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Rosiglitazona y Lesion Vascular en Conejos Hipercolesterolémicos:
Evaluacion de la Formacion Neointimal
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Resumen
Fundamento: El uso de rosiglitazona ha estado siendo el objeto de extensas discusiones.

Objetivo: Evaluar los efectos de la rosiglitazona en las arterias iliacas, en el local de la injuria y en la arteria contralateral,
de conejos hipercolesterolémicos sometidos a la lesion por catéter-balén.

Métodos: Conejos blancos machos recibieron una dieta hipercolesterolémica a través de gavage oral por 6 semanas y
se los dividieron en 2 grupos: grupo rosiglitazona (GR - 14 conejos tratados con rosiglitazona por 6 semanas) y grupo
control (GC - 18 conejos sin rosiglitazona). Los animales se sometieron a lesién por catéter-balén en la arteria iliaca
derecha en el 142 dia.

Resultados: En la arteria iliaca contralateral, no hubo diferencia significativa en la razon entre las areas intima y media
(RIM) entre los grupos GR y GC. La rosiglitazona no redujo la probabilidad de lesiones tipo I, Il 6 Il (72,73% vs
92,31%; p=0,30) y lesiones tipo IV 6 V (27,27% vs 7,69%; p=0,30). En la arteria iliaca homolateral, el area intima era
significantemente menor en el GR cuando comparado al GC (p = 0,024). El area luminal era mayor en el GR cuando
comparado al GC (p < 0,0001). Hubo una reduccioén significante del 65% en la IMR en el GR cuando comparado al GC
(p = 0,021). Ningtin de los criterios histologicos para lesiones ateroscleréticas tipos I a V (American Heart Association)
se encontraron en la arteria iliaca homolateral.

Conclusion: Estos hallazgos demuestran que la administracion de rosiglitazona por 6 semanas impide la aterogénesis en

el local de la lesion, pero no en un vaso distante del sitio de la lesion. (Arq Bras Cardiol 2010; 95(3): 283-288)
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Introduccion

Los receptores activados por proliferadores de peroxisoma
gama (PPARYy), principalmente la rosiglitazona (RGZ), ha
estado siendo objeto de extensas discusiones en publicaciones
recientes'®. Hay aparentes aumentos en el riesgo de infarto
del miocardio y muerte relacionada a eventos cardiovasculares
asociados con el uso de RGZ cuyos mecanismos son
inciertos'*°. De esta forma, un mejor entendimiento de todos
los mecanismos implicados en el metabolismo de la RGZ es
esencial. Alteraciones sistémicas y locales del lecho vascular
tras lesién por catéter-balén viene siendo ampliamente
descriptas en la literatura”®. Hay relatos de que la lesién
vascular puede producir alteraciones en tejidos sanos en
locales distantes del sitio de la lesién. El presente estudio se
condujo para analizar los efectos de la RGZ en la formacién
neointimal local y en la arteria ilfaca contralateral no lesionada
en conejos hipercolesterolémicos.
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Métodos

Animales

Se utilizaron en este experimento treinta y dos conejos
blancos machos (Nueva Zelandia), pesando 2,474 + 0,348 kg.
Los animales fueron manejados en concordancia con la Gufa
de Principios en el Cuidado y Uso de Animales. La aprobacién
del protocolo se obtuvo del Comité de Investigacién Animal de
la Pontificia Universidad Catélica (PUC). Durante los primeros
14 dias, los animales recibieron una dieta hipercolesterolémica
(1% colesterol-Sigma-Aldrich®). Subsecuentemente, ellos
recibieron una dieta con un 0,5% de colesterol hasta el
sacrificio de los animales (42 dias). Los animales se dividieron
en 2 grupos: grupo control (GC), que consistia en 18 conejos
sin RGZ y el grupo rosiglitazona (GR), que consistia en 14
conejos tratados con RGZ durante todo el experimento (42
dias). La RGZ fue administrada por gavage oral (3 mg/kg de
peso corporal/dia).

Lesion vascular

Los conejos fueron sometidos a la lesién por catéter balon
(20 x 3 mm/5 atm/5 min.) en la arteria iliaca derecha en el 142
dia del experimento. La anestesia se indujo con la cetamina
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(Vetanarcol®-Konig - 3.5 mg/kg) y xilazina intramuscular
(Coopazine®-Coopers - 5 mg/kg). Tras el procedimiento,
los animales recibieron analgésicos intramusculares por 3
dias (25 mg/dia de flunixin - Banamine®-Schering-Plough)
y antibiéticos intramusculares por 4 dias (100 mg/dia de
oxitetraciclina - TormicinaP® - Toruga). Los conejos fueron
sacrificados a través de una dosis letal de barbitdricos en
el dia 42 y la aorta y la arteria ilfaca de cada animal fueron
removidas para analisis inmunohistoquimica e histolégica.

