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Investigacion cientifica basica

Inhibicion experimental del crecimiento de
aneurismas aorticos abdominales mediante
esponja biodegradable con hidrogel de
gelatina

Noriyuki Miyama', Akira Sato', Mitsunobu Matsubara®, Tetsuo Watanabe',
Yoshito Ikada’ y Susumu Satomi’, Sendai y Nara, Japon

Investigamos los efectos de una lamina de esponja biodegradable con hidrogel de gelatina
(EBHG) o EBHG con un factor de crecimiento de fibroblastos basico incorporado (EBHG ’
bFGF), que podria prolongar sus efectos en la progresion de los aneurismas adrticos abdomi-
nales (AAA). Los AAA experimentales se indujeron en ratas macho Sprague-Dawley mediante
una infusion intraadrtica de elastasa. Las ratas se dividieron en diferentes grupos en funcién de
tratamientos asignados: 1) sin tratamiento, 2) EBHG, 3) EBHG con 100 ng, 1 ug, y 10 ug de
bFGF. La EBHG se colocd sobre las aortas infundidas con elastasa. Tras 14 dias, el grupo
s6lo EBHG y los 3 subgrupos con EBHG + bFGF presentaron diametros adrticos significativa-
mente menores que en el grupo no tratado, y los resultados del analisis anatomopatolégico mos-
traron en estos grupos una atenuacién significativa en la reduccion de las fibras elasticas y las
células musculares lisas. Sin embargo, no se observé ningln efecto terapéutico adicional entre
los grupos con EBHG Unicamente y EBHG + bFGF. El andlisis inmunohistoquimico reveld un
aumento de las células positivas para bFGF enddgeno en las capas media y adventicia de
los grupos sélo EBHG y EBHG + bFGF en comparacion con el grupo no tratado. En resumen,
la EBHG por si sola posee efectos terapéuticos significativos en la progresion del AAA al inducir
la producciéon de bFGF enddgeno, lo que provoca la preservacion de las fibras elasticas y las

células musculares lisas.
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INTRODUCCION

El aneurisma aortico abdominal (AAA) es un
trastorno habitual y potencialmente mortal que se
caracteriza por un desequilibro entre la destruccidén
y la sintesis de la matriz extracelular de la pared
adrtica. La formacién del aneurisma esta asociada
a una inflamacion crénica transmural, agotamiento
de la poblacion de células musculares lisas (CML), y
excesiva produccion de una matriz de metaloprotei-
nasa (MMP), lo que provoca la degradacion anormal
de la elastina y el coldgeno'?. El tratamiento
estandar del AAA es la correccion quirdrgica
mediante la colocaciéon de implantes vasculares asi
como la reparacion endovascular del aneurisma,
todo ello con el objetivo de prevenir la rotura letal
del AAA. Sin embargo, sigue sin existir un
tratamiento médico eficaz para estabilizar la
patologia aneurismadtica y prevenir una mayor
expansion o la rotura.

247


mailto:n-miyama@mail.tains.tohoku.ac.jp

248 Miyama et al

Muchos investigadores han estudiado la
fisiopatologia de los AAA utilizando modelos experi-
mentales de AAA, y varios estudios han demostrado
que los nuevos tratamientos minimamente invasi-
vos, incluido el tratamiento médico y la terapia
génica, han inhibido la expansién de los AAA expe-
rimentales®'°. Es sabido que la proliferaciéon de las
CML mediales mediante el tratamiento con trans-
ferencia génica del factor de crecimiento de fibro-
blastos basico (bFGF) o la siembra de CML inhibe la
expansién de los AAA experimentales”®''. En un
informe reciente, los fibroblastos gingivales previ-
nieron la degradacion de la elastina adrtica de
conejo en un modelo de cultivo adrtico ex vivo'?.
Por tanto, el bFGF o los fibroblastos pueden consti-
tuir una nueva terapia en casos de AAA humanos.
No obstante, atin no se ha establecido por completo
la seguridad y eficacia de la transferencia génica o de
la siembra celular en situaciones clinicas. Por otro
lado, la semivida del bFGF in vivo es demasiado
corta para que pueda ejercer de forma eficaz su
actividad bioldgica cuando se administra en forma
libre. Hemos desarrollado un hidrogel de gelatina
biodegradable formado por gelatina acida para faci-
litar la liberacién del bFGF en su lugar de accidén
durante un periodo de tiempo mas prolongado'>™'°.
El bFGF tiende a formar uniones idnicas con la
gelatina acida y se libera de la matriz al degradarse
ésta. El perfil de liberaciéon puede controlarse
variando el contenido hidrico de los hidrogeles. Un
hidrogel de gelatina biodegradable es seguro in vivo
y permite prolongar facilmente el efecto del bFGF en
comparacién con la transferencia génica de bFGF.
Ademas, los materiales biodegradables inducen la
produccion de factores de crecimiento enddgenos
durante su degradaciéon, bFGF incluido'®. Asi pues,
el hidrogel de gelatina también puede inducirlo, de
manera que posiblemente permita la inhibicién de
la progresion del AAA experimental.

