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La arteriosclerosis es la enfermedad con mayor
mortalidad y morbilidad en el mundo occidental y
puede llegar a serlo, en muy poco tiempo, en todo
el mundo. A pesar de ello, no parece que se vislum-
bre una solucién razonablemente cercana y los es-
fuerzos para conocer su patogenia no han sido tan
intensos como los empleados en el esclarecimiento
de otras enfermedades menos comunes. De hecho,
la arteriosclerosis es una enfermedad que no des-
pierta en la poblacién la inquietud y la participa-
cién que merece, no al menos en el grado que si
parece preocupar el cancer. Parece como si ya estu-
viera resuelta, cuando la probabilidad de enfrentar-
se a una enfermedad cardiovascular grave es de
mas del 50% cuando se supera los 40 afios (algo
menor en las mujeres). Para apoyar lo dicho, baste
citar que las enfermedades cardiovasculares han
desaparecido del listado de prioritarias en la ulti-
ma convocatoria del Fondo de Investigaciones Sa-
nitarias (FIS 2005) y que tal decisién no haya des-
pertado unanime repugna.

Entre las causas puramente técnicas, debe desta-
carse la ausencia de un modelo experimental ade-
cuado que permita explorar convenientemente las
diferentes hipétesis bioquimicas y celulares que se
manejan para explicarla. El dnico modelo indiscu-
tible serfa el humano, pero la arteriosclerosis es
una enfermedad progresiva, que empieza en la in-
fancia y, en la mayor parte de los individuos, tarda
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muchas décadas en manifestarse. También es una
enfermedad en la que los factores genéticos y am-
bientales presentan una continua interaccién muy
dificil de medir, evaluar y contrarrestar. Cualquier
manipulacién o experimento requeriria la explora-
cién temporal y repetida del tamafio y la compo-
sicién de las lesiones. En la actualidad, la explora-
cién cuantitativa y cualitativa de éstas sélo es
posible mediante estudios en autopsias! o a propé-
sito de intervenciones quirdrgicas agresivas?, estu-
dios que, a pesar de sus limitaciones, han conduci-
do a conclusiones determinantes. A pesar de ello,
pocos han sido los esfuerzos organizativos para
reunir esa informacién. No deja de ser paraddjico
que en Espafia, que ocupa el primer lugar en el
mundo en mortalidad en las carreteras, y por ello,
entre otras razones, en trasplantes de 6rganos, no
hayamos sido capaces de poner en marcha un estu-
dio multicéntrico que unificara y conservara mues-
tras, datos y técnicas e investigara, con un coste re-
lativamente bajo, los factores que llevan a padecer
y morir por arteriosclerosis.

Probablemente el avance clinico mas esperado y
necesitado consista en explorar las lesiones arte-
rioscleréticas in vivo y de forma no agresiva con
técnicas de imagen* no sélo los aspectos relacio-
nados con la limitacién del flujo sanguineo, sino
sobre todo la composiciéon de las lesiones y, por
ende, la posibilidad de evaluar situaciones clinicas
potencialmente mortales. Mientras tales avances
no llegan, histéricamente se han utilizado diversos
modelos animales, de los que destacan, fundamen-
talmente, otros primates, cerdos y conejos, todos
ellos con sus limitaciones, ventajas e inconvenien-
tes>”. De entre los modelos con conejos, cabe des-
tacar el descubrimiento, a finales de la década de
los afios setenta, de una cepa con hiperlipemia he-
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reditaria®, que més tarde contribuy6 al esclareci-
miento de los mecanismos proaterogénicos de la
deficiencia del receptor de lipoproteinas de baja
densidad (LDL)°. En la actualidad, salvo notables
excepciones, la investigacién en arteriosclerosis
con modelos animales se centra en los ratones des-
de que se descubrié que algunas cepas eran suscep-
tibles, especialmente en respuesta a ciertas dietas'.
Més determinante fue la disponibilidad de ratones
genéticamente manipulados que presentan lesiones
extensas con cierta rapidez'""2.