Histopatologia cuantitativa

El analisis histolégico se llevd a cabo por un patélogo
experimentado (LN), “ciego” para el tratamiento con RGZ.
Los andlisis se llevaron a cabo microscopicamente en conjunto
con el software Image Pro-plus® 4.5 (Media Cybernetics Inc.,
Silver Spring, MD, EUA). Los parametros histomorfométricos
se obtuvieron por el célculo de la razén entre las dreas intima
y media (el area de la capa intima dividida por el drea de la
capa media) - IMR - de acuerdo con el método descripto por
Phillips et al°. La cuantificacién del colageno total se hizo a
través del método de polarizacién por Sirius red'. Las lesiones
ateroscleréticas se analizaron y clasificaron de acuerdo con
Stary et al'™"'3.

Inmunohistoquimica

El preparo de tejidos y técnicas inmunohistoldgicas se
llevaron a cabo de acuerdo con las instrucciones del fabricante
incluidas en los kits (Dako Corporation, Carpinteria, CA, EUA).
Se tiferon los cortes para macréfagos con la utilizacion de
anticuerpo monoclonal primario RAM-11(Dako®, Carpinteria,
CA, EUA), y para actina alfa de mdsculo liso con el anticuerpo
policlonal primario HHF-35 (Dako®, Carpinteria, CA, EUA).
Para las comparaciones inmunohistoquimicas cualitativas de
macréfagos y la presencia de células musculares lisas en el
area intima, los cortes fueron computados y registrados como
porcentajes de animales con células en ambas arterias iliacas.
Para las comparaciones inmunohistoquimicas cualitativas de
macréfagos y la presencia de células musculares lisas en el
area intima, los cortes fueron computados y registrados como
porcentajes de animales con células en ambas arterias iliacas.

Analisis quimico de la sangre

Las muestras de sangre se obtuvieron en el primer dia del
experimento, inmediatamente antes de la lesion por catéter
bal6n y también inmediatamente antes del sacrificio a través
de puncién cardfaca. La evaluacién clinica-laboratorial
incluy6 glucemia de ayuno, colesterol total (CT), lipoproteina
de alta densidad colesterol (HDL-C) vy triglicéridos (TGC).
Las mediciones se obtuvieron a través de un sistema
automatizado (Abbott Architect ci8200; Abbott Laboratories,
Abbott Park, IL, EUA).

Analisis estadistico

El cdlculo del tamafio de la muestra se basé en el estudio
de Zhao-hui et al™. La principal variable de interés se
consideré como siendo la razén entre las dreas intima y
media. Para detectar una diferencia minima de 0,15 entre
los promedios de los grupos, con un nivel de significancia

del 5% y poder de prueba del 80%, el nimero minimo de
animales fue definido como 12. Las variables categdricas
se expresaron como porcentajes y las variables continuas
como promedios = DE y medianas. La prueba de Shapiro-
Wilks se utiliz6 para probar la normalidad de la muestra.
Para parametros cuantitativos, la prueba t de Student y la
prueba no-paramétrica de Mann-Whitney fueron usados
para la comparacién entre el GC y el GR. La prueba exacta
de Fisher se utiliz6 para variables cualitativas o categéricas. La
significancia estadistica se indic6 por un valor de p < 0,05.
Los andlisis se realizaron con el software Statistica/Windows
version 5.1 (StatSoft, Tulsa, OK, EUA).

Resultados

A - Perfile metabélico y lipidico

El peso de los animales no difirié entre los grupos (datos
no mostrados). Niveles basales de glucemia, colesterol total
(CT), HDL-Cy triglicéridos (TGC) eran relativamente similares
en los dos grupos antes del inicio de la dieta. El 142 dia, dos
semanas tras la dieta rica en colesterol haber sido iniciada,
los niveles de glucemia de ayuno eran mayores en el GC. El
dia del sacrificio, los niveles de glucosa no se distinguieron
entre los dos grupos. Aumentos graduales en los niveles de
CT y TGC se observaron a partir de la fase inicial, durante la
lesion vascular hasta el sacrificio, sin diferencia significativa
entre los grupos. Un aumento gradual en los niveles de HDL-C
se observé en ambos grupos. Niveles mas elevados de HDL-C
se observaron en el GR que en el GC a la época de la lesion
vascular, asi como a la época del sacrificio (Tabla 1).