En el estudio aqui descrito, tratamos a ratas con
AAA experimentales mediante una ldmina de
esponja con hidrogel de gelatina (EBHG) o mediante
EBHG con bFGF incorporado para investigar los
efectos de estos tratamientos en la progresion de
los AAA experimentales.

MATERIALES Y METODOS
Preparacion de la EBHG con o sin bFGF

El bFGF recombinante humano con un punto
isoeléctrico de 9,6 fue suministrado por Kaken Phar-
maceutical (Tokio, Jap6n). La EBHG se prepard
seglin se ha descrito con anterioridad'’. La EBHG
se elabor6 mediante entrecruzamiento de gelatina

Anales de Cirugia Vascular

acida con un punto isoeléctrico de 4,9. Se molde6 en
una lamina (15 x 7 x 2 mm) vy se liofilizd. Antes de
colocar la EBHG sobre la aorta, la EBHG liofilizada se
impregno con una solucién acuosa con o sin bFGF
durante 1 h para obtener una EBHG con o sin bFGF,
respectivamente. Esta lamina de esponja de gelatina
se disend para que se degradara en 2 semanas.

Animales de experimentacion

Se obtuvieron ratas Sprague-Dawley macho
(250-400 g) de CLEA (Tokio, Japdn) y se utilizaron
para los experimentos. Este estudio fue autorizado
por el Amimal Care Committee de la Tohoku Uni-
versity Graduate School of Medicine. El cuidado de
los animales cumplié con lo establecido en la Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals (National
Research Council, Washington DC, 1996).

Induccion de AAA experimentales

Las ratas fueron anestesiadas con una inyeccion i.p.
de pentobarbital sddico (50-60 mg/kg de peso corpo-
ral: Dainippon Pharmaceutical, Osaka, Japon), y se
realiz6 una laparotomia por la linea media en condi-
ciones de esterilidad. Se aislé un segmento de aorta
infrarrenal de 1 cm y se ligaron todas las arterias
lumbares. Se midi6 el didmetro externo de la aorta
antes de la infusion de la elastasa (DA preinfusion)
mediante un calibrador digimatico (Mitutoyo,
Kanagawa, Japon). Se inserté una sonda de polieti-
leno (Becton Dickinson, Sparks, MD) en la arteria
ilfaca externa derecha y se avanzé hasta la aorta ais-
lada. Se colocd un clampaje atraumatico en la aorta
proximal, y se realizd una ligadura temporal sobre la
aorta distal para fijar la sonda. La aorta aislada se
infundié con 2,7 unidades de elastasa pancreética
porcina de tipo I (E-1250, lote 84K7700; Sigma, St.
Louis, MO) durante 60 min utilizando una bomba
de inyeccién (TOP-5200; TOP, Tokio, Japon). Tras
infundir la elastasa, se retiré la ligadura y la sonda
ligdndose la arteria iliaca externa derecha. Se cerrd
el retroperitoneo y la pared abdominal. Las ratas se
volvieron a explorar el dia 14 tras la intervencién
(14 DPI), y se midié el DA méximo.

Grupos de tratamiento

Las ratas de experimentacion con la infusién de elas-
tasa se dividieron aleatoriamente en 5 grupos de
acuerdo a los tratamientos: un grupo sin tratamiento
(grupo no tratado, n = 10), un grupo tratado con
EBHG con agua destilada incorporada (grupo
EBHG, n = 10), 3 grupos con EBHG con diferentes
cantidades incorporadas de bFGF (grupo EBHG +
100 ng, grupo EBHG + 1 pg, y grupo EBHG + 10
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pg; n =10, 6, y 6, respectivamente). Estas EBHG se
colocaron sobre las aortas de las ratas infundidas con
elastasa, y se cerro el retroperitoneo.