Disefio experimental: consideraciones practicas
y cientificas

Consideraciones éticas

La ciencia no ayuda a tomar decisiones éticas,
sino que proporciona hechos sobre los que basar
nuestras decisiones, y por tanto un cientifico no
deberia confundir la ética con la moral ni con los
sentimientos. Pero, al menos nosotros, no nos ve-
mos libres de un cierto desasosiego cuando experi-
mentamos con animales. Particularmente, conside-
rarfamos superior cualquier otro modelo que
pudiera darnos las mismas respuestas que las obte-
nidas con experimentacién animal. No sélo eso,
aplaudimos que parte de la investigacion se dirija a
hacer obsoletos los estudios con animales. Los co-
nocedores de Darwin que tenemos acceso al geno-
ma de Mus musculus y Homo sapiens sapiens no
olvidamos que hace unos 75 millones de afios com-
partfamos un tnico ancestro comtin, posiblemente
un pequefio insectivoro. Consideramos que es
nuestro deber proceder de forma similar a la que
ponemos en practica en ensayos clinicos con hu-
manos. Es decir que, como minimo, debemos ase-
gurarnos que nuestra hipétesis sea relevante. Esto
se consigue en parte mediante la creacién de comi-
tés integrados por diferentes estamentos sociales
que valoren las explicaciones de los investigadores.
También debemos asegurarnos de que la experi-
mentacion llegue a buen término contando con un
presupuesto, la preparacién precisa, un proyecto
de investigacion escrito y sancionado por la comu-
nidad cientifica y procedimientos normalizados de
trabajo de probada utilidad que tengan en cuenta
el ahorro de sufrimientos indtiles. Finalmente, de-
bemos asegurarnos que las condiciones de vida de
los animales sean las mas adecuadas, las instala-
ciones lo mas tecnificadas posibles y el personal
cualificado por las instituciones competentes. Uno
de nosotros tiene edad suficiente para haber traba-
jado en jaulas instaladas en la terraza de los labo-
ratorios o en habitaciones sin ventilacién arranca-
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das a actividades que se iban quedando obsoletas.
Ahora es facil decir que no deberiamos haberlo he-
cho, pero se abriria un debate estéril y poco practi-
co. No podemos volver a hacerlo. También somos
conscientes del debate sobre que un estabulario
cientifico moderno esta mejor dotado que otros de-
dicados a la obtencién de carne para el consumo
humano, y que éstos dltimos son bien tolerados
por la sociedad, pero las comparaciones no sirven,
a nuestro juicio, para autorizar a trabajar en condi-
ciones inferiores a las 6ptimas.

¢{Qué modelo o cepa de ratén elegir?

La cepa de ratén C57BL/6 es la preferida por ra-
zones histéricas!?, pero para que este animal desa-
rrolle un cierto grado de arteriosclerosis se debe
llevar a cabo importantes manipulaciones dietéti-
cas, lo que ha hecho que este modelo pierda inte-
rés. En especial, se necesita afiadir colato al coles-
terol y dietas ricas en grasas saturadas para
obtener lesiones relativamente pequefias. La acci6n
toxica de ese compuesto hace dificil la interpreta-
cién y muchos investigadores tienden a rechazarlo.
Los ratones manipulados genéticamente usados
con mayor frecuencia también tienden a ser de esa
cepa tras varias manipulaciones reproductoras.
Tanto es asi que son todos extraordinariamente pa-
recidos, lo que obliga, cuando se trabaja con varios
modelos, a medidas importantes de identificacién
y caracterizacién genética (fig. 1). Nos referimos a
los deficientes en la apolipoproteina E (apo-E
—/-)1, que desarrollan lesiones con la dieta normal
de un ratén, y los deficientes en receptor de las li-
poproteinas de baja densidad (LDLR -/-)!? que, por
el contrario, no desarrollan lesiones grandes si la
dieta no se suplementa con colesterol’. Tienen la
ventaja afiadida de que su disponibilidad es inme-

