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INTRODUCCION

Como es bien sabido, el término de arteriosclerosis fue ideado por LOBSTEIN (138) a
principio del siglo XIX para designar los procesos que aparecen en el envejecimiento de la
pared arterial. Los datos mds importantes de su etiologia fueron descritos en el afio 1904
por MARCHAND (144), que estudid el papel de los procesos inflamatorios vasculares
crénicos como causa de arteriosclerosis. Este mismo autor describié los mecanismos de-
generativos de las placas de ateroma, e hizo alusién a las alteraciones de las grasas en el
plasma. WINDAUS (249) demostré en el afio 1910 la importancia de los lipidos en el de-
sarrollo de placas de ateroma y comprobé el papel de la colesterina como causa primaria de
la lesion ateromatosa.

La OMS en el afio 1958 definid la aterosclerosis como la asociacién en proporciones
variables de modificaciones de la capa intima de las arterias, consistentes en el acimulo
local de lipidos complejos, carbohidratos, sangre, dep6sitos de calcio, productos de origen
sanguineo y tejido fibroso, con modificaciones de la capa media. Por tanto, el centro de
desarrollo de la aterosclerosis es la pared de grandes y medianos vasos arteriales.

De los diferentes elementos que conforman los vasos arteriales, la ldmina endotelial y
el subendotelio constituyen el centro bioldgico de gran parte de los fenomenos relaciona-
dos con el desarrollo de la aterosclerosis.

Pared vascular

El endotelio vascular consiste en una simple capa alisada, uniforme y poligonal de cé-
lulas elongadas de aproximadamente 25 a 50 micras de largo por 10 a 15 micras de ancho,
cuya longitud axial estd orientada en direccién a la corriente sanguinea y se articulan por
sus extremos constituyendo una capa fina e impermeable en condiciones fisioldgicas, que
controla la entrada de nutrientes al interior de la pared arterial.

Las células endoteliales estdn cubiertas por carbohidratos o glicoc4lix, identificados
como una capa endocapilar por LUFT (142), utilizando un término empleado en 1940 por
CHAMBERS y ZWEIFACH (32 Y 33) para describir un material similar al del cemento
intercelular que cubre la superficie intraluminal del endotelio. Los carbohidratos en el gli-
cocdlix incluyen polisacédridos ricos en radicales, glicoproteinas y glicolipidos, asi como
polisacdridos libres y glicosaminglicanos.

Aunque desde el punto de vista morfol6gico las células endoteliales son relativamente
homoggéneas, hay diferencias en su tamafio y grosor: las células adrticas son més gruesas
que las de los capilares y las venas, SIMIONESCU y SIMIONESCU (203), SIMIO-
NESCU et al. (201), existen variaciones en el nimero de ciertas organelas etc. De gran



interés son las diferencias halladas en las uniones interendoteliales. Hay fundamentalmente
dos categorfas de endotelio: 1) endotelio continuo, hallado en arterias, venas y capilares
musculares y 2) endotelio fenestrado, formando los capilares viscerales. SIMIONESCU et
al. (202) evidencian que cada segmento de la circulacién tiene distintas caracteristicas en
las uniones intercelulares: las arteriolas poseen un sistema de unién mas complejo, com-
puesto por una red continua de uniones perfneables en las cercanfas de las grandes uniones
de comunicacién, SIMIONESCU et al. (200); las arterias tienen también un sistema
compuesto por uniones permeables y uniones con acceso o entrada considerado menos
complejo que el de las arteriolas, SIMIONESCU et al. (202); los capilares por el contrario
difieren por ser menos complicada su organizacién y no poseer uniones comunicantes,
SIMIONESCU et al. (200).

La célula endotelial se adhiere a la zona subendotelial por medio de unas condensacio-
nes densas y es muy sensible a los cambios fisicos o quimicos derivados de las agresiones
multiples, que le provocan alteraciones funcionales pudiendo llegar a producirse la
denudacidn o caida del endotelio dejando al descubierto la zona subendotelial.

El subendotelio vascular es la estructura principal en el inicio de .la patologfa
aterosclerdtica y estd formado por membrana basal, coldgeno, elastina y microfibrillas,
SPAET y STEMERMAN (217).

La membrana basal aparece como una estructura en estrias, unas veces finas y otras
anchas, teniendo su méxima expresién en los capilares.

El coldgeno es un material de tejido conectivo abundante en los vasos de calibre inter-
medio y de gran tamafio. Desde que BOUNAMEAUX (18) y HUGUES (113) demostraron
por primera vez la adhesién de las plaquetas al coldgeno, su interés fue creciendo por €l
papel que podia desempefiar en la génesis de la ateromatosis y trombosis. Se han
caracterizado diversos tipos de coldgeno que difieren no solamente en su estructura al mi-
croscopio electrénico, sino también en sus propiedades fisicoquimicas ademds de las bio-
l16gicas. Los coldgenos de tipo III y IV, de gran interés por su naturaleza y actividad bio-
16gica, son sintetizados fundamentalmente por el endotelio y el tipo I, de menor interés
bioldgico, es sintetizado por las fibras musculares lisas.

La elastina y microfibrillas son formaciones fibrilares de tejido conectivo que difieren
en aspecto y propiedades fisicoquimicas y constituyen, en un vaso denudado de su endote-
lio, el principal lecho para la adhesién plaquetar, fundamentalmente las microfibrillas.

La capa intima, constituida por endotelio y subendotelio, queda separada de la capa
media por la ldmina eldstica interna, formada por una membrana tubular fenestrada com-
puesta por elastina y cuyo grosor depende del calibre del vaso arterial correspondiente.

Capa media. Est4 formada por estratos sucesivos de fibras musculares lisas dispuestas
en sentido circular y fibras eldsticas. En los espacios existentes entre los estratos hay ca-
pas de tejido conectivo con fibras de coldgeno muy finas, fibroblastos y células muscula-
res lisas con el nicleo alargado que adquieren forma plana.

Adventicia. Estd formada por tejido conjuntivo y fibras eldsticas.

La capa intima es el principal sustrato involucrado en la aterosclerosis, aunque secun-
dariamente procesos muy importantes se localizan en la capa media. Segiin MCGILL (146
y 149) y MCGILL et al. (148), el primer cambio objetivo que se produce en las arterias
coronarias desde el nacimiento es un ensanchamiento difuso de la capa {fntima. En los es-
tadios avanzados de la vida se pueden identificar tres tipos diferentes de lesiones: estrias
grasas, placas fibrosas y lesiones complicadas. Las estrfas grasas son las primeras lesiones
de la aterosclerosis, comunmente halladas en nifios, que consisten en una planicie gruesa
con abundantes lipidos, macréfagos y alguna célula muscular lisa, MCGILL (147). Las



placas fibrosas hacen prominencia hacia la luz del vaso y estdn formadas por células mus-
culares lisas cargadas de lipidos, asi como por lipidos rodeando las mismas, coldgeno, fi-
bras eldsticas y proteinglicanos. Las lesiones complicadas proceden de placas fibrosas
alteradas como resultado de hemorragias, calcificaciones, necrosis celular y trombosis
mural.

Etiopatogenia de la aterosclerosis

Hasta hace unos afios, para explicar y entender la patogenia de la aterosclerosis se in-
vocaba a observaciones referidas fundamentalmente a lipidos como las siguientes: a) el
ateroma tiene abundantes Ifpidos intra y extracelulares; b) la hiperlipemia es un factor de
riesgo aterogénico de gran importancia y c) en la experimentacién animal dnicamente se
pueden reproducir las lesiones de la pared vascular de tipo aterosclerético, sometiendo a los
animales a dietas ricas en colesterol o adoptando medidas dietéticas especiales. Por este
motivo la investigacién en aterosclerosis se centra durante mucho tiempo en el metabo-
lismo y transporte de los Iipidos y su posible tratamiento, considerando a los diferentes
procesos hemostaticos que de alguna manera pueden imbricarse en la génesis ateromatosa
como fruto de complicacién sin significacién causal.

En los dltimos afios la aplicacién de nuevos métodos a la biologfa celular, sobre todo
el aislamiento de células de la pared vascular de cultivos in vitro, han creado nuevas pers-
pectivas de investigacién y por consiguiente de comprensidn de la patogenia de la ateros-
clerosis y de la hemostasia las cuales, como expondremos mds adelante, se interrelacio-
nan.

Hace unos 135 afios ROKITANSKY (187) describié el ateroma como un excesivo de-
pésito de productos sanguineos, particularmente de fibrina, que se acumulaban a nivel de
la membrana de los vasos. Este criterio o hipétesis se ha conocido cldsicamente como la
teoria trombogénica de la aterosclerosis. Frente a esta teorfa VIRCHOW (241) dio a
conocer cuatro afios mds tarde lo que también cldsicamente se denomina como la teoria de
la proliferacién celular o teorfa inflamatoria, la cual considera la placa de ateroma como el
resultado de un proceso inflamatorio y el engrosamiento de la capa intima como una
proliferacién celular de tejido conectivo. Se puede considerar que ambas teorfas tienen va-
lidez en la actualidad. La primera de ellas estd en intima conexién con la imbricacién del
sistema de la hemostasia en la génesis aterosclerosa y la segunda serfa compatible con la
teorfa de la proliferacién de células musculares lisas tras la injuria vascular, teorfa desarro-
llada en los afios 70 por ROSS y su escuela.

Es evidente que la etiopatogenia de la aterosclerosis abarca diferentes fenémenos, lo
que ha conducido a sugerir y plantear multitud de hipétesis o teorfas que de alguna manera
llegan a explicar distintas parcelas del origen de este proceso. Este criterio de la multifac-
torialidad del origen de la aterosclerosis fue perfectamente desarrollado por KOTTKE y
SUBBIAH (127) conteniendo su explicacién una sintesis de las diferentes teorfas. Précti-
camente todas las hip6tesis parten de la rotura de la integridad de la linea endotelial como
consecuencia de diferentes agentes o noxas tras la cual, por medio de sustancias con
actividad de proliferacién y migracién de las células musculares lisas asi como de activa-
cién de la sintesis de elastina, coldgeno y mucopolisacaridos, se produce la formacién de
la placa aterosclerdtica que origina la clinica correspondiente al lugar de su formacién.