Analisis histologico

Se realizo la evaluacion histoldgica de 3 grupos de
ratas, incluido el grupo no tratado, el grupo con
s0lo EBHG, y el de EBHG ’ 100 ng (n = 6, respectiva-
mente). Las ratas fueron sacrificadas el dia 14 tras la
intervencion; se perfundié una solucién de parafor-
maldehido al 4% en solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) durante 5 min a través del ventriculo
izquierdo, y las aortas extraidas se fijaron de nuevo
con una solucién de paraformaldehido al 4% en
PBS durante 2 h, seguido de etanol al 100%. Las pie-
zas se incluyeron en parafina y se obtuvieron cortes
histologicos de 5 pum, que se tifleron con tincion de
Verhoeff-van Gieson (VVG) para fibras elasticas y
se prepararon para su estudio inmunohistoquimico.
El cociente fibras elasticas tefiidas/area de la media
en la tincion VVG se calculd utilizando el software
Image-J (NIH, Bethesda, MD).

El estudio inmunohistoquimico se llevd a cabo
tras la desparafinizacion y la rehidrataciéon. Los cor-
tes se trataron durante 10 min con H,O, para blo-
quear la actividad de la peroxidasa enddgena. Tras el
bloqueo con albimina de suero bovino al 1% en
PBS durante 30 min, los cortes histoldgicos se
incubaron con un anticuerpo primario durante la
noche a 4°C, incluido un anticuerpo monoclonal
murino frente a la a-actina de musculo liso (¢-SMA)
humana (Sigma) para la tincion de las CML de rata 'y
un anticuerpo de conejo frente al bFGF de rata
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA).
Posteriormente se realizd la incubacién con un
anticuerpo secundario biotinilado y un complejo
avidina-biotina (Dako Cytomation, Glostrup, Dina-
marca) segun el protocolo del fabricante. Los cortes
histoldgicos se contratineron con hematoxilina. Se
realizaron experimentos de control negativo susti-
tuyendo el anticuerpo primario por una inmuno-
globulina G inespecifica de ratébn o conejo. Se
determiné la densidad de las CML mediales reali-
zando el promedio de las células positivas a a-SMA
en 8 campos de gran aumento escogidos de 2 cortes
histoldgicos.

Analisis estadistico

Los datos se presentan como la media + error estan-
dar (EE). Los resultados se evaluaron utilizando un
analisis de varianza de una via o de dos vias
(ANOVA) asignandose la significancia estadistica a
p < 0,05. Cuando el resultado del ANOVA fue signi-
ficativo, se utilizo el test post hoc de Schetfe para
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Fig. 1. Alteraciones del DA en cada grupo. Preinfusion,
antes de la infusién de elastasa. Los datos se presentan
como la media + EE. n = 10 en los grupos no tratado,
EBHG, y EBHG + 100 ng; n = 6 en los grupos EBHG + 1
ng y EBHG + 10 pg. *p < 0,0001 frente a DA a los 14 DPI
en el grupo no tratado. 14 POD: 14 dia tras la
intervencion (DPI); Aortic Diameter: didmetro adrtico;
GHSS + 1 pg group: grupo esponja biodegradable con
hidrogel de gelatina (EBHG) + 1 pg; GHSS + 10 pg group:
grupo EBHG + 10 pg; GHSS + 100 ng group: grupo EBHG
+ 100 ng; GHSS alone group: grupo sélo EBHG; Prein-
fusion: preinfusion; Untreated group: grupo no tratado.

comparar los grupos individuales. Se realizé6 un
analisis estadistico utilizando el software StatView
J-5.0 (SAS Institute, Cary, NC).