Figura 1. Utilizar ratones de la misma cepa tiene ventajas im-
portantes, pero también inconvenientes. El principal, tener
medidas de identificacién de los animales y de las manipula-
ciones genéticas, asi como disponer de abundante espacio.
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diata y a un precio muy asequible (600 euros por
pareja) en caso de que se disponga de medios para
su reproduccién (los precios estan disponibles en:
http://jaxmice.jax.org/jaxmice-cgi/jaxmicedb.cgi; un
catalogo, en: http://www.criver.com/general/2005_
Research_Model_Services_Catalog.pdf). Para ma-
yor comodidad, en Espana, los distribuidores pro-
veen de todo tipo de servicios y atienden pronta-
mente las consultas. La mayor parte de las veces la
eleccién se circunscribe a uno de estos 2 tipos de
ratones y sélo ha de tenerse en cuenta que la ten-
dencia a la obesidad, la respuesta a la glucosa y a
diferentes grasas y diversos aspectos de la funcién
inmunitaria pueden diferir. Una posible limitacién
de estos ratones es que predomina la accién de las
lipoprotefnas como agente inductor de arterioscle-
rosis, pero la experiencia de estos tdltimos afios
confirma que se puede ensayar numerosas otras
posibilidades, incluyendo las genéticas y las farma-
colégicas, con cierta confianza'4, Aun asi, las mani-
pulaciones que alteran atin més la hiperlipemia de
estos animales, que acostumbra ser cuantitativa-
mente desmesurada en comparacién con la habi-
tual en humanos, puede dificultar la interpretacion
de los resultados. Sin embargo, la eleccién no esta
limitada. La generacién de animales transgénicos,
con sobrexpresion de la molécula de interés o con
un doble e incluso triple defecto genético, permite
estudiar diferentes mecanismos de forma sencilla y
los resultados son facilmente interpretables'®. Ge-
neralmente, se ha de obtener esos ratones de los
propios creadores, pero en nuestra experiencia, li-
mitada a la deficiencia de paraoxonasa, CX3CR1 o
de MCP-1, los tramites son sencillos y los mecanis-
mos de envio, aunque caros (unos 1.600 euros) son
muy eficientes. Otro aspecto que tener en cuenta es
el tipo de células en el que pensamos influir con
nuestros experimentos. En ambos apo-E -/~ y
LDLR -/, predominan los macréfagos en la lesion,
en LDLR -/~ no hay tanta respuesta de células
musculares lisas como en apo-E /-, y en ninguna
de las 2 hay una infiltracién considerable por linfo-
citos T, al menos en comparacién con las lesiones
humanas. Esto dltimo puede tener importancia si
lo que se esta ensayando es manipulaciones funcio-
nales inmunitarias. Finalmente, es importante con-
siderar la cepa de origen, especialmente cuando la
manipulacién es tan extensa, la mas frecuente de
las cuales es C57BL/6, como ya hemos menciona-
do, pero también pueden preferirse otras, por di-
versas razones. Los distribuidores suministran los
animales en aquella que solicitamos, pero los in-
vestigadores han de tener en cuenta que, segtn la
cepa, las caracteristicas de la lesién van a ser dife-

rentes, como asi va a ser el efecto de las manipula-
ciones que pretendamos investigar'®. En todo caso,
es obligatorio conocerla si se va a requerir en el
curso de los experimentos un grupo control no
modificado genéticamente. Recomendamos fer-
vientemente que los aspectos técnicos los solvente
la industria; no sélo lo hacen mejor, sino, paraddji-
camente, mas barato en tltimo término.

¢Machos, hembras, o los dos?

Para evitar problemas con la mentalidad de co-
rrecci6n politica dominante, deberfamos recomen-
dar que se incluya en los experimentos ambos se-
xo0s. Sin embargo, ha de considerarse que el coste
total del experimento se duplica, ya que no pueden
plantearse experimentos mixtos. En general, obser-
varemos efectos que van a depender del sexo y, por
tanto, debemos contar con el suficiente nimero de
elementos para practicar el anélisis estadistico se-
parado entre machos y hembras!™°. Salvo notables
excepciones®, existe unanimidad en considerar
que las lesiones son mas grandes en las hembras
que en los machos, con ambos modelos de anima-
les. Por tanto, en principio, el uso de hembras esta
mas generalizado. Sin embargo, no hay indicios de
que la eleccion de un sexo sobre otro tenga mayor
importancia. De hecho, nosotros preferimos el uso
de machos porque la variabilidad en la medida de
la arteriosclerosis, y en otras muchas variables, es
menor y, por tanto, permite reducir el nimero de
animales que hay que incluir en un determinado
estudio?’ . A pesar de ello, hemos de reconocer
que hay aspectos practicos que pueden hacer atrac-
tivo usar hembras en lugar de machos, en especial
por el hecho de que las hembras pueden estar en-
jauladas juntas, aunque procedan de diversas ca-
madas. Ello es practicamente imposible con ma-
chos debido a la agresividad con la que llevan a
cabo sus relaciones sociales, y requieren muchas
mas jaulas y mayor espacio de estabulario. A pesar
de que las diferencias entre sexos eran notables, no
se procedi6 a estudiarlas hasta recientemente, y los
resultados han sido de lo mas esclarecedores® y de
utilidad practica en el humano®. Leccién que con-
viene aprender.