B - Histomorfometria
Arteria iliaca homolateral

El drea intima era significantemente menor en el GR
cuando comparado al GC (p = 0,024), mientras que el area
luminal era mayor en el GR cuando comparado al GC (p <
0,0001). Hubo una reduccién significante del 65% en la razén

Perfiles metabdlico y lipidico (promedio * DE)

6c GR Valor
CT (mg/dl 586242508 43541482 NS
HDL-C (mg/d)  24,234531 22,6946,26 NS
Basal TGC (mg/dl 796242664 79,85+34,31 NS
Glucosa (mg/dl) ~ 121,38+17,43 117,921 44 NS
5243825894  31846+212,86 NS
Lesién 3246£1966  50,69+21,91 NS
vascular 72,77+34,95 86,92+56,34 NS
2502349302 166,62¢382 0,001
CT(mgidl  852,46+30848 5935421986 NS
Saciificio  HDL-C (mg/dl) ~ 42,62+38,23 69,08£19,7 0,001
TGC (mg/dl) ~ 126,77+85,66 2773124814 NS

GC - grupo control; GR - grupo rosiglitazona; NS - no-significante.
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intima-media (IMR) en el GR cuando comparado con el GC
(p = 0,021). (Tabla 2; Figura 1). De acuerdo con el andlisis
histolégico propuesta por Stary et al, ninguno de los criterios
para lesiones tipo |-V fueron encontrados en el GR. No hubo
depésito de coldgeno en las capas intima y media en el GR.

Arteria iliaca contralateral

No hubo diferencia significativa en la razén intima-media
entre el GCy el CR. De acuerdo con la clasificacién histolégica
propuesta por Stary et al, la rosiglitazona no reduzco la
probabilidad de lesiones tipo I, Il 6 11l (72,73% vs 92,31%;
p=0,30) y lesiones tipo IV 6 V (27,27% vs 7,69%; p=0,30)
en el GR cuando comparado al GC. Ademés de ello, no hubo
diferencias en la extension de la deposicion de colageno (tipos
I e 1) entre el GCy el GR (datos no mostrados).

C - Inmunohistoquimica
Arteria iliaca homolateral

El GR no presenté marcadores de células intimas cuando
comparado al GC (vea abajo).

Arteria iliaca contralateral

No hubo diferencia estadisticamente significativa en el
porcentaje de animales con macréfagos en la capa intima entre
el GCy el GR (33,4% vs 71,5%; p = 0,07). El porcentaje de
animales con las células musculares lisas en la capa intima fue
mayor en el GR cuando comparado al GC (22,3% vs 71,5%;
p = 0,011; Tabla 3).

Discusion

Para investigar los efectos de la rosiglitazona, un ligando
de PPARy, en la aterogénesis en un modelo animal,
estudiamos conejos con un aumento de 6 veces en los niveles
de colesterol a la época de lesién vascular y 14 veces a la
época de la eutanasia. El modelo animal utilizado aqui se
basé en estudios anteriores en el que conejos rapidamente
desarrollaron hipercolesterolemia tras alimentarse con una
dieta rica en colesterol'16:22:23,

Hay algunas ventajas en utilizar conejos en un modelo
animal, principalmente el bajo costo del experimento. Los
efectos metabdlicos de una dieta con alto tenor de colesterol

Fig. 1 - Cortes histolégicos representativos mostrando la formacion de neo intima en la arteria iliaca homolateral (tincion con orceina). Panel A: Grupo Control Panel B:

Grupo rosiglitazona. NI representa la neo intima.

Andlisis cuantitativa histopatoldgica en la arteria iliaca homolateral

Area Grupo Media Minimo Maximo p

o GC 320.340,22 392.880,74 14.720,20 1.512.612,11

Area Intima 0,024
GR 83.115,01 65.440,66 16.187,50 269.226,60

. GC 458.711,01 363.013,82 1.853,54 1.773.080,00

Area luminal <0,0001
GR 861.255,24 303.153,71 222.741,70 1.586.336,00
GC 0,50 0,04 1,13

IMR 0,021
GR 0,18 0,03 0,49

GC - grupo control; GR - grupo rosiglitazona; IMR - representa la razén del érea intima/media. La area se estimé en micrémetros al cuadrado.