RESULTADOS
Alteraciones del DA en los 5 grupos

Las alteraciones del DA en los 5 grupos de ratas con
AAA experimentales inducidos mediante la infusién
de elastasa se presentan en la figura 1. Los DA
preinfusion fueron bastante similares entre los
5 grupos. La infusion de elastasa durante 60 min
aumento de forma notable el DA a los 14 DPI en el
grupo no tratado de 1,66 + 0,02 hasta 8,16 + 0,50
mm. Bajo las mismas condiciones, todos los grupos
de tratamiento (s6lo EBHG, EBHG + 100 ng, EBHG +
1 pg, y EBHG + 10 pg) presentaron un DA signifi-
cativamente menor a los 14 DPI (4,66 + 0,20,
4,19 = 0,15, 4,30 = 0,54, y 4,52 + 0,64 mm, res-
pectivamente) que el del grupo no tratado. No se
observaron diferencias significativas en el DA entre
el grupo EBHG sola y los 3 grupos tratados con
EBHG mas bFGF.

Analisis histologico
Examinamos la presencia de a-SMA en las fibras elas-
ticas y las CML en la capa media mediante tincién

VVG e inmunotincién, respectivamente. La tincién
VVG reveld una destacada reduccion de las fibras
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Fig. 2. Microfotografias de la pared adrtica con tincién VVG para las fibras eldsticas. Las fibras eldsticas estan tefiidas de
negro. Grupos no tratado (a, b), EBHG sola (c, d), y EBHG + 100 ng (e, f). AD: adventicia; GHSS + 100 ng: esponja
biodegradable con hidrogel de gelatina (EBHG) + 10 ng; GHSS alone: EBHG sola; M: media; Untreated: no tratado.
Aumento original x100 (imdgenes de la izquierda) y x400 (imdgenes de la derecha).

elasticas tefiidas en la media del grupo no tratado (figs.
2a y 2b). Por el contrario, la tincion de las fibras
elasticas se conservo bien en los grupos de EBHG y
EBHG + 100 ng (figs. 2c a 2f). El cociente entre el area
de fibras elasticas tefiidas y el area de la media, cal-
culado mediante una imagen digital computarizada,
fue significativamente mads elevado en los grupos
EBHG (23,8 +2,6%) y EBHG + 100 ng (24,8 + 2,2%)
que en el grupo no tratado (16,8 £ 0,9%), sibien no se
observaron diferencias significativas en el cociente
entre el grupo EBHG y EBHG + 100 ng (fig. 3). El
numero de CMLtefiidas mediante anticuerpo frente a
a-SMA en la media fue significativamente mayor en
los grupos EBHG (81,8 + 3,6/hpf) y EBHG + 100 ng
(86,1 = 2,2/hpf) que en el grupo no tratado (67,6 +
3,2/hpf), si bien no existieron diferencias significa-
tivas en el nimero de CML entre los grupos EBHG y
EBHG + 100 ng (figs. 4y 5).

Ademas, el andlisis inmunohistoquimico mostréd
un aumento de las células positivas (citoplasma y
nucleo) al bFGF enddgeno en la media y la adventi-
cia de los grupos EBHG y EBHG + 100 ng en
comparaciéon con el grupo no tratado (fig. 6).

DISCUSION

Este estudio fue disefiado inicialmente para investi-
gar los efectos terapéuticos de la EBHG con bFGF
incorporado en la progresion de los AAA experi-
mentales utilizando el modelo de AAA murino. La
EBHG se utiliz6 para mantener los efectos locales y
a largo plazo del bFGF. Preparamos dos grupos de
ratas con AAA que actuaron como control, incluido
un grupo sin tratamiento alguno y otro tratado con
EBHG sin bFGF incorporado, ya que no estaba claro
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Fig. 3. El cociente fibras eldsticas/area de la media en la
tincion VVG se calculd utilizando el software NIH Image-
J. Los resultados se presentan como la media + EE en
cada grupo. n = 6 en todos los grupos. *p < 0,05 frente al
grupo no tratado. Elastic fiber %: % fibras eldsticas;
GHSS + 100 ng group: grupo esponja biodegradable con
hidrogel de gelatina (EBHG) + 100 ng; GHSS alone
group: grupo so6lo EBHG; Untreated group: grupo no
tratado.

el efecto de la EBHG en los AAA experimentales. Si
bien el DA a los 14 DPI de las ratas con EBHG ' bFGF
fue significativamente menor que el de las ratas no
tratadas, las ratas con s6lo EBHG presentaron casi
el mismo DA a los 14 DPI en comparacion con las
ratas con EBHG + DbFGF. Nuestros resultados
también demostraron un efecto del bFGF indepen-
diente de la dosis. Estos resultados sugieren que la
colocacién de la EBHG sobre la aorta tiene efectos
terapéuticos significativos en la progresién de los
AAA, mientras que el efecto terapéutico adicional
del bFGF fue bastante limitado.