Variabilidad y nimero de animales a incluir

La variabilidad es un problema importante. Los
estudios se llevan a cabo en animales de un limita-
do nimero de camadas originadas en una sola pa-
reja (o en pocas), siempre en ambientes controla-
dos, con dietas bien establecidas y con personal
estable y entrenado para el trabajo. A pesar de ello,
hay una considerable variabilidad en la extensién
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de la arteriosclerosis lograda. Lo que es mas sor-
prendente, incluso en las mismas condiciones y
con igual tiempo de estudio, la extensién de las le-
siones varia entre los laboratorios. Finalmente, es
importante asegurarse de que la distribucién de las
lesiones sea normal estadisticamente y pase la
prueba de igualdad de varianzas, lo cual no siem-
pre se consigue y determina el tipo de prueba esta-
distica a considerar. Respecto a ello, los estadisti-
cos consultados coinciden en que no es tan
importante el nimero de animales, ya que para
ello se inventaron las pruebas para muestras pe-
querias, sino que las pruebas estadisticas se apli-
quen de acuerdo con sus limitaciones.

Para determinar el niimero de animales a incluir
en un determinado estudio, el tamafio de los grupos,
debemos conocer por adelantado la varianza de las
variables en los grupos control y asegurarnos de que
las predicciones de los cambios introducidos por las
manipulaciones a considerar sean suficientemente
grandes. Los datos obtenidos de la literatura médica
tienen poco valor y deben obtenerse en el propio la-
boratorio, ya que la mayor parte de la varianza obte-
nida es consecuencia directa de nuestras condiciones
de cuidado, manipulacién y estabulado. Algunos in-
vestigadores consideran que si tales cambios no son
apreciables con un niimero de animales pequefio, no
lo van a ser con ntimeros mayores o, si lo son, van a
ser poco relevantes para el estudio de la hipétesis
previa. Consecuentemente, plantean con frecuencia
estudios piloto que dirigen el ensayo final. Para tales
ensayos proponemos n = 8 por cuestiones estadisti-
cas, por muy sorprendente que pueda parecer a los
investigadores acostumbrados a manejar bases de
datos con cientos de pacientes incluidos. Como quie-
ra que convenga repetir los estudios, principalmente
para asegurar las conclusiones finales y asegurar la
reproducibilidad, si los resultados son satisfactorios,
se puede sumar los ntimeros para obtener n > 20.
Ello conlleva, como es obvio, un buen nimero de
problemas précticos, logisticos, presupuestarios y de
espacio. No parece haber indicaciones claras sobre la
manera 6ptima de proceder, por lo que se ha de con-
siderar seriamente cualquier sugerencia.