Arq Bras Cardiol 2010; 95(3): 283-288
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Porcentaje de macréfagos y células musculares lisas
(CML) en la capa intima de la arteria iliaca contralateral

GC (N/ %) GR (N /%)
,&rliggl;a)s con macroéfagos 6 (33.4%) 10 (71,5%)
< 10% células 3(16,6%) 5(35,7%)
10-25% células 1(5,5%) 0
25-50% células 2 (11,1%) 5 (35,7%)
50-75% células 0 0
> 75% células 0 0
Animales con CML (p=0,01) 4(22,3%) 10 (71,5%)
<10% células 1(5,5%) 3(21,4%)
10-25% células 0 0
25-50% células 2 (11,1%) 5 (35,7%)
50-75% células 1(5,5%) 2 (14,2%)
> 75% células 0 0

GC - grupo control; GR - grupo rosiglitazona.

en los conejos se explicaron extensivamente en nuestro
estudio anterior*. En resumen, en este experimento, una
elevacion gradual y significante de los niveles de glucosa
también se produce, y nos parece que esto puede ser
secundario al desarrollo de algtin grado de resistencia a la
insulina, aunque este hecho no haya sido evaluado en el
presente estudio.

Observamos también una elevacién significante en
los niveles de triglicéridos y HDL-C, sin embargo estos
efectos en los TGC se vienen variando de cierta forma en
la literatura™2>2°. Los conejos fueron sometidos a la lesién
por catéter balén y los efectos subsiguientes de la RGZ
fueron investigados localmente y en un vaso distante del
sitio de la lesion. En la arteria iliaca homolateral, el GR no
exhibié ninguna lesién aterosclerética y también no mostré
ninguna deposicién de colageno o macréfago y marcadores
de células musculares lisas en la capa intima. Los hallazgos
mas importantes se identificaron en la mayor area luminal
y menor area intima en los vasos de los conejos tratados
con RGZ. Ademas de esto, el analisis inmunohistoquimica
demostré una reduccién en el reclutamiento de macroéfagos
y células musculares lisas para la pared arterial vascular
cuando la RGZ se utilizé. Sorprendentemente, la RGZ no
ejercié cualquier efecto en la arteria iliaca contralateral.
Con relacion a la arteria ilfaca contralateral, nuestros datos
mostraron que la RGZ no tuvo efecto significante en el
porcentaje de animales con macréfagos intimales, lesiones
aterosclerdticas iniciales y avanzadas, y razén entre las
areas intima y media. Ademas de esto, encontramos un
aumento significante en los animales que presentaban células
musculares lisas en la capa intima de las arterias ilfacas no
sometidas a la lesién por catéter balén. Mientras que en otros

estudios no hay evidencia de los efectos antiaterogénicos
del ligando de PPARy en diferentes modelos animales y en
pacientes diabéticos'*?!, el presente estudio relata la falta
de efecto antiaterogénico de un agonista de PPARy en un
vaso distante del sitio de la lesién. No podemos excluir la
posibilidad de que nuestro andlisis histologico haya reflejado
un pequeno periodo de exposicién a la RGZ. Ademds de
esto, no evaluamos la vasodilatacién arterial, formacién de
peroxinitrito (ONOO"), oxido nitrico (NO) endotelial, o la
expresion de la fosfoproteina estimulada por vasodilatador
(VASP), que se deberfan analizar en estudios futuros y
podrian ciertamente explicar algunos de nuestros hallazgos.

Recientemente, el estudio RECORD demostr6 que la
adicién de rosiglitazona a la terapia hipoglucemiante en
individuos con diabetes mellitus tipo 2 aumenta el riesgo
de insuficiencia cardfaca, pero no el riesgo de morbilidad o
mortalidad cardiovascular general, cuando comparada con
medicamentos hipoglucemiantes estandar?’.

Para comparar el riesgo de infarto agudo de miocardio,
insuficiencia cardiaca y muerte en pacientes con diabetes tipo
2, 39.736 pacientes recibieron pioglitazona o rosiglitazona.
La pioglitazona se asocié con un riesgo significantemente
menor de insuficiencia cardiaca y muerte que la rosiglitazona
entre los pacientes mas viejos, sin ventaja clinica para la
rosiglitazona. En contraste, cuando la rosiglitazona se utilizaba
en individuos con tolerancia a la glucosa disminuida y/o
glucemia de ayuno alterada sin enfermedad cardiovascular o
diabetes, ella disminuyé ligeramente el espesor intimo-medio
carotideo?. Estos efectos opuestos y controvertidos de la
RGZ en vasos lesionados levantan algunas cuestiones sobre
las acciones protectoras y no-protectoras de estos farmacos
cuando utilizados en pacientes diabéticos o en la tentativa
de que se evite los efectos sistémicos de una angioplastia
coronaria por balon?-,

Conclusiones

El presente estudio demuestra que en un modelo animal
con conejos hipercolesterolémicos, la administracién de
rosiglitazona por seis semanas previno la aterogénesis en el
sitio de la lesion, sin embargo no en un vaso distante de la
lesién por catéter-balon.
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