Lainduccion de AAA experimentales mediante la
infusién de elastasa fue realizada inicialmente por
Anidjar et al'’, quienes informaron que los resul-
tados patoldgicos de este modelo fueron similares a
los del AAA humano. En este estudio, evaluamos las
fibras elasticas y las CML de la media, las cuales se
reducen de forma espectacular en los AAA humanos
y en los AAA experimentales''”. Nuestros resulta-
dos demostraron una destacada reduccion de las
fibras elasticas y las CML en las ratas no tratadas,
como han descrito estudios anteriores, mientras que
las ratas tratadas con s6lo EBHG atenuaron signifi-
cativamente esta reduccion de fibras eldsticas y
CML. El tratamiento con EBHG + bFGF también
atenud dicha reduccién, pero no se observd una
diferencia estadistica entre las ratas con EBHG vy las
ratas con EBHG + bFGF. Estos resultados sugieren
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Fig. 4. Microfotografias de la pared adrtica con
inmunotinciéon de las CML con anti-a-SMA. El cito-
plasma de las CML en la media esta tefiiddo de color
marrén. Grupos no tratado (a), EBHG sola (b), y EBHG +
100 ng (c). AD: adventicia;, GHSS + 100 ng: esponja
biodegradable con hidrogel de gelatina (EBHG) + 100 ng;
GHSS alone: s6lo EBHG; M: media; Untreated: no tra-
tado. Aumento original x400.

que la EBHG por si misma ejerce una mejoria en la
pared aneurismatica al preservar las fibras elasticas y
las CML, resultando asi en un DA menor.
Hipotetizamos que la EBHG por si misma indujo
la produccion de bFGF enddgeno al degradarse.
Cuando realizamos la inmunotincién del bFGF,
nuestros resultados mostraron un aumento en el
numero de células positivas al bFGF enddgeno en
las capas media y adventicia de las ratas tratadas
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Fig. 5. La densidad de las CML mediales se determind
segin el numero de células positivas a o-SMA en 8
campos de gran aumento escogidos en dos cortes his-
toldgicos. Los resultados se presentan como la media +
EE. n = 6 en cada grupo. *p < 0,01 frente al grupo no
tratado. GHSS + 100 ng group: grupo esponja biode-
gradable con hidrogel de gelatina (EBHG) + 100 ng;
GHSS alone group: grupo sélo EBHG; Mean SMC density
(/hpf): densidad media de células musculares lisas (CML)
(/hpf); Untreated group: grupo no tratado.

con EBHG sola en comparacion con las ratas no tra-
tadas. Ademas, al volver a realizar una laparotomia
en varias ratas a los 7 DPI se observé una leve fibrosis
alrededor de la aorta en las ratas con EBHG + bFGF y
en las ratas con s6lo EBHG (datos no publicados), lo
que sugiere que la EBHG indujo los mismos factores
de crecimiento alrededor de la aorta. Estos resulta-
dos son compatibles con trabajos previos en los
que se describe que la colocaciéon de un polimero
de biomaterial in vivo induce la produccién de facto-
res de crecimiento endégenos'®. Hoshina et al’
demostraron que la transferencia génica del bFGF
limitaba el crecimiento del aneurisma debido a la
proliferacion de CML mediales. Gogly et al'?
también presentaron un trabajo en el que los
fibroblastos tenian efectos protectores frente a la
degradacion de las fibras elasticas. Nuestros resul-
tados también demostraron la preservacion de las
CML vy las fibras elasticas en las ratas tratadas con
EBHG sola. Por tanto, creemos que la EBHG por si
misma induce la produccién de bFGF enddgeno, que
facilita la proliferacién de las CML y los fibroblastos,
lo que preserva la degradacion de las fibras elasticas,
y estas mejorias en la pared adrtica previenen la
expansion de los AAA experimentales. Otro posible
mecanismo es el efecto del apoyo externo de la aorta
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Fig. 6. Microfotografias de la pared adrtica inmunote-
fiida con anticuerpo anti-bFGF. Grupos no tratado (a),
solo EBHG (b), y EBHG + 100 ng (c). AD: adventicia;
GHSS + 100 ng: grupo esponja biodegradable con
hidrogel de gelatina (EBHG) + 100 ng; GHSS alone: sdlo
EBHG; M: media; Untreated: no tratado. Estos resultados
revelan un aumento de las células positivas (citoplasma y
nucleo) al bFGF en la media y la adventicia de los grupos
EBHG sola y EBHG + 100 ng en comparaciéon con el
grupo no tratado. Aumento original x200.

por parte de la propia EBHG. La envoltura de un
aneurisma intracraneal es un tratamiento eficaz
para inhibir la progresion o la rotura de los
aneurismas debido al refuerzo de la pared aneu-
rismatica'®. Haraguchi et al'® también demostraron
que la envoltura de los injertos venosos con una
ldmina de hidrogel de gelatina sin bFGF inhibi6 de
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forma significativa la dilatacion del injerto debido al
mecanismo de apoyo y a la proteccion de las células
endoteliales asociado a algunos factores de creci-
miento autocrino. Sin embargo, la EBHG con una
solucién acuosa es un hidrogel blando, y se degrada
en gran parte hacia los 14 dias de su administracion.
Ademads, en este estudio el hidromel se colocd
directamente sobre la aorta, sin envolverla; por
tanto, el efecto dindmico de la EBHG para reforzar la
pared aneurismatica no puede demostrarse de forma
concluyente en este estudio. La EBHG puede actuar
por otros mecanismos no analizados, por lo que son
necesarios estudios adicionales para esclarecer los
efectos de la EBHG en la progresion de los AAA
experimentales.

La adicion de bFGF apenas tuvo efecto terapéutico
en este estudio. Ademads, no se observd un efecto del
bFGF dependiente de la dosis en la progresion de los
AAA experimentales. Si bien se sabe que el bFGF
facilita la proliferacion de diferentes células mesen-
quimales, varios estudios han descrito que una dosis
excesiva de bFGF inhibe su proliferacion y que su efi-
cacia no depende de la dosis*®?!. Por tanto, nuestros
resultados sugieren que la EBHG sola induce una
cantidad suficiente de bFGF para inhibir la
progresion de los AAA experimentales y ésta es,
probablemente, la razén de la ausencia de efecto
adicional tras la adminitracién de bFGF.

El valor terapéutico de un hidrogel de gelatina
con bFGF incorporado se ha estudiado ampliamente
de forma experimental relacionado con la
angiogénesis** asi como con la regeneracién del
hueso o la piel’>??, iniciandose algunas aplicaciones
clinicas®*. Para poder utilizar el tratamiento con
EBHG en los AAA humanos son necesarias mejoras
metodoldgicas que permitan su administracién de
forma menos invasiva, como la minilaparotomia o
mediante técnicas laparoscopicas. Dado que en la
actualidad es dificil aislar toda la aorta abdominal y
envolverla con EBHG en seres humanos, en este
estudio colocamos la EBHG sobre la aorta abdomi-
nal, sin envolverla. De hecho, la colocacion de la
EBHG sobre la aorta indujo un efecto suficiente. Por
tanto, este estudio sugiere que es suficiente aplicar la
EBHG en el lado anterolateral de la aorta como
tratamiento de los AAA. Ademas, el hidrogel de
gelatina puede presentarse bajo la forma de
microesferas®*>°, pudiéndose inyectar alrededor del
AAA. Si se pudierta wutilizar un método
minimamente invasivo, este tratamiento podria
aplicarse en AAA de pequefio tamafno o en aquellos
pacientes afectos de patologia aneurismatica que
fueran de alto riesgo para la cirugia.

En resumen, nuestro estudio demuestra clara-
mente los efectos terapéuticos de la EBHG en la
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progresion de los AAA experimentales. El trata-
miento con EBHG indujo la producciéon de bFGF
enddgeno, que aumentd las CML vy los fibroblastos,
lo que preservaria la degradacion de las fibras elasti-
cas. La mejoria observada en los resultados his-
tolégicos dio lugar a la inhibicion en la progresiéon
de los AAA experimentales. Nuestros resultados
sugieren una aplicaciéon clinica potencial de la
EBHG biodegradable para tratar AAA humanos uti-
lizando un método minimamente invasivo.

Agradecemos al Dr. Shojiro Matsuda, Gunze Limited Research
and Development Center, el suministro de la EBHG, y a Kaken
Pharmaceutical el suministro del bFGF. Este trabajo fue
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