Manipulaciones para obtener lesiones
suficientemente grandes o avanzadas

Los ratones apo-E -/~ son hiperlipémicos de for-
ma “espontanea”, y sin necesidad de otras manipu-
laciones desarrollan arteriosclerosis en un lapso ra-
zonable. Sin embargo, muy frecuentemente?”?
hemos usado dietas ricas en grasa y colesterol con
el fin de acelerar la formacién de la lesion, en un
intento de obtener lesiones mas parecidas a las ob-
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servadas en humanos. En efecto, las lesiones son
mads avanzadas que la clésica placa fibrosa y se ob-
servan en mas zonas del arbol arterial, pero no se
puede descartar que con tal proceder introduzca-
mos nuevos mecanismos que dificulten la interpre-
tacion. En particular, afiadimos un mayor compo-
nente inflamatorio que puede alterar la histologia
normal de otros érganos, en especial el higado?, y
por tanto alterar la respuesta bioquimica o metabé-
lica a las variaciones experimentales. También mo-
dificamos la capacidad de respuesta a la oxidacién
o variar la respuesta de determinadas condiciones
experimentales, como la inclusién de antioxidantes
en la dieta, o reducir la masa sanguinea circulante,
lo cual a su vez dificulta enormemente la interpre-
tacion de los resultados®32. Ya hemos comentado
que, en ratones C57BL/6, la dieta es fundamental
para obtener lesiones arteriosclerdticas de cierta
magnitud y que incluso se hace necesaria la inclu-
sién de 4cido célico y grandes cantidades de coles-
terol. El colesterol puede inducir la expresién hepa-
tica de genes relacionados con la inflamacién y el
colato tiene un papel relevante en el depésito de co-
lageno tanto en las arterias como en el higado®.
Una vez mas, en experimentos en los que se intenta
manipular la inflamacién, no serfa conveniente uti-
lizar este tipo de dietas?!. Por el contrario, en rato-
nes LDLR -/~ no sélo es conveniente, sino necesa-
rio, utilizar dietas proaterogénicas para obtener
lesiones similares a las obtenidas en ratones apo-E
—/-. Acostumbran ser dietas ricas en grasas satura-
das (20%) y en colesterol en un rango que se mueve
entre el 0,15 y el 1,25% del peso del alimento. Sor-
prendentemente, no hay estudios sistematicos so-
bre el papel que tienen estos diferentes tipos de die-
tas en ambos modelos animales, lo que ha sido el
motivo fundamental de algunos trabajos que estdn
cerca de finalizar en nuestro laboratorio.

Mas recientemente se ha ensayado un nuevo mé-
todo favorecedor de arteriosclerosis que puede te-
ner relevancia en la enfermedad humana. En efec-
to, parece que algunos inhibidores de la enzima de
conversion de la angiotensina tienen un cierto pa-
pel en el proceso de aterogénesis*3> y por ello se
utilizan en la prevencién secundaria®. Coincide
con los datos obtenidos en ratones hiperlipémicos
mediante la infusién continua de angiotensina II*’,
en ausencia de factores hemodindmicos relevantes,
pero en condiciones de hiperlipemia, se produjeron
cambios muy significativos en la enfermedad vas-
cular. Probablemente sea pronto para recomendar
tal manipulacion, pero parece interesante, ya que
combina los 2 factores de riesgo mas prevalentes:
hipercolesterolemia e hipertension.
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¢Cuanto debe durar el experimento?

Una vez mas, no hay respuesta clara y el investi-
gador ha de tomar decisiones sin criterios acepta-
dos de forma generalizada. Por tanto, concluire-
mos que lo ideal es tomar medidas a intervalos
regulares durante largo tiempo. Ello comporta
ciertos problemas técnicos y aumenta el esfuerzo
organizativo del estabulario y el tiempo total de
trabajo, por lo que la mayoria de los estudios se
plantean a un tiempo final determinado, que puede
ser largo o corto, si en la hipétesis se asume que el
efecto en el desarrollo de la arteriosclerosis sera
poco o muy intenso. En nuestra experiencia, sin
embargo, el efecto de una manipulacién, en este
caso la administracién de aspirina, puede ser tran-
sitorio o unicamente eficaz en las fases iniciales de
la aterogénesis®. Siguiendo con el mismo ejemplo,
es posible que con tiempos mas prolongados el
efecto conseguido deje de apreciarse o sea incluso
el contrario®. Se han publicado otros ejemplos de
efecto transitorio; por ejemplo, en ratones doble-
mente knockout deficientes en receptor de LDL y
también en linfocitos (RAG1), sélo se observé un
efecto antiaterogénico en las primeras semanas,
efecto que desaparecié posteriormente®., También
la expresién de 15-lipooxigenasa en el endotelio
vascular solo tiene efecto perjudicial para la arte-
riosclerosis en las fases precoces de la enferme-
dad®. En los 3 casos hubo reducciones o aumentos
de lesién que no se mantuvieron y que por tanto
necesitaban de una estrategia parecida a la que re-
comendamos, es decir, medidas a intervalos regula-

res y prolongacién del estudio. Por tltimo, y aun-
que no conocemos ningln caso en la literatura mé-
dica, tedricamente es posible que una determinada
manipulacién sélo tuviera efectos visibles en fases
tardias y en consecuencia no detectaramos tales
cambios con estrategias mas sencillas.