A pesar de que los fenémenos de la coagulacién sanguinea se han relacionado con la
aterosclerosis desde la época de ROKITANSKY, como ya se ha indicado, algunos de los
mecanismos que intervienen no estdn totalmente aclarados. No obstante, los mecanismos



hemostdticos que se relacionan con la patogenia de la aterosclerosis han servido de base
para la puesta en marcha de una de las pocas terapéuticas eficaces contra complicaciones
derivadas de las lesiones aterosclerdticas, la terapéutica antiagregante.

Hipdtesis de la respuesta a la injuria vascular

Una de las teorias mas recientes sobre la patogenia de la aterosclerosis se debe a ROSS
(189 y 190) y representa una modificacién de la teoria inflamatoria de VIRCHOW (241)
modificada mds tarde por DUGUID (68) y posteriormente por FRENCH (79). Esta hip6-
tesis sugiere que algunas formas de injuria vascular tales como fuerzas hemodindmicas
FRY (83), bacterias DALLDOREF et al. (55), GAYNOR et al. (89), virus BURCH (26),
endotoxinas KNIKER y COCHRANE (125), complejos antigeno-anticuerpo LePOW et
al. (134), metabolitos anormales como la homocisteina HARKER et al. (108), monéxido
de carbono MUSTARD y MURPHY (161) y radicales oxigeno SHATOS et al. (198),
IMAI et al. (115), alteran y por tanto modifican el estatus fisiolégico de las células endo-
teliales. Si esta alteracién es leve el resultado puede ser un aumento en la permeabilidad
celular, pero si los cambios en las células endoteliales son importantes, la descamacién
local que se produce deja expuesta una zona de tejido conectivo constituida por membrana
basal, fibras de coldgeno, proteinglicanos y células musculares lisas.

La hipétesis sugiere que la exposicién del tejido conectivo subendotelial permite una
secuencia de pasos que involucran a plaquetas y monocitos, que van a desempefiar un pa-
pel primordial en la génesis ateromatosa. Las plaquetas van a adherirse y agregarse libe-
rando mds tarde el material contenido dentro de sus granulos. Durante esta situacién la
funcién celular estd alterada y la barrera endotelial pierde su capacidad fisioldgica y selec-
tiva y permite que constituyentes plasmdticos, tales como las lipoprotefnas, puedan acce-
der libremente a la pared del vaso arterial. La presencia del material procedente de la
liberacién plaquetar y del plasma, promueve la migracién de las células musculares lisas
de la capa media a la {ntima y su proliferacién, terminando por desarrollar la lesién
aterosclerdtica. En cuanto a la participacién de los monocitos en la génesis aterosclerdtica,
aunque no es objetivo fundamental de este estudio, resulta obligado resefiar que su papel
estd relacionado con las etapas iniciales del proceso. Una de las primera intervenciones de
los monocitos, que ocurre en la hipercolesterolemia, es produciendo una injuria a la célula
endotelial, FAGGIOTTO et al. (75), GERRITY et al. (92). Varios estudios han analizado
la capacidad de las sustancias asociadas a respuestas inflamatorias mediadas por los macré-
fagos, de inducir el ataque leucocitario al endotelio. DICORLETO y De la MOTTE (65)
observan que la linea celular monocitaria U-937 y los monocitos de sangre periférica, al-
teran o regeneran células endoteliales en cultivo. BEVILACQUA et al. (16) hallan que la
interleukina-1, producto tanto de los macréfagos como de las células endoteliales, podria
inducir un incremento en la adhesién de neutréfilos y monocitos al endotelio arterial. Ul-
teriormente los macréfagos producen una de las mds potentes sustancias quimiotacticas
conocidas, el leucotrieno B4, producto derivado del 4cido araquidénico por el sistema de la
lipoxigenasa, MARTIN et al. (145). Esta sustancia puede ser muy importante en la
modulacidén de la pared arterial durante y después de la aterogénesis.

Esta hipdtesis también sugiere que si la injuria vascular no es muy intensa, las lesio-
nes pueden ser reversibles llegando a desaparecer las modificaciones que pudieran haberse
producido.

Estudios de cinética y morfometria celular han establecido que laproliferacién de las
c€lulas musculares lisas es fruto de la injuria vascular y han demostrado una sustancial
migracién de estas células de la capa media a la intima, THOMAS et al. (228). Los estu-
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dios celulares junto con los estudios de interacci6n plaquetar y del mecanismo de la denu-
dacién del endotelio de 1a pared vascular arterial, permitieron comprobar que la prolifera-
cién de las células musculares lisas es el resultado de la accién de un factor de desarrollo
derivado de las plaquetas (PDGF), ROSS Y HARKER (192), HARKER et al. (107).

Plaquetas y aterosclerosis

Existe evidencia en la experimentacién con modelos animales, de que las lesiones pro-
liferativas de la capa fntima a partir de la denudacién endotelial son dependientes del sis-
tema plaquetar.

Varios estudios experimentales han apoyado esta hip6tesis desde diferentes hechos.
MOORE et al. (158) indican que en el conejo las lesiones ateroscleréticas producidas por
continuas o repetidas injurias vasculares, pueden ser inhibidas significativamente indu-
ciendo trombocitopenias con antisueros antiplaquetas. FRIEDMAN et al. (81) sefialan que
las lesiones fibromusculoelasticas que se desarrollan como respuesta arterial a una simple
injuria vascular, son inhibidas en animales con severa trombocitopenia producida por
antisueros antiplaquetas. HARKER et al. (108) observan en un modelo de primate some-
tido a la administracién intravenosa de homocisteina, que se desairollan placas de ateros-
clerosis con gran denudacién endotelial que se previenen con farmacos con actividad antia-
gregante plaquetar. FUSTER et al. (85) han demostrado que la interaccién de las plaquetas
es necesaria para el desarrollo de las lesiones ateroscleréticas, pues en cerdos con la enfer-
medad de von Willebrand y con dieta aterogénica no se generan lesiones y por el contrario
en animales normales con el mismo régimen hipercolesterolémico se desarrollan lesiones
proliferativas de aterosclerosis. Todos estos trabajos reconocen un papel primordial o cen-
tral a las plaquetas en la induccién de la aterosclerosis, sugiriendo que el factor de desarro-
llo derivado de las plaquetas puede ser uno de los componentes méds importantes en la res-
puesta proliferativa.

De los ultimos ensayos con hipercolesterolemias experimentales se llega a la conclu-
sién de la responsabilidad de las plaquetas en la génesis de las placas ateromatosas. FAG-
GIOTTO et al. (75) han observado una correlacién entre el nivel y duracién de la hiperco-
lesterolemia y la localizacion de las alteraciones celulares arteriales que preceden a la for-
macién de las placas grasas o fibrosas avanzadas, sugiriendo que la interaccién plaquetar
precede a la lesidn proliferativa y de esta forma el factor de desarrollo derivado de las pla-
quetas desempefia un papel importante en este proceso. No obstante, existen observacio-
nes clinicas que de alguna manera contrastan con estos resultados. Hay pacientes con en-
fermedad de von Willebrand del tipo I (con tasas de F-W entre el 15 y el 60 por cien) que
desarrollan placas de ateroma y por tanto parecen no estar protegidos en el desarrollo de las
mismas, HOAK (112), RAPAPORT (183).

Factor de desarrollo derivado de las plaquetas y de otros sustratos
celulares

Cuando se altera la pared arterial y se produce una denudacién endotelial quedando al
descubierto el espacio subendotelial, una capa o alfombra de elementos plaquetares se ad-
hiere a la porcién denudada y esta adhesién plaquetar parece ser independiente de los proce-
sos coagulativos sanguineos, pues no se inhibe con heparina a la concentracién inhibito-
ria de los procesos de coagulacién, siendo posible que se produzca por principios termodi-
ndmicos, BOYCE et al. (19). La adhesién plaquetar depende del balance entre las fuerzas
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positivas y negativas que aportan la zona denudada y la membrana plaquetar y la extensién
del trombo estd relacionada con el balance entre las fuerzas coagulantes y anticoagulantes
del medio en el que se desarrolla el proceso. El acimulo de las plaquetas dependeré en gran
manera de la constitucién histolégica de la zona a la que van a adherirse, ya que la mem-
brana basal va a ser poco receptiva en contraste con las zonas donde exista gran riqueza de
coldgeno y microfibrillas, lugares de gran sensibilidad para la adhesién plaquetar, BAR-
NES y MACINTYRE (14), donde se forma el microtrombo plaquetar y de forma no muy
conocida se produce la liberacién granular y por tanto la liberacién del factor de desarrollo
derivado de las plaquetas, ROSS y HARKER (192).

Los factores de desarrollo constituyen un grupo de polipéptidos biolégicamente activos
que tienen Ia propiedad de que a bajas concentraciones y por interacciones especificas
inducen la proliferacién de las células de origen, RAINES y ROSS (182). El primer factor
de desarrollo bien estudiado y el mejor caracterizado de todos ellos es el derivado de las
plaquetas (PDGF), ANTONIADES (4). El descubrimiento se produjo por la observacién
de BALK (12) de la mayor eficiencia del suero respecto al plasma en la estimulacién del
desarrollo de un cultivo de fibroblastos. Posteriores ensayos demostraron que las plaquetas
eran las causantes de desencadenar la actividad del desarrollo en los cultivos de células de
tejido conectivo. ROSS et al. (191) demostraron en un cultivo de células musculares lisas
que el suero sanguineo y no el plasma aportaba el factor de desarrollo. KOHLER y LIF-
TON (126) observaron la influencia de las plaquetas en un cultivo de fibroblastos y
WESTERMARK y WASTESON (245 y 246) en un cultivo de células gliales. Estudios
posteriores llevaron a la identificacién del PDGF en los megacariocitos y en los alfa-gra-
nulos plaquetares, CHERNOFF et al. (35), KAPLAN et al. (121). Ademés de la propiedad
mitogénica, recientes estudios han demostrado otras propiedades del PDGF como la de ser
quimotdctico para las células musculares lisas, GROTENDORST et al. (101) y estimula-
dor de la produccién de prostaciclina en las células endoteliales a pesar de que estas células
no tengan respuesta mitogénica.

Otros factores de desarrollo son los producidos por las células endoteliales (ECDGF),
GAJDUSEK et al. (86), monocitos/macréfagos (MDGF), Van FURTH (236), LIEBO-
VICH y ROSS (136), GLENN y ROSS (94), fibroblastos (FGF), GOSPODAROWICZ
et al. (99), WITTE et al. (252) y el factor epidérmico hallado en la orina, leche y suero
(EGF), SCHWATZ y GAJDUSEK (196). En estos factores enumerados se detecta activi-
dad mitogénica pero no estdn tan estudiados como el derivado de las plaquetas, aunque tl-
timamente se han podido documentar algunas de sus propiedades fisicoquimicas.

De todos los factores mitogénicos descritos, son los derivados de las plaquetas y de los
monocitos los mds relacionados con la génesis de la aterosclerosis. El PDGF ademds de
poseer acciones quimiotacticas y proliferativas sobre las células musculares lisas va a in-
tervenir: a) induciendo la activacién de la proteinquinasa que produce su autofosforilizacién
incrementando les receptores LDL, CHAIT et al. (29), WITTE et al. (251), b) estimu-
lando el metabolismo fosfolipidico, HABENICHT et al. (104) y ¢) aumentando la sintesis
proteica y del mRNA, COCHRAN et al. (46), procesos fundamentales en el desarrollo de
la aterogénesis. Por otra parte, el factor derivado de los monocitos (MDGF) puede desem-
pefiar un papel muy importante en el mismo lugar de la lesién, donde su presencia es ma-
nifiesta, pudiendo liberarse "in situ" y producir los componentes proliferativos fibrosos de
que se acompafian estas lesiones, ROSS (190).

En los dltimos afios, aparte de los factores mitogénicos han tenido gran importancia
dos sustancias con un potente efecto vasodilatador cuyo origen se localiza en la célula en-
dotelial, la prostaciclina y el factor relajante derivado del endotelio. Sus mecanismos de
accién comprenden la regulacién del tono vascular entre otros efectos importantes.

12



La prostaciclina como sustancia reguladora del mecanismo plaqueta -
pared vascular y aterosclerosis

En los tdltimos 15 afios se viene estudiando con gran interés en las arterias y en las
venas de los mamiferos, incluyendo el hombre, y dentro del sistema de las prostaglandinas
(PG), una sustancia inestable denominada prostaciclina (PGI2) con una potente accién an-
tiagregante plaquetar y vasodilatadora, MONCADA et al. (155). Esta sustancia tiene su
origen principalmente en la capa endotelial y su sintesis desciende progresivamente de la
capa fntima a la adventicia, MONCADA et al. (156). Tras la estimulacién de la célula
endotelial se produce la liberacién intracelular del dcido araquidénico (AA) y en ella inter-
vienen dos enzimas: 1a primera de ellas es la fosfolipasa C que de forma especifica escinde
el monofosfatidil-inositol liberando 1,2 diglicérido e inositol-1-fosfato; la segunda es una
diglicérido-lipasa que libera el AA. El AA por medio de una enzima ciclooxigenasa forma
el endoperéxido PGG2 que tras una nueva accién enzimdtica peroxidasa se transforma en
PGH2. A partir de esta etapa la transformacién de las prostaglandinas difiere segtin el te-
jido que se trate. Asi a nivel de las células endoteliales o fibras musculares lisas el
endoperéxido PGH2, por la accién de una prostaciclin sintetasa, se transforma en
prostaciclina la cual se libera a la sangre con produccién de una gran actividad antiagre-
gante y vasodilatadora en el lugar de la liberacién y siendo estas acciones bioldgicas muy
effmeras, alrededor de dos minutos CHIST-HAZELHOF y NUGTEREN (37). En la san-
gre, tras una hidrélisis la PGI2 se transforma en un metabolito estable, 6-oxo-PGF1a, sin
gran efecto antiagregante y vasodilatador que puede ser detectado por técnicas de RIA
facilitando de esta manera el estudio de la liberacién de la PGI2.

A nivel plaquetar, la actividad de la fosfolipasa C requiere la presencia de los iones
calcio y su accién se inhibe cuando los niveles de c-AMP estén elevados. En este ele-
mento celular, partiendo del endoperéxido PGH2 y por la accién de una enzima trom-
boxdn-sintetasa se origina el Tromboxano A2, sustancia con gran accién proagregante y
vasoconstrictora que también es muy inestable y se transforma en Tromboxano B2, de es-
casa actividad biolégica que puede ser detectado por RIA, VERSTRAETE y VERMYLEN
(238).

Algunos investigadores han querido relacionar la iniciacién y subsiguiente evolucién
de la aterosclerosis con un defecto de sintesis de PGI2, no obstante esta relacién hasta el
momento actual no estd totalmente aclarada.

MONCADA et al. (153) han demostrado que el tejido vascular aterosclerético genera
menos cantidad de prostaciclina que el tejido vascular normal. D'ANGELO et al. (56)
confirmaron esta observacién en el tejido humano aterosclerético. SINZINGER et al.
(206) pudieron comprobar que la generacién de prostaciclina era significativamente mas
baja en las diferentes lesiones ateroscleréticas (estrfas grasas, engrosamientos fibrosos de
la fntima, placas fibrosas y lesiones complicadas) que en el tejido arterial normal. Tam-
bién observaron la ausencia de diferencias significativas en la liberacién de prostaciclina de
los diferentes tipos de lesiones, asi como en relacién a la edad y sexo. El hecho de que en
las lesiones primarias la formacién de PGI2 se encuentre significativamente disminuida al
igual que en las lesiones ateroscleréticas avanzadas, sugiere que las lesiones estrias grasas,
morfolégicamente ateroscleréticas, podrian ser desde el punto de vista metabélico un es-
tado critico en el proceso aterosclerdtico. La disminucién de la sintesis de PGI2 en las le-
siones ateroscleréticas supondria un defecto en los mecanismos de defensa contra el depé-
sito plaquetar que favorece la progresién de la aterosclerosis.

En el campo experimental existe abundante informacién que de alguna manera corro-
bora los hallazgos clinicos anteriormente sefialados. En un estudio realizado en diferentes
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especies animales se pudo comprobar que habfa una producci6n reducida de prostaciclina
en aquellas especies de mayor susceptibilidad a padecer aterosclerosis, SINZINGER et al.
(209). En los pulmones v rifiones de conejos sometidos a una dieta aterogénica a base de
colesterol y aceite de oliva durante cinco meses, se produce un 50 por cien menos de
prostaciclina que en los conejos controles normales, DEMBINSKA-KIEC et al. (61). En
la misma lfnea, la generacién de prostaciclina en conejos sometidos a dieta aterogénica
durante 1-3 meses est4 francamente reducida en aorta y arteria mesentérica, pudiendo com-
probarse que a los cinco meses tras dieta normal tiende a normalizarse, GRYGLEWSKI et
al. (102). '

En contraposicién con estas dltimas afirmaciones se encuentran algunos resultados
obtenidos del estudio de la aterogénesis experimental inducida con dieta rica en colesterol.
DONATI et al. (66) observan aumentos de prostaciclina en las lesiones primarias ateros-
cleréticas en ratas. LASIERRA et al. (131) hallan una produccién normal de prostaciclina
en anillos adrticos con lesiones ateromatosas importantes de conejos sometidos a dieta
aterogénica. BEETENS et al. (15) y SINZINGER et al. (207) observan incrementos tem-
porales de prostaciclina que se interpretan como una reaccién compensatoria al dafio de la
pared vascular retardando de esta manera la lesién ateromatosa y origindndose por prolife-
racién de la células musculares lisas que inducen o aumentan su sintesis. Es posible que
mds que una induccién de la sintesis de prostaciclina por parte de las células musculares
lisas, lo que se produzca sea un aporte por las mismas ya que estas células sintetizan
prostaciclina, hecho observado tanto en estudios de cultivos de células musculares lisas,
LARRUE et al. (130), como en estudios de tejido arterial humano con la capa endotelial
denudada, SILBERBAUER et al. (199). No obstante, en las dltimas investigaciones se ha
podido evidenciar que las células musculares lisas obtenidas de lesiones ateroscleréticas y
cultivadas "in vitro", producen constantemente menor cantidad de prostaciclina que las cé-
lulas musculares lisas normales y estos resultados se han interpretado como el reflejo de
un incremento en los vasos ateroscleréticos de la sintesis de productos de las lipoxigena-
sas, los cuales son inhibidores selectivos de la formacién de prostaciclina, MONCADA et
al. (154). Finalmente también se han podido detectar incrementos de prostaciclina en pa-
cientes afectos de grave y generalizada aterosclerosis, TREMOLI et al. (234).

Como hemos expuesto anteriormente, la aterosclerosis no se asocia siempre con una
disminucién de la sintesis de prostaciclina sino que mas bien se acompafia de un incre-
mento. Este incremento puede ser el resultado de la liberacién por parte de las plaquetas de
sustancias que tienen la propiedad de activar su sintesis en la pared de los vasos, tales
como la serotonina y el factor activante plaquetar, MONCADA et al. (157). La existencia
de incrementos en la produccién de prostaciclina en las lesiones aterosclerosas puede in-
fluir en la disminucién del metabolismo del colesterol en la propia arteria, pues es cono-
cido que en cultivo de células de aorta tordcica de conejo la prostaciclina, a bajas concen-
traciones, incrementa la enzima que metaboliza los ésteres de colesterol en las células
musculares lisas, mientras que la PGE2 inhibe la sintesis de los ésteres de colesterol,
HAJJAR y WEKSLER (105).

La prostaciclina también puede inhibir el lugar de unién del fibrinégeno de las plaque-
tas limitando la interaccién de las mismas con la pared vascular, MONCADA y HIGGS
(152).

Uno de los papeles estelares de la prostaciclina es su actividad antiagregante plaquetar.
La prostaciclina inhibe la agregacién plaquetar estimulando la enzima adenil-ciclasa e in-
crementando de esta manera los niveles de c-AMP en las plaquetas. Este mecanismo de
accién de la prostaciclina es mds potente que el de otras prostaglandinas tales como la
PGEl y PGD2, que también tienen la propiedad de aumentar los niveles de c-AMP. La
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prostaciclina tambien es un estimulador de la adenil-ciclasa en la membrana celular ais-
lada. La PGI2, PGE1 y PGD2 aumentan la actividad de la adenil-ciclasa actuando sobre
dos receptores distintos en la membrana plaquetar: la PGI2 y la PGE! actdan sobre el
mismo y la PGD2 sobre otro diferente, MONCADA y HIGGS (152).

La actividad antiagregante de la pared vascular estd principalmente relacionada con la
liberacién de la prostaciclina pues los inhibidores de la formacién de prostaciclina, dcido
15-hidroxi-peroxi-araquidénico (15-HPAA) y dcido 13-hidroxi-peroxi-linoléico (13-
HPAA), permiten la agregacién plaquetar en las células endoteliales, BUNTING et al.
(25). No obstante no estd totalmente aclarado que la produccién de prostaciclina sea la
responsable de la tromborresistencia del endotelio vascular, pues DEJANA et al. (60), es-
tudiando el efecto inhibitorio de la sintesis de prostaciclina por la accién de la aspirina,
concluyen que tanto in vitro como in vivo la disminucién de la produccién de PGI2 no
afecta al ndmero de plaquetas que se adhieren al endotelio o al subendotelio en estas
condiciones experimentales. El hecho de que la prostaciclina inhiba la agregacién
plaquetaria a concentraciones mas bajas que las necesarias para inhibir la adhesién plaque-
tar, sugiere que la prostaciclina permite la adhesién al subendotelio pero impide las si-
guientes etapas de formacidn del trombo y liberacién de sustancias tras la agregacion.

En los dltimos afios se le ha concedido un papel especial al factor relajante derivado del
endotelio (EDRF), puesto de manifiesto en el trabajo realizado por FURCHGOTT y ZA-
WADZKI (84) en el que demostraban la necesidad del endotelio intacto para que la acetil-
colina desarrollara la accién hipotensora. El papel que desempefia este factor relajante, in-
distinguible del producido por el 6xido nftrico, MONCADA et al. (157), es el de mediar la
acci6n inducida por diversas sustancias entre las que se encuentran acetil colina, trombina,
vasopresina, dcidos grasos saturados e insaturados etc, MONCADA et al. (157). Ademds
de su accién relajante de las grandes arterias como la aorta y coronarias del conejo, se ha
demostrado que posee una accién antiagregante plaquetar, AZUMA et al. (9), perfecta-
mente diferenciable de la accién antiagregante de la prostaciclina, LUGNIER et al. (143).
Al igual que esta dltima, es posible que el factor relajante desempefie un papel importante
en las enfermedades vasculares y mds concretamente en la aterosclerosis; sin embargo este
aspecto no estd aclarado en la actualidad.

Fibrinolisis en la génesis ateromatosa

La moderna historia de la fibrinolisis comienza hace 56 afios cuando TILLET y GAR-
NER (230) demuestran que ciertas cepas de estreptococos liberan una sustancia capaz de
disolver codgulos. Estos hallazgos despiertan un gran interés y estimulan intensamente la
investigacién del mecanismo de la fibrinolisis. Unos afios més tarde se halla que el factor
del estreptococo denominado estreptoquinasa activa un proenzima, plasmindgeno, convir-
tiéndolo en una enzima proteolitica, plasmina, CHRISTENSEN y MACLEOD (38). Para
explicar la transformacidén del plasmindégeno en plasmina, algunos estudiosos sugirieron
en las primeras décadas de este siglo que la actividad fibrinolitica generada se producia por
medio de una sustancia o activador que se liberaba de las células, DEMUTH y Von RIE-
SEN (62), FISCHER (78). Partiendo de estos conocimientos ASTRUP y PERMIN (6) y
ASTRUP et al. (7) demuestran claramente con la técnica de la placa de fibrina, que el
componente liberado por las células produce la fibrinolisis a través de la activacién de un
proenzima y no porque tuviera actividad proteolitica. Esta sustancia es conocida comun-
mente como activador tisular del plasminégeno.

Con la incorporacién de la técnica histoquimica de TODD (231) se demuestra que la
localizacién del activador tisular del plasminégeno se halla en la pared vascular y més
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concretamente en las células endoteliales, TODD (232), TODD (233), WARREN (243),
de venas y capilares, aparentemente en mayor cantidad que en las arterias, ONOYAMA y
TANAKA (174). La presumible menor actividad fibrinolitica de las arterias es explicada
por NOORDHOECK (169), utilizando un procedimiento de determinacién de inhibidores
de la fibrinolisis, por la presencia de un inhibidor en las células musculares lisas de las
capas intima y media de estos vasos. Su localizacién en la pared vascular pone de mani-
fiesto la importancia de ésta en el equilibrio hemostdtico, LASIERRA et al. (133).

Los estudios de LOSKUTOFF y EDGINTONG (141) en células endoteliales de aorta
de conejo y los de LEVIN y LOSKUTOFF (135) en células endoteliales bovinas y hu-
manas, muestran que la actividad fibrinolitica es una caracterfstica constante de estas célu-
las en cultivo. En el mismo sentido LOSKUTOFF (140) indica que la células endoteliales
cultivadas tienen un sistema fibrinolitico complejo que responde a una gran variedad de
agentes afladidos al medio de cultivo, incluyendo urea, guanidina, tiocianato potdsico y
otros. En resumen, la actividad fibrinolitica de estas células es el resultado de la interac-
cién de un activador tisular y de un antiactivador capaz de inhibir su actividad, siendo este
inhibidor desde el punto de vista inmunolégico y bioquimico igual al detectado en las
plaquetas, ERICKSON et al. (72) y en el plasma, WIMAN et al. (248), CHMIE-
LEWSKA et al. (36).

Es bien conocido que la fibrinolisis se encuentra en equilibrio dindmico con el sistema
de la coagulacién plasmdtica con el fin de mantener intacto el lecho vascular, NOLF
(167), ASTRUP (5). La interrelacién entre fibrinolisis y aterosclerosis puede existir a dos
niveles: 1) una deficiente fibrinolisis puede predisponer al depdsito de fibrina, contribu-
yendo de esta manera a la patogenia de la aterosclerosis y 2) una deficiente fibrinolisis
puede contribuir a la formacién de un trombo oclusivo en una placa ateromatosa compli-
cada, provocando el sindrome aterotrombético y la clinica correspondiente, COLLEN y
JUHAN-VAGUE (47).

Desde el siglo pasado y debido a la teorfa trombogénica de ROKITANSKY (187), co-
rroborada por DUGUID (68) y defendida por ASTRUP (5), se ha hecho hincapié en la im-
portancia de la continua formacién y disolucién de pequefias cantidades de fibrina a nivel
de la pared arterial porque segtn esta teoria, un descenso de la actividad fibrinolitica lleva-
rfa consigo un incremento del depdsito de fibrina y la subsiguiente alteracién celular de su
entorno, facilitando de esta manera el mecanismo patogénico de la aterosclerosis y la alte-
racién vascular, hecho intimamente relacionado con la hipétesis de la injuria vascular de
ROSS (189). No obstante COPLEY (52) propone una nueva teoria para explicar la ate-
rogénesis segiin la cual, tanto el revestimiento arterial de fibrina como el fibrinégeno de-
sarrollan un papel muy importante y rechaza la injuria vascular como mecanismo necesa-
rio, dando mayor importancia a la existencia de un aumento en la permeabilidad de la pared
vascular que facilita el transporte de grasas a través de: fibrinégeno alterado, fibrinopépti-
dos, plasminégeno y plasminopéptidos, COPLEY (50), COPLEY (51), COPLEY y
TSULUCA (53), COPLEY et al. (54), SUMIYOSHI (226).

En la actualidad hay evidencia de que la fibrina acumulada y depositada en la pared
arterial puede iniciar y contribuir al desarrollo de la placa ateromatosa, SMITH (210). En
la experimentacién animal los trombos murales se convierten en lesiones con la caracte-
ristica de placa fibrosa, WEIGENSBERG et al. (244). No obstante, los resultados de los
estudios dirigidos a valorar la relacién entre la severidad de una placa y su contenido en fi-
brina o fibrinégeno, YORK y BENJAMIN (255), WOLF y CRAWFORD (254) indican
que no hay correlacion directa entre el grado de evolucién de las placas ateromatosas y el
contenido en fibrindgeno pero si con la fibrina ya que en las lesiones de grado 1, estrias
grasas, su concentracion es menor que en las lesiones mds evolucionadas. Este descenso de
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fibrina en las lesiones de grado 1 puede ser explicado sobre la base de un descenso en la
penetracién y una disminucién en la afinidad por el efecto hidrofgbico de las lesiones es-
trias grasas. Puesto que el contenido en fibrinégeno de estas lesiones no es significativa-
mente diferente del de las lesiones mds severas, el descenso en fibrina puede ser indirecta-
mente atribuido a una disminucién de la reactividad o penetracién de la trombina al inte-
rior de la placa. Sea cual fuere la causa, estos hallazgos son importantes en relacién a la
etiologfa de la placa. Si uno acepta el concepto de que las estrias grasas son precursoras de
las placas fibrosas en el humano, SMITH et al. (211), STRONG y MCGILL (225), la
teorfa trombogénica de la formacion de la placa pierde interés a causa del relativo descenso
de fibrina en las estrias grasas. La importancia de la fibrina en esta teorfa se debi6 al fra-
caso en la deteccién de antigenos plaquetares en las placas primarias o no complicadas,
CARSTAIRS (28). Estos hallazgos anteriores no son consistentes con la teoria trom-
bogénica de la formacién de las placas ateromatosas, YORK y BENJAMIN (255).

El estudio de la influencia de los inhibidores de la fibrinolisis también ha sido motivo
de experimentacién, aunque los resultados tampoco han llegado a aclarar su importancia.
A este respecto KATO (123) observa tras la administracién del inhibidor dcido-épsilon-
amino-caproico (EACA) por via oral a conejos sometidos a una alimentacién rica en co-
lesterol, un aumento del acdmulo de células espumosas en la arteria pulmonar sin cam-
bios patolégicos en la aorta. KATO et al. (124) detectan tras la administracién de otro in-
hibidor, el 4cido tranexdmico (AMCHA), un incremento del edema subendotelial de la
aorta y del edema de la capa eldstica interna de las arterias pulmonares, en conejos someti-
dos a dieta con y sin colesterol. Por el contrario, otros autores en la misma linea de
investigacién no hallaron modificaciones en la pared arterial tras la administracién del in-
hibidor EACA a animales con dieta rica en colesterol, FRITSTH et al. (82).

Estudios epidemiolégicos han demostrado una correlacién entre niveles altos de fibri-
négeno y una acelerada aterosclerosis, WEIGENSBERG et al. (244). Del mismo modo
MEADE et al. (151) hallan en un estudio prospectivo un incremento de la concentracién
plasmdtica del fibrindgeno en hombres que mueren por procesos cardiovasculares respecto
a los que sobreviven con las mismas afectaciones, e incluso observan una menor actividad
fibrinolitica sin relevancia significativa en el grupo de pacientes que murieron. En otros
estudios prospectivos de pacientes con enfermedad cardiovascular también se han encon-
trado concentraciones altas de fibrinégeno en plasma, GOTEBORG STUDY (247),
LEIGH STUDY (224), FRAMINGHAN STUDY (120). Con anterioridad a estos intere-
santes estudios, ya se habfa aludido al incremento de la concentracién del fibrinégeno enla
enfermedad arterial, CHAKRABARTI et al. (30), PEABODY et al. (179). El aumento de
los niveles de fibrin6geno en plasma podria explicar su incremento en la capa intima y
media por un aumento de la presién hidrodindmica y por una mayor difusién, factores de-
terminantes de la entrada de proteinas del plasma en el interior de la intima. El fibrin6geno
plasmatico aumenta progresivamente con la edad siendo significativamente elevado en pa-
cientes con aterosclerosis, POLA y SAVI (180).

Se ha valorado por diferentes estudiosos la actividad fibrinolitica en la aterosclerosis,
midiéndose en plasma y en la pared vascular. Algunos investigadores han hallado una
disminucidn de la actividad fibrinolitica en la aterosclerosis, CHAKRABARTI et al. (31),
ROSING et al. (188), SARKAR (194), BROWSE et al. (22). No se detecta actividad fi-
brinolitica en las placas ateromatosas complicadas de especimenes de arteria carétida tras la
endoarterotomia, D" ANGELO et al. (56).

En contraposicién de estos resultados, SMOKOVITIS (214) y SOMOKOVITIS et al.
(215) observan marcadas diferencias al estudiar la actividad del activador del plasminégeno,
del inhibidor de la plasmina y del inhibidor del activador del plasminégeno en especimenes
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de aorta humana con lesiones de estrias grasas y placas fibrosas.Tanto la actividad del
activador del plasminégeno como la del inhibidor de la plasmina se incrementan gradual-
mente de la intima normal a la placa fibrosa y de manera opuesta se comporta el inhibidor
del activador del plasminégeno. Este mismo autor, SMOKIVITIS y BINDER (213), tam-
bién ha observado un aumento de la actividad fibrinolitica en el inicio de la lesién ateros-
clerética. En el campo experimental, PADRO et al. (175) estudiando en la rata la influen-
cia de la hiperlipemia en la actividad fibrinolitica, observan una correlacién entre la
actividad del activador del plasminégeno y el nivel de hiperlipemia sin que la hubiera entre
la actividad fibrinolitica de la aorta y los niveles de colesterol y triglicéridos de la pared
vascular. Como podemos entender ante estas publicaciones, el papel de la actividad fibri-
nolitica en la aterogénesis no estd totalmente alcarado, por lo que sigue siendo objeto de
estudio.
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EL CONEJO COMO ANIMAL DE
EXPERIMENTACION PARA EL ESTUDIO DE LA
GENESIS ATEROSCLEROTICA

Aunque la aterosclerosis no reviste en los animales la importancia que posee en el
hombre, la extrapolacién de su estudio experimental permite conocer algunos aspectos de
esta entidad, maxime desde que se ha demostrado mediante experimentacién animal la
existencia de una conexién entre la aterosclerosis y el incremento del colesterol en plasma.

IGNATOWSKI (114) estudia en conejos el posible efecto de la dieta y observa que una
alimentacién a base de leche, mantequilla y huevos les produce unas lesiones semejantes a
las de la aterosclerosis en el humano. Unos afios méds tarde ANITCHKOW y CHALA-
TOW (3) y ANITCHKOW (2) publican los primeros resultados obtenidos del estudio de la
aterosclerosis en modelos con dieta grasa y determinan que el componente dietético res-
ponsable de las lesiones es el colesterol. A lo largo de mas de 70 afios se ha tenido cono-
cimiento de la diferente-susceptibilidad de las distintas especies animales al efecto aterogé-
nico de las dietas ricas en colesterol. Asi animales como cobaya BAILEY(11), cerdo
BRAGDON et al. (20), pollo DAUBER y KATZ (57) y varias especies de primates no
humanos CLARKSON et al. (41) CLARKSON et al. (42) SRINIVASAN et al. (219),
son menos sensibles que el conejo para reproducir las lesiones aterosclerdticas. Los perros
y las ratas son extremadamente resistentes a una dieta exclusivamente a base de colesterol
siendo necesarias manipulaciones hormonales o vitaminicas para inducir una hiperlipemia
y el desarrollo subsiguiente de las lesiones, STEINER y KENDALL (223), WISSLER et
al. (250), CANOVAS (27). La informacién obtenida a través de multitud de estudios avala
la utilizacién del conejo como animal de experimentacién para la investigacién de la
génesis aterosclerética, por poseer elementos estructurales semejantes a los humanos en
sus vasos arteriales, RODMAN et al. (186).

La aterosclerosis experimental ha sido inducida en el conejo en reiteradas experiencias
por diferentes investigadores, FRIEDMAN y BYERS (80), GENDRE (91), ADAMS y
BAYLISS (1), BORDIA et al. (17), JAIN y KONAR (116), RODMAN et al. (186),
KROON et al. (128), mediante la administracién de una dieta grasa en la que una cantidad
de colesterol entre 0,5 y dos gramos por dia complementa la alimentacién ordinaria diaria
(150 g. de granulado comercial). En general con este suministro el animal adquiere una
hipercolesterolemia que al cabo de un mes se manifiesta en una infiltracién lipidica de la
capa intima de la arteria aorta, a los dos meses la infiltracién es més abundante y aparecen
las primeras alteraciones de las fibras eldsticas y a los tres meses la pared de la aorta estd
muy alterada y con alto indice de lesiones ateromatosas siendo muy semejantes a las hu-
manas, GENDRE. (91).
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Ademds del estudio de las lesiones ateromatosas inducidas en el conejo con diferentes
dietas ricas en colesterol, algunos investigadores han dedicado especial atencién a las le-
siones ateromatosas esponténeas de la aorta de estos animales. RENAIS et al. (184) ob-
servan que su frecuencia no estd relacionada con la linea a la que pertenece el animal de
experimentacion ni con sus atributos de raza y sexo, pero si con el de la edad. SCEBAT et
al. (195) hallan lesiones macroscopicas en un 23% de los animales entre 13 y 18 meses de
edad y en un 23% de los animales entre 13 y 18 meses de edad y en un 83% de los mayo- -
res de 24 meses. GAMAN et al. (87) opinan que la severidad de las lesiones arteriales
espontineas del conejo no aumenta necesariamente con la edad.

El estudio microscdpico revela una mayor incidencia y extensién de las lesiones arte-
riales espontédneas que las detectadas macroscdpicamente. Dichas lesiones ateromatosas se
encuentran habitualmente limitadas al cayado adrtico, observandose en escasas ocasiones
en aorta tordcica y excepcionalmente en aorta abdominal, SCEBAT et al. (195), y se ca-
racterizan por un engrosamiento de la capa fntima fibromuscular con denudacién endotelial
generalizada o en ocasiones de forma segmentaria, alteraciones de las fibras eldsticas
(desordenadas o incluso fragmentadas), disposicién radial de las células musculares lisas y
aparecen focos de necrosis, SCEBAT et al. (195), SHARK et al. (197).

El estudio con microscopfa electrénica de transmisién (M.E.T.) de las lesiones
arterosclerdticas inducidas experimentalmente con dieta rica en colesterol, muestra que la
localizacién aértica de las lesiones ateromatosas mds severas se produce a nivel de cayado
adrtico con disminucién progresiva de la severidad hacia la aorta distal, RODMAN et al.
(186). Desde el punto de vista ultraestructural las lesiones arterosclerdticas de la aorta de
conejo presentan semejanza con las humanas, ya que las células musculares lisas se hallan
incrementadas en la capa intima, los lipidos se observan tanto intracelularmente como en
los espacios extracelulares, la 14mina eldstica interna se halla desorganizada y las células
musculares lisas de la capa media se encuentran vacuolizadas. Algunas lesiones estdn
ulceradas y en algunas dlceras se observan células sanguineas de varios tipos (eritrocitos,
leucocitos y agregados plaquetares). Esta semejanza entre las lesiones hace que el conejo
constituya un buen modelo experimental para el estudio de la aterosclerosis en el hombre,
RODMAN et al. (186). '

20



MATERIAL Y METODOS

Como animal de experimentacién se ha elegido al conejo macho neozelandés distri-
buyéndolo en diferentes grupos y dentro de cada uno en lotes especificos para cada expe-
riencia.

Grupo de estudio de la influencia de una dieta rica en colesterol en la
génesis ateromatosa en animales de cinco meses

Para este estudio se emplean conejos de dos meses de edad con un peso de 2.3+/-0.300
kg. al inicio de las pruebas experimentales y se distribuyen en dos lotes, uno de 30 cone-
jos constituye el lote control y otro también de 30 conejos sometidos a dieta rica en
colesterol el lote de ensayo. La dieta rica en colesterol consiste en una dieta normal (160
g/dia de pienso compuesto de granulado comercial) junto con 1.2 g/dia de colesterol
(MERCK) y 0.37% de 4cido c6lico (MERCK) para aumentar la absorcién del colesterol.
El tiempo total de experimentacién es de tres meses para ambos lotes. Los conejos se sa-
crifican siguiendo normas deontoldégicas y previa anestesia con pentobarbital sédico a la
dosis de 30 mg/kg. de peso, e infusién de heparina sddica a la dosis de 1 mg/kg. de peso
con el fin de inhibir la posible formacién de trombina que pudiera alterar la pared vascular
y provocar subsiguientes alteraciones plaquetares, BUCHANAN et al. (23), ESSIEN et al.
(74).

Grupo de estudio de la evolucién espontinea de lesiones ateroscleréticas
a los 18 meses

Se parte de 30 conejos de dos meses de edad y un peso de 2.3-+/-0.300 kg. y se les
mantiene con una dieta normal (160 g. de pienso compuesto granulado comercial) durante
16 meses. Los conejos se sacrifican a los 18 meses de edad con la misma metodologia que
anteriormente se ha descrito.

Extraccion de la arteria aorta

Se lleva a cabo como a continuacién se detalla, empleando idéntico procedimiento
quirtirgico en todos los grupos de ensayo. Bajo efecto anestésico se procede por diseccién a
la apertura del térax y abdomen del animal con liberacién de cayado adrtico, porcién tord-
cica y porcién abdominal (fig.1). Extraida la aorta, cada uno de los segmentos se divide en
tres porciones: tercio proximal (TP), tercio medio (TM) y tercio distal (TD).
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Procedencia de las muestras para los diferentes estudios

Para el estudio con microscopia 6ptica se utilizan muestras de las tres porciones en que
se divide cada uno de los segmentos; para el estudio con microscopia electrénica de trans-
misién las muestras proceden del tercio medio del cayado adrtico; para la valoracién del
metabolito de la prostaciclina 6-0xo-PGF1a del tercio proximal del cayado adrtico y para
el estudio de la actividad fibrinolitica del tercio distal del cayado adrtico.

Estudio con microspia ordinaria (M.O.)

Preparacicn de las muestras

Las muestras obtenidas de los fragmentos proximal, medio y distal de cayado adrtico,
aorta tordcica y abdominal, se fijan en formol tamponado S&rensen al 10% para su poste-
rior inclusién en parafina o se procesan en congelacién. Posteriormente se realizan cortes
de 10 micras que se tifien con hematoxilina de Harris para el estudio histolégico, con Su-
ddn III para el estudio de las grasas y con colorante especifico para el estudio de las fibras
eldsticas, como se expone mds adelante.

Composicidn topogrdfica para el estudio de lesiones y clasificacion de las mismas

El estudio de la incidencia de lesiones ateroscleréticas se lleva a cabo haciendo una
composicién topografica lo mas aproximada posible de los tres segmentos en los que se
ha dividido la arteria aorta, mediante cortes sucesivos y continuados de las porciones
proximal, media y distal de cada uno de ellos. Se valoran las lesiones aterosclerosas més o
menos evolucionadas en las que participa la capa intima, sin incluir las lesiones fibrosas
aisladas que aparecen en la capa media.

Las lesiones anatomopatoldgicas se clasifican en grados:

Grado 0 (0).- No se observan alteraciones en la capa intima, conservando inte-
gras sus estructuras. ,

Grado I (+).- Lesiones iniciales. Se observa un ensanchamiento de la capa in-
tima con despegamiento, presumiblemente producido por edema intersticial.

Grado II (++).- Lesiones avanzadas. Ademds del ensanchamiento de la capa in-
tima, se aprecia rotura de las fibras eldsticas.

Grado III (+++).- Lesiones muy evolucionadas. Incluye desde lesiones ateroma-
tosas o aterosclerdticas con desorientacién celular hasta la formacién de pla-
cas.

Técnicas de tincion

1- Fijador formol tamponado de SORENSEN
a) Fosfato monopotdsico 9.08 g/l.
b) Fosfato disédico 11.88 g/l.
Solucién tampén: X ml de a + (100-X) mi de b.
Solucién final fijadora: Formol comercial al 10% en solucién tampdn.

2- Técnica de tincidn con Hematoxilina-eosina.
Se utilizan cortes de 10 micras en parafina y se procede segin la técnica auto-
matizada AMES HISTOTEK.
3- Técnica de tincién con Sudén III (150) para grasas.
Se emplean cortes de 10 micras en congelacién a los que se aplica la siguiente
metodologfa:
a) Sumergir los cortes en agua destilada.
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b) Introducirlos en pocillos con Sudén III y en estufa a 37° C durante 15
minutos.

c¢) Lavar con agua destilada durante 3-4 minutos.

d) Afiadir Hematoxilina de Harris a los pocillos durante 3-5 minutos.

e) Lavar con agua corriente.

f) Cubrir con medio de Farrant.

4- Técnica para la tincién de fibras eldsticas(150).
Se parte de cortes de 10 micras en parafina y se procede como sigue:
a) Deshidratar con alcohol.
b) Afladir Hematoxilina alcohélica de 20 a 30 minutos.
- hematoxilina: 1 g.
- alcohol absoluto caliente: 20 ml.
¢) Lavar con agua corriente.
d) Cubrir con medio de Farrant.

Estudio de microscopia electrénica

Preparacion de las muestras

Del tercio medio del cayado aértico se obtiene un anillo de 0.5 a 1 mn. procediendo
inmediatamente a su fijacién con glutaraldehido al 2.5% en tamp6n fosfato 0.1 molar pH
7.2-7.4 durante 1-2 horas a 4° C. Tras la fijacién se realizan tres lavados con tampds fos-
fato y cada muestra se fracciona endos por corte transversal. Posteriormente se practica una
segunda fijacién con tetradxido de osmio al 1% en tampés fosfato 0.2 molar pH 7.2-7.4
durante 30 minutos a 4° C. Se realiza un nuevo lavado con tampén fosfato 0.1 molar. Se
deshidrata con concentracionesde alcohol crecientes y 6xido de propileno. Posteriormente
se preincuba la muestra con una mezcla a volimenes iguales de 6xido de propileno y epon
en cipsula de Been y se incuba durante 30 minutos a la temperatura del laboratorio. Para
la incubacién se utiliza epon y en lugar de cdpsulas de Been un soporte especial de forma
rectangular para hacer posible la colocacién exacta de la muestra arterial de tal forma que
en el corte puedan visualizarse simultdneamente las capas intima, eldstica, media y adven-
ticia a partir de la luz arterial. La capa {ntima estd siempre en el centro de la muestra. La
polimerizacién del epon se realiza en estufa a 60° C durante 24 horas. Los cortes semifi-
nos se practican con cuchilla de vidrio en un Reichert OM V3 y se tifien utilizando édcido
peryddico, azur II, tetraborato de sodio y azul de metileno. Se comprueban los cortes
semifinos al microscopio dptico localizando la capa intima y seleccionando la zona mads
adecuada para los cortes ultrafinos. Dichos cortes deben realizarse con cuchilla de diamante
y contrastarse con acetato de uranilo saturado y plomo, Reynolds modificado (185). Para
su visualizacién se utiliza un Zeiss E.M. 109.

Reactivos

1- Fijador glutaraldehido tamponado:
Glutaraldehido solucién comercial 25% ... 10 ml.
Solucién tampén fosfato de Milloning ... 90 ml.
Tiempo de fijacién minimo 5 horas.

2- Tamp6n fosfato de Milloning:
Solucién A.- Fosfato monosédico (Pm=137.99) al 2.26%
Solucién B.- Hidréxido sédico al 2.52%
Glucosa al 5.4%
Cloruro célcico al 1%.
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Se prepara el tamp6n mezclando las soluciones A y B en proporcién de 83 ml.
y 17 ml. respectivamente. A 90 ml. de esta mezcla se le afiaden 10 ml. de la
solucién de glucosa al 5.4% y 0.5 ml. de cloruro cdlcico. Se ajusta el Ph
entre 7.2 - 7.4.
3- Tampdn fosfato 0.2 molar pH 7.2-7 .4:
Solucién A.- Fosfato monosédico 0.2 molar
Solucién B.- Fosfato bisédico 0.2 molar
Mezclar 44 ml. de solucién A con 156 ml. de solucién B.
4- Tamp6n fosfato 0.1 molar pH 7.2-7.4:
Solucién formada por volimenes iguales de agua destilada y tamp6n fosfato 0.2
molar pH 7.2-7.4.

5- Tetradxido de osmio al 1% en tampdn fosfato 0.2 molar pH 7.2-7 4.
6- Oxido de propileno. '

7- Epon.

8- Acido peryédico

9- Azur II

10- Tetraborato de sodio

11- Azul de metileno

12- Acetato de uranilo saturado

13- Plomo.

Estudio de la fibrinolisis en la pared arterial (168)

Preparacion de las muestras

Del tercio distal del cayado adrtico se obtienen dos anillos de aproximadamente 0.5
mm. y se introducen en un tubo de ensayo de pléstico conteniendo tampén Tris de tal
forma que los cubra totalmente, procediendo seguidamente a su congelacién a -70° C. En
cada uno de los anillos se practican cortes de 30 micras de grosor con un microtomo
criostético colocdndolos posteriormente en nimero de dos sobre un portaobjetos. A cada
porta se le adicionan 0.6 ml. de fibrin6geno bovino al 1% en tampdn fosfato Sérensen pH
7.8 enriquecido con plasmindgeno 0.1 unidades caseoliticas (U.C) por ml. Posteriormente
se le afiaden 20 microlitros de una solucién de trombina humana que contiene 20 unidades
internacionales (U.L.) por ml. Las soluciones, rdpidamente mezcladas en un drea de 2.5 x 4
cm., forman una pelicula de fibrina que cubre los cortes de tejido. Los portas se dejan en
cdmara himeda durante una hora tras la cual se eleva la temperatura de la cdmara a 37° C
donde permanecen 120 minutos. Pasado este tiempo, todas las preparaciones son fijadas en
solucién de formol al 10% y una vez lavadas con cuidado con agua se tifien con
hematoxilina de Harris. La preparacién seca se visualiza con el microscopio éptico para
observar las posibles zonas de lisis. La actividad fibrinolitica correspondiente a la capa in-
tima y desarrollada por los cortes de tejido, se valora de forma arbitraria con una, dos y
tres cruces y a la ausencia de lisis de fibrina se le da el valor O.

Reactivos
1~ Fibrinégeno bovino Kabi.
2- Tampédn fosfato Sérensen pH 7.8 molar.
3- Trombina humana (Fibrindex Ortho).
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Valoracion de la prostaciclina (PGI2) en su forma de metabolito
6-0x0-PGF1lo por radioinmunoensayo

Preparacicn de las muestras

Para valorar la liberacién de PGI2 de determina su metabolito 6-0x0-PGF1a siguiendo
la metddica de bioensayo de acuerdo con Moncada et al(155).

Del tercio proximal del cayado adrtico se extrae un anillo de 3 mm. que se introduce en
tamp6n Tris 1 molar a 4° C y pH 7.5, procediendo a realizar la técnica antes de los 5 mi-
nutos tras su extraccién. Se ajusta el anillo, previa limpieza externa de todo resto visible
que no sea aorta, exactamente a 1,5 mm. Se incuba en 0.4 ml. de tampén Tris durante 3
minutos a 22° C extrayéndose el anillo y congelando el liquido de incubacién a -70° C. El
anillo una vez pesado se fija en formol tamponado y se procesa para el estudio con mi-
croscopia éptica.

La determinacién de 6-oxo-PGF1a en el liquido de incubacién se realiza segtn la téc-
nica recomendada por New England Nuclear Thromboxane B2-6-Keto-Prostaglandin Fla
(3H RIA KIT). Las muestras han sido procesadas en el laboratorio de is6topos del Servi-
cio de Hematologia del Hospital de San Pablo de Barcelona por el personal especializado
en estas determinaciones. Los resultados se expresan en picogramos de metabolito pro-
ducido / mililitro de liquido de incubacién / miligramo de peso de anillo / 3 minutos de
incubacién.

Determinacion de colesterol

La determinacién de colesterol se lleva a cabo en suero siguiendo el método de Lie-
bermann-Burchard directo, segiin metodologia y KIT de Clinica Médica Aplicada S.A.

El fundamento consiste en que en presencia de anhidrido acético y dcido sulftirico, el
colesterol se transforma en 3,3 bis (3,5 colastedieno) monosulfénico, de color verde azu-
lado, con una absorcién méaxima a 625 nm. El método cumple la ley de Beer.

La valoracién del colesterol en suero se centra en el grupo de experimentacién de cinco
meses comparando los niveles hallados en el lote control con los del lote con dieta ate-
rogénica con el fin de detectar en este ultimo el efecto hipercolesterolemiante de la admi-
nistracién de una dieta rica en colesterol. Esta técnica no se aplica al grupo de
experimentacién de 18 meses por no contener ningin lote de animales sometido a régimen
graso que posibilite la comparacién anterior.

Anailisis estadistico

El estudio se realiza con un Ordenador PC utilizando un programa de estadfstica
SIGMA PLUS. Se aplica la estadistica bésica a cada grupo estudiado, calculando su me-
dia, desviacién tipica, valores minimo y médximo, tamafio de la muestra, rango, coefi-
ciente de variacién y error estandar de la media. Igualmente se estudia la comparacién de
medias entre los diferentes grupos calculando la diferencia de medias, t de Student y grados
de libertad corregidos en el caso de comparacién de muestras en funcién de si las varianzas
son o no similares, el nivel de probabilidad que corresponde al valor de la t y finalmente la
significacién del contraste.

Se determina el colesterol en el grupo de cinco meses comparando los valores obteni-
dos en el lote control con los del lote sometido a dieta aterogénica.
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La determinacién del metabolito 6-0x0-PGF1a en cayado adrtico, se realiza tanto en el
grupo de cinco meses de experimentacién como en el de 18 meses. En el primer grupo se
realizan tres comparaciones: los valores hallados en el lote control con los del lote con
dieta aterogénica, los encontrados en el lote control con lesiones ateroscleréticas con res-
pecto a los de los animales con lesiones y los valores del lote con dieta aterogénica con
lesiones ateroscleréticas en relacién a los de los animales sin lesiones. En el grupo de 18
meses se comparan los valores obtenidos en los animales con y sin lesiones. Finalmente
se realiza la comparacién de la produccién del metabolito entre ambos grupos de experi-
mentacion.
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CASUISTICA

Los animales de experimentacién se distribuyeron en los grupos que a continuacién se
exponen:
1) Grupo de cinco meses:

- Lote control (L. Control): constituido por 30 conejos macho que al iniciar la
experimentacién tienen dos meses de vida y al finalizar el ensayo cinco me-
ses.

- Lote con dieta aterogénica (L. Aterog.): compuesto por 30 conejos macho de
dos meses de edad al comienzo de la experimentacién y cinco meses al fina-
lizar el ensayo.

2) Grupo de experimentacién de 18 meses (G. 18 meses):
Formado por 30 conejos macho que al iniciar la experimentacién tienen dos
meses de edad y participan en el ensayo durante 16 meses.

Alimentacion
L. Control: alimento granulado comercial a razén de 160 g/dfa y agua libremente.

L. Aterog.: alimento granulado comercial a razén de 160 g./dia, 1.2 g./dia de
colesterol, 0.5 g./dfa de 4cido célico y agua libremente.

G. 18 meses: alimento granulado comercial a razén de 160 g./dia y agua libremente.

Perfil de investigacion
L. Control L. Aterog. G. 18 meses

Microscopia éptica + + +
M. electrénica + + +
6-0x0-PGF1la + + +
Act. Fibrinolitica + + +
Microscopia optica
Aorta
Cayado TorAcica Abdominal
L. Control + + +
L. Aterog. + + +
G. 18 meses + + +
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Microscopia electrénica
Tercio medio de
cayado adrtico

L. Control +
L. Aterog. +
G. 18 meses +

6-0x0-PGFla
Tercio proximal de
cayado adrtico
L. Control +
L. Aterog. +
G. 18 meses +

Actividad fibrinolitica de la pared vascular

Tercio distal de
cayado adrtico

L. Control +
L. Aterog. +
G. 18 meses +

El signo (+) corresponde a las pruebas que se han realizado en este estudio.
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ANALISIS ESTADISTICO

Determinacién de colesterol (mg/100 ml) en suero

Grupo de 5 meses. Lote Control y Lote con dieta aterogénica

Media (x) Desviacion tipica Tamafio Minimo Miéximo
L. control 43.667 16.533 30 22 87
L. aterog. 275.367 146.077 30 105 570

Rango Coef. variacién Error Est. Media

L. control 65 37.861 % 3.018
L. aterog. 465 53.048 % 26.669

Comparacion de las medias: ~ Diferencia: 231.700
‘ Error estadistico: 26.840
t = 8.633
Significativo: p<0.001

Determinacion del metabolito 6-Oxo-PGFla (pg/ml/mg/3min) en cayado

adrtico

1. Grupo de 5 meses
1.1. Lote control y Lote con dieta aterogénica

Media () Desviacidn tipica Tamafio Minimo Miéximo
L. control 228.869 42810 24 142.500 338.460
L. aterog. 126.586 34.509 24 63.150 211.260

Rango Coef. variacion Error Est. Media

L. control 195.960 18.705 % 8.739
L. aterog. 148.110 27.261 % 7.044

Comparacion de las medias: ~ Diferencia: 102.283
Error estadistico: 11.224
t=9.113
Significativo: p<0.001
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1.2. Lote control con y sin lesiones aterosclerdticas

Media (X) Desviacion tipica Tamafio Minimo Maéximo
Con lesiones 204.066 25.661 5 182.350 246.930
Sin lesiones 236.178 44.148 19 142.500 338.460
Rango Coef. variacién Error Est. Media
Con lesiones 64.580 12.575 % 11.476
Sin lesiones 195.960 18.693 % 10.128
Comparacion de las medias: ~ Diferencia: 32.112
Error estadistico: 20.812
t=1.543
Significativo: p>0.05
1.3. Lote con dieta aterogénica con y sin lesiones ateroscleréticas
Media (X) Desviacién tipica Tamafio Minimo Maiéximo
Con lesiones 124.767 31.966 10 77.300 190.900
Sin lesiones 127.886 37.352 14 63.150 211.260
Rango Coef. variacién Error Est. Media
Con lesiones 113.600 25.621 % 10.109
Sin lesiones 148.110 29.207 % 9.983
Comparacion de las medias: ~ Diferencia: 3.119
Error estadistico: 14.594
t=0.214
Significativo: p>0.05
2. Grupo de experimentacion de 18 meses. Animales con y sin lesiones
Media (X) Desviacién tipica Tamafio Minimo Miéximo
Con lesiones 373.712 53.157 12 294.300 463.200
Sin lesiones 343.017 107.782 12 184.500 475.200

Rango Coef. variacién Error Est. Media

Con lesiones 168.900 14.224 % 15.345
Sin lesiones 290.700 31.422 % 31.114

Comparacion de las medias:  Diferencia: 30.695
Error estadistico: 34.692
t=0.885
Significativo: p>0.05
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3. Comparacion de la produccion del metabolito entre el Lote Control del grupo de

experimentacion de 5 meses y el grupo de 18 meses

Media (X) Desviacién tipica Tamafio Minimo Maéximo
L. control 228.869 42810 24 142.500 338.460
G. 18 meses 358.394 84.583 24 184.500 475.200

Rango Coef. variacién Error Est. Media

L. control 195.960 18.705 % 8.739
L. 18 meses 290.700 23.601 % 17.265

Comparacién de las medias: ~ Diferencia: 128.525
Error estadistico: 19.351
t = 6.693
Significativo: p<0.001
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RESULTADOS

Valoracién con microscopia éptica de la incidencia de lesiones
aterosclerédticas en arteria aorta y de la estructura histolégica adrtica y
de las lesiones aterosclerdticas

1. Grupo de conejos de 5 meses
1.1. Incidencia de lesiones aterosclerdticas

Los conejos se sacrifican a los cinco meses de vida, valorando en ambos lotes (control
y con dieta aterogénica) con microscopfa dptica la incidencia de lesiones aterosclerdticas
en la capa fntima de la arteria aorta (Fig. 1), para lo cual se hace una composicién topo-
gréifica lo mds exacta posible con cortes sucesivos y continuados de las porciones proxi-
mal, media y distal de cayado adrtico, aorta tordcica y abdominal.

En el lote control 1a incidencia de estas lesiones es de un 16.6 por cien, concentradas
en cayado adrtico y sin encontrarse en aorta tordcica ni abdominal, siendo de grado medio
(++) y muy evolucionadas (+++). Cuadro 1. Grifica 1.

En el lote con dieta aterogénica la incidencia de lesiones es de un 50 por cien locali-
zédndose principalmente en cayado adrtico (80%), en menor cuantfa en aorta toracica (20%)
y ausentes en aorta abdominal, perteneciendo también a los grados medio (++) y muy
evolucionado (+++). Cuadro 1. Gréfica 2.

Cuadro 1: Grado de las lesiones aterosclerdticas. Grupo de 5 meses

Casos L. Control Casos L. Aterog.
1 ++ 1 +++
2 ++ 2 +4+
3 +++ 3 ++
4 - 4 ++
5 +++ 5 +++
6-30 0 6 ++

7 +++
8 ++
9 ++
10 ++
11 ++
12 ++
13 +++
14 ++
15 ++
16-30 0

(0) Grado 0. Ausencia de lesiones.
(++) Grado II. Lesiones de grado medio.
(+++) Grado III. Lesiones muy evolucionadas.
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Grdfica 1: Grado de lesion aterosclerdtica. Grupo 5 meses: Lote Control
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Fig. I: Aorta de conejo abierta longitudinalmente en la que se pueden apreciar estrias
grasas en cayado adrtico. Lote con dieta aterogénica. Grupo de 5 meses.

1.2. Estructura histolégica adrtica y de las lesiones aterosclerdticas

El estudio histolégico con microscopia Gptica de las diferentes porciones adrticas de
los animales del lote control sin lesiones aparentes, muestra mediante 1a tincién de hema-
toxilina-eosina un aspecto homogéneo sin desorden estructural (Fig. 2). Los casos con le-
siones ateroscleréticas del mismo lote presentan un marcado engrosamiento de la capa in-
tima, segmentario o generalizado, aprecidndose en algunas ocasiones desprendimiento de la
linea endotelial edematizada (Fig. 3), acompafidndose de alteraciones de las fibras el4sticas,
desordenadas e incluso fragmentadas (Fig. 4) y de infiltracién de elementos musculares 1i-
sos y mononucleares (Fig. 5), llegando a formar placas que muestran en su centro un va-
cio que corresponde a la existencia de calcio. En las lesiones con pérdida endotelial se ob-
servan frecuentes formaciones trombéticas plaquetares que constituyen los trombos mura-
les (Fig. 5).

En los animales del lote con dieta aterogénica se observa en todas las muestras una
manifiesta infiltracién grasa muy similar en disposicién intra y extracelular (Fig. 6) y de-
limitada exclusivamente a la capa intima, con presencia de células espumosas que le dan
una imagen muy caracteristica (Fig. 7), hecho que contrasta con el lote control donde la
infiltracién grasa es muy escasa y difuminada.
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Fig. 2: Cuvado adrtico normal (TM). Corte transversal. Lote control. Grupo de cinco
meses, (40x).

Fig. 3: Aorta tordcica (TP). Desprendimiento de lu lineua endotelial edematizada. Lote
control. Grupo de cinco meses. (10x).




Fig. 4: Cayado adrtico (TD) con lesion inicial. Rotura de fibras eldsticas y edema. Lote
control. Grupo de cinco meses. (10x).

Fig. 5: Cayado adrtico (TD) con lesién avanzada. Pérdida endotelial. Infiltracion y
proliferacion de células musculares lisas y mononucleares. Trombo mural (flecha). Lote
control. Grupo de cinco meses. (100x).




Fig. 6: Cayado adrtico (TM) con gran infiltracion grasa intra’y extracelular. Lote
aterogénico. Grupo de cinco meses. Las flechas sefialan la capa intima. (100x).

Fig. 7: Cayado adrtico (TM). Engrosamiento de la capa intima por la presencia de células
espumosas. Lote aterogénico. Grupo de cinco meses. (40x).
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2. Grupo de conejos de 18 meses

2.1. Incidencia de lesiones aterosclerdticas

El estudio con microscopia Gptica de cortes sucesivos y continuados de las diferentes
porciones TP, TM y TD de cada uno de los segmentos en que se divide la arteria aorta,
permite realizar una composicién topogréfica bastante aproximada de la extensién y grado
de las lesiones de la pared vascular, localizdndose la mayor incidencia en el tercio medio y

distal del cayado adrtico.

La incidencia de lesiones aterosclerdticas en la capa intima es de 46.6 por cien distri-
buyéndose de la siguiente forma: un 37 por cien en los tercios proximal y medio de ca-
yado adrtico y un 55 por cien en su tercio distal, un 5 por cien en el tercio tordcico
proximal y un 2.5 por cien en la aorta abdominal. Las lesiones pertenecen fundamental-
mente a los grados medio (++) y muy evolucionado (+++); algunas abarcan 2/3 del cayado
adrtico y sélo en dos casos lo ocupan en su totalidad. Cuadro 2. Gréfica 3.

Cuadro 2: Grado de las
lesiones aterosclerdticas.

Grupo de 18 meses
Casos Lesiones
1 +++
2 +++
3 +++
4 ++
5 ++
6 ++
7 +4
8 +4++
9 ++
10 +4+
11 +++
12 ++
13 ++
14 +
15-30 0

7.00

Grdfico 3: Grado de las
lesiones aterosclerdticas.
Grupo de 18 meses
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(0) Grado 0. Ausencia de lesiones.
(+) Grado L. Lesiones iniciales
(++) Grado II. Lesiones de grado medio.
(+++) Grado III. Lesiones muy evolucionadas.
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2.2. Estructura histoldgica adrtica y de las lesiones aterosclerdticas

El examen microscépico de los diferentes fragmentos adrticos pertenecientes a los
animales aparentemente normales de este grupo, refleja una histologfa sin alteraciones
conservando perfectamente diferenciadas todas sus capas (Figs. 8y 9).

En los animales con lesiones se observan cortes con despegamiento segmentario
endotelial (Fig. 11); otros con intenso engrosamiento de la capa intima con rotura de
fibras eldsticas y edema (Figs. 10 y 16), infiltracién mononuclear (Fig. 12) y de células
musculares lisas (Fig. 15) conservando el endotelio; otros con despegamiento endotelial y
proliferacién de células musculares lisas (Fig. 14) y otros llegando incluso al
desprendimiento endotelial (Fig. 13) acompafidndose de trombos murales (Fig. 20). Es
frecuente la presencia de placas fibrosas (Figs. 17, 18 y 19) delimitadas por tejido normal
en la capa intima, con un centro carente de estructura que corresponde a la existencia de
calcio y constituyendo una protulsién hacia la luz del vaso. En esta capa existe un
contenido en grasa muy difuso sin llegar a acumularse en las placas fibrosas.

Fig. 8: Cayado adrtico normal (TM). Grupo de 18 meses. (40x).
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Fig. 9: Aorta tordcica normal. Grupo de 18 meses. (10x).

Fig. 10: Cayado aortico (TM) con irregularidad en la capa intima por rotura de fibras
eldsticas y edema. Grupo de 18 meses. (40x).
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Fig. 11: Cayado aértico (TP) con despegamiento segmentario endotelial. Las flechas
indican la extension de la lesién. Grupo de 18 meses. (40x).

Fig. 12: Cayado adrtico (TM) con lesion inicial de despegamiento endotelial e infiltracion
de células mononucleadas. Grupo de 18 meses. (10x).




Fig. 13: Cayado adrtico (TM) con desprendimiento endotelial. Grupo de 18 meses. (40x).

=

Fig. 14: Cayado adrtico (TM). Despegamiento endotelial. Infiltracion y proliferacion de
células musculares lisas. Grupo de 18 meses. (100x).




Fig. 15: Cayado aértico (TP) con rotura de fibras eldsticas e infiltracion de células
musculares lisas. Grupo de 18 meses. (40x).




Fig. 17: Cayado adrtico (TD) con lesiones aterosclerdticas en distinto grado de evolucion
hasta la formacion de placas. Grupo de 18 meses. (10x).

Fig. 18: Cayvado adrtico (TM) con lesiones en distinto grado de evolucion hasta la
Sormacian de placas. Grupe de 18 meses. (10x),

y
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Fig. 19: Aorta tordcica. Lesion avanzada con formacion de placa aterosclerdtica. Grupo de
18 meses. (10x).

Fig. 20: Cayado aortico (TM). Lesion aterosclerdtica avanzada con presencia de trombo
plagquetar mural, desprendimiento de la capa intima, infiltracién mononuclear y de células
musculares lisas, rotura de fibras eldsticas y edema. Grupo de 18 meses. (100x).
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Valoraciéon ultraestructