 1m 

-elementos pro!ilerados cndotelialcs cs fuerte y demo. Técnica para reticulina 

y colágcna de del Río H;:rte~a, ~'í X. 
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y mucopoJisacáridos.En estas arterias de la serie de colesteroL no 
pudimos apreciar elastogénesis. 

Después de ]os 60 días, la atrofia de la muscular y la fibrosis 
intersticial, revelan la .participación de la capa media en lo~ prace- 
sos involutivos. En la adventicia, las capilares tienden a aUmentar 
de diámetro, JJegando, en algunos casos, a constituir aparentemente 
una suplencia iuncional adecuada. 

DISCUSIÓN 

A pesar de la tacilidad con que se ha provocado ateromatosis 
en especies hervíboras y omnívoras, en la rata no ha sido posible 

Flc. 6. - CI404, sangre y colesterol 23 %0. 21 días. Haeia el fin de la tereera semana desapareeen los Úllimos vestigios del co]esterol inyeetado en la cárnara 
arterial. Birrcfringellcia ell fresco. 45 X. 

hast<l ahora demostr<lr Jcsiones <lteromatosas generalizadas, sah-o 
en comuoicaciones aisJadas 10, n. Algun<ls comunicaciones de la 
literatur<ls 12 se rcfieren a simples lipidosis de la íntima y de la 
media. Anteriormente 8 hemos consign ado que segmentos arteriales 
<lislados de la Órculación sistémica de la rata, permanecen sin embargo 
en cone~ión metabólica can el res to del animal, ya que sus céluias 
no degeneran, sino que se reproducen y pOl"que, además, colorantes 
inyectados en Ja aorta 0 en la vena cava inferior aparecen rápida- 
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mente en el segmento Jigado. En eJ presente trabajo demostramos 

que la pared arterial de la rata es capaz de reaccionar formando 

Jesiones que semejan murfológìcllll1ente a las de ateroesclerosis encon- 

tradas en otras especies, puesto que en am bas condiciones se encuentra 

prolìferación de las células endoteliales, algunas con aspecto espu- 

moso, contenìendo colesterol y sus ésteres, y rodeadas por un subs- 

tractum glucoproteìco y mucopolìsacárìdo, en el cual aparecen fibri- 

lJas de retìculina y colágenas. El colesterol desaparece luego por 

destrucÓón local 0 eliminación por transporte, e\'olucionando poste- 

rionnente estas Jesiones hacia la fibrosis, en forma semejante a los 

segmentos arteriales aislados en ratas en los que se ha inyectado 

suero fisiológico sin colesterol H. A pesar de que nuestro preparado 

puede no estar en relación con cl problema de la génesis de la 

arteriosclerosis, por las condiciones sumamente artificiales en que 

nos hemos colocado, del11uestra sin embargo la posibilidad de que 

en las arterias de la rata aparezcan Jesioncs que 1110rfológicamente 

scmejan la ateromatosis de otl'as especies, con 10 que se abre el 

camino a la especulación y a la in\'estigación de 10s motivos que 

impiden norl11almente la aparición espontánea 0 provocada de 

atcromatosis generalizada en la rata, problema que puedc estar 

re1acionado can los mecanismos que hacen desaparecer dpidamente 
d colesterol introducido en segl11entos arteriales ligados. 

RESUMEN 

La inyeccÎón de suspensiones coloida!es de colesterol en seg- 

mentos arteriales aislados de ratas, pro\'oca lcsiones que morfológi- 

camente se asemejan alas lcsiones espontáneas 0 provocadas de 

ateroesc1erosis de otras especies animales. Se recucrda que, a pesal' de 

la existencia de estas lesiones localizadas, producidas en forma 

muy artificial, subsiste el problema de investigar las causas que 

impiden nonnalmente la apariciÚn espontánea 0 provocada de 

ateloesclerosis generalizada en la rata. 

Agradecemos al Prof. BIas Moia su \aliosa cooperaÓón durante 

las presentes investigaciones. 
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RESUME 
L'injection des suspensions coloïdales de colésterol dans des segments artériels 

ÌI;olés appartenant à des rats, provoca des lésions qui morphologiquement ressem 
blent aux lésions spontannées ou provoquées d'atermathose dans d'autres espèces 

animales. On souligne que maJgré l'éxistence de ces lésions localisées, produites de 
façon très artificielle, il subsiste Ie problème d'investiguer les causes qui ernpèchent 
normalment I'apparition spontannée ou provoquée d'atermathose géneralisée, dans 
Ie rat. 

SUMMARY 
The injection of suspensions of cholesterol into doubly ligated arteries, 

produce lesions in the rat which morphologically resemble those found in other 
species. In spite of these lesions, the causes that inhibit spontaneous or experi- 
mental artheroscIerosis in the rat, are still an unknown probJem. 

ZUSAMMENF ASSVNG 

Die Injection kolloidaler Suspensionen von Cholesteral in isolierte Arterien- 
segrnente bei Ratten, ruft Schädigungen hervor die rnorphologisch der Schadigun- 
gen spontaner oder provozierter Atheromatosis anderer Tierarten gleichen. Man 
betont, das trotz dem Eestehen dieser in so künstlicher Form hervorgerufenen 
örtlichen Schädiglllngen das Problem aufrecht bleibt, die GrÜndezu untersuchen. 
die das Auftreten spontaner oder kiinstliche, generalisierten Atheromatose bei 
der Rathe verkindern. 
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