Cuantificacion de la arteriosclerosis. (Dénde
y c6mo?

En modelos animales relativamente grandes,
como los conejos, el método habitual era aislar la
aorta, cortarla longitudinalmente, extenderla con
alfileres en un lecho de cera, fotografiarla y evaluar
las zonas de la intima con lesiones evidentes a sim-
ple vista®, manipulacién mas conocida como mé-
todo en face. Sin embargo, cuando se empez6 a uti-
lizar ratones en estos estudios, se observé que el
unico sitio donde aparentemente se reproducfan
las lesiones era la raiz adrtica y que esto era cons-
tante en los diversos modelos'. Ello no parece ser
asf precisamente en los modelos de ratones genéti-
camente manipulados, por lo que el estudio puede
hacerse en cualquier otra zona.

Por lo que respecta a la raiz aértica, el método
estd perfectamente descrito desde hace casi 20
afios*! y poco nuevo puede afiadirse. Basicamente
consiste en la exploracion secuencial de cortes que
van, en sentido descendente, desde el nacimiento
de las vélvulas adrticas hasta una zona predetermi-
nada en la que no acostumbra haber lesién (la fig.
2 incluye un ejemplo de tal exploracién). Las lesio-
nes se ven con claridad con cualquier tincién de li-

Figura 2. Lesiones re-
presentativas en el
arco aértico de rato-
nes LDLR —/- de la
misma edad, alimen-
tados con dieta nor-
mal (panel A) o con
dieta rica en coleste-
rol (panel B). Noétese
que las secciones co-
rresponden a diferen-
tes sitios anatémicos
del vaso. Las lesiones
mas grandes se ob-
servan en el naci-
miento de las valvu-
las aorticas.
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pidos, e incluso sin ellas, y se cuantifican con cual-
quier programa de anélisis de imagenes manejado
por algin operador que desconozca los detalles del
disefio. La cuantificacién automatizada, aunque
técnicamente posible, es claramente inferior a la
manual asistida, ya que la afinidad del colorante
no es reproducible de un experimento a otro. La le-
si6n varfa segun el tramo estudiado y por tanto hay
que tener bien establecido qué y cuantos cortes
analizar. El mayor problema, con todo, estriba en
que hay que congelar la muestra rapidamente y
cortarla con cri6tomo, habilidades que hay que ad-
quirir no sin esfuerzo y con una gran inversién en
tiempo.

El método en face es mas sencillo, pero no esta
exento de problemas. Normalmente las lesiones
son grandes y no se requiere tincién para observar-
las. Puede automatizarse, en cuyo caso si se re-
quiere una coloracién adecuada, pero incluso un
buen equipo de captacién de iméagenes deja sitio a
tomar arbitraria y ambiguamente la decisién de
donde terminan las lesiones. El tamafio de las le-
siones se expresa en porcentaje de superficie de in-
tima analizada, por lo que se debe normalizar todo
el proceso de preparacién. Como muchos otros, di-
vidimos el anlisis entre arco adrtico, aorta toraci-
ca y aorta abdominal, aunque en estas 2 tdltimas
las lesiones son mucho menores que en la primera.
Como es obvio, la comparacién entre laboratorios
es imposible. Tal vez por ello no haya estudios
multicéntricos en este campo. Ambas determina-
ciones tienen en consideracién el area dafiada,
pero dificilmente el grosor de las lesiones y su vo-
lumen. Teéricamente el método adecuado seria
medir el contenido en colesterol de los segmentos
analizados, lo cual tiene también sus problemas y
no puede practicarse con tejido tefiido, por lo que
se perderia la referencia a los métodos clasicos.
También podria parecer exagerado cuando, en la
practica, la distincién con los grupos control suele
ser satisfactoria.

El principal inconveniente de ambos métodos es
que en estas zonas y en estos modelos no se suele
ver lesiones clinicamente significativas. En un es-
tudio que analiz6 todo el arbol arterial, se descri-
bi6 que en la arteria innominada (braquiocefélica),
un vaso que conecta el arco adrtico con la subcla-
via derecha y la arteria carétida derecha, se obser-
van lesiones que constrifien la luz y presentan una
media atréfica con inflamacién perivascular®?. Con
el tiempo (mas de 60 semanas), las lesiones son
muy parecidas a las obtenidas en humanos en fase
muy avanzada, asf que podria ser un modelo ade-
cuado para estudiar maniobras de curacion, si es
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que alguna vez se descubren. En algunos modelos,
los cambios en la arteriosclerosis se descubren fun-
damentalmente en esta arteria, en fases precoces, y
los cambios acostumbran ser mayores*. Por el mo-
mento, nuestros intentos no han sido satisfacto-
rios, ya que la diseccién de un vaso no mas grueso
que un cabello fino se enfrenta a problemas técni-
cos importantes. Lo que es mas desalentador, la ex-
presién de algunos genes difiere notablemente se-
gun la arteria o la zona estudiada. Por tanto,
conviene tener en cuenta estos hechos y asumir las
limitaciones de las conclusiones inferidas.

Interpretacién de los resultados y evaluacion
de la composicién de la lesion

Por lo visto anteriormente, parece haber cierta
selectividad en el sitio donde se presentan los efec-
tos de nuestras manipulaciones o experimentos,
por lo que pueden derivarse ciertas ventajas al ob-
tener datos en mas de una region. Confirmamos
que ése es el caso cuando coinciden los resultados
en las diversas zonas del lecho vascular. Sin embar-
go, si hay divergencias, la interpretacién se hace
adn mas dificil. En esos casos, como normalmente
se observan en raiz adrtica antes que en otros terri-
torios, el tiempo de experimentacién deviene parti-
cularmente importante?3#,

Sin embargo, el verdadero problema en la inter-
pretacion de los resultados estriba en que no esta
clara la correspondencia entre la arteriosclerosis
del humano y la de nuestros ratones manipulados.
La localizacién de las lesiones es muy diferente y
no puede adscribirse alegremente a diferencias he-
modinamicas simples entre humanos y ratones. No
debemos olvidar que las arterias coronarias o las
cardtidas de estos ratones no suelen sufrir altera-
ciones mas que en manipulaciones enérgicas y, por
el contrario, en humanos, la afeccién de estas arte-
rias representa la primera causa de muerte. No ten-
drfa mayor importancia si tuviéramos pruebas de
que los mecanismos bésicos son los mismos. Aun-
que sean indirectas, las tenemos, pero tampoco hay
que olvidar que la concentracién de lipoproteinas
aterogénicas en estos animales es muy superior a
la que puede encontrarse en patologfa humana. En
definitiva, aunque estos modelos han hecho avan-
zar nuestro conocimiento de forma notable, no po-
demos culpar a los escépticos.

Una manera de reducir la incertidumbre consis-
te en el estudio pormenorizado de la composicién
quimica y celular de las lesiones, ya que ello, a la
postre, va a constituirse en determinante del episo-
dio clinico®. Podria ocurrir que en los modelos con
ratones estuviésemos explorando precisamente
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Figura 3. La composicién de las lesiones proporciona informacién valiosa, muy facilitada por las técnicas de inmunohistoquimica
habituales. Entre otras, puede evaluarse la presencia de macréfagos (panel A) o la disposicién conjunta de macréfagos y células

musculares lisas (panel B).

eso, la composicién de lesiones arterioscleréticas
avanzadas. El paradigma actual que explicaria la
lesion coronaria mortal sigue siendo el de Virchow,
es decir, el ateroma recubierto de capa fibrosa que
se rompe y da lugar a estimulos trombogénicos. Si
asi fuera, deberfamos concluir que lo que explora-
mos en ratones es otra cosa. Sin embargo, segin
otras series, s6lo en un tercio de los casos hay una
verdadera rotura y en el 35% de las lesiones con
trombo no la hay. Lo que es més curioso, en mu-
chas lesiones los macréfagos y linfocitos son una
excepcion, es decir que no hay inflamacién signifi-
cativa. El tejido erosionado se compone fundamen-
talmente de células musculares lisas rodeadas por
una matriz rica en proteoglucano*-4,

Por ello, entre otras razones, consideramos im-
portante expresar la lesién hallada en los ratones
en funcién de su composicién celular, ya que se po-
dria considerarla un marcador de la susceptibili-
dad de dicha lesion. Por tanto nuestra estrategia
consiste en obtener suficientes cortes, que aumen-
tan el tiempo y el presupuesto, para estudiar la
composicion relativa en macréfagos, células de
musculo liso y matriz extracelular mediante técni-
cas histolégicas normales o inmunocitoquimica,
todas ellas bien resueltas y aceptadas (fig. 3). Los
linfocitos T son demasiado minoritarios para te-
nerlos en cuenta. Si bien la obtencién de las iméage-
nes es buena, la cuantificacién es complicada y di-
ferentes laboratorios obtienen diferentes medidas.
El problema estriba en que no estidn estandariza-
dos el nimero de cortes que hay que analizar, el es-
pectro de las lesiones que tener en cuenta ni el pro-
pio método de medida: contar células o contar area

de tejido tefiido de forma especifica. Para terminar
de complicarlo, tampoco esté reconocido el méto-
do para normalizar las medidas: en funcién de la
lesién, del area de la lesion, del porcentaje de célu-
las o del area examinada. Por tanto, la interpreta-
cién recae especialmente en las medidas obtenidas
en el grupo control dentro del mismo estudio e im-
pide la comparacién entre diferentes experimentos.

Técnicas de imagen en los animales,
¢por qué no?

Al principio de este trabajo expresabamos el de-
seo de disponer para el ser humano de técnicas de
imagen que posibilitaran la valoracién del tamaro
y la composicién de las lesiones in vivo, lo que pa-
rece estar en vias de solucién®*. No vemos motivos
por los que no se pueda aplicarlas a un animal mas
pequefio. Es mas, los estudios de regresion de la
placa, que esperamos seran los mas numerosos en
un futuro, podrian hacerse facilmente en animales
si dispusiéramos de la tecnologia adecuada. Por lo
que sabemos, sélo un grupo esta investigando se-
riamente esta 4rea con imégenes obtenidas me-
diante resonancia magnética, con resultados alen-
tadores en cuanto a la posibilidad de explorar
continuamente la enfermedad vascular®. Otra es-
trategia en animales consistiria en medir el grosor
de la intima-media de la aorta de la misma forma
en que la medimos en las carétidas en humanos™
para evaluar la progresién de la enfermedad. El
instrumento necesario, aunque caro (140.000 eu-
ros) y fuera de nuestras posibilidades, ya esta dise-
nado y en funcionamiento. Los datos de los que
disponemos son indirectos y fruto de una colabora-
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Figura 4. Medir el grosor de la intima-media en la aorta de ra-
tones es facil y fiable con el instrumento y los programas ade-
cuados. Si se dispone de ellos, pueden plantearse experimen-
tos de regresion o progresién de la placa in vivo. La fotografia
fue cedida por Eric de Groot y tomada en un instrumento Vi-
sualsonics.

ci6n internacional pero, como se observa en la figu-
ra 4, la exploracién in vivo de la aorta de los rato-
nes deficientes en apo-E es perfectamente posible.

Conclusiones

Los ratones genéticamente manipulados que de-
sarrollan hiperlipemia y, por ende, arteriosclerosis
constituyen un modelo experimental vélido e intere-
sante para avanzar en el conocimiento tanto de la ar-
teriosclerosis como del metabolismo de las lipopro-
tefnas. La aplicacién de técnicas de imagen hara este
modelo atin més valioso en el futuro. Sin embargo,
el modelo no esta libre de limitaciones que se deben
conocer y discutir para disefiar eficazmente los expe-
rimentos y, por lo tanto, aplicar la maxima atencion
en el desarrollo, la ejecucion, la adquisicién de datos
y, sobre todo, la interpretacién de los resultados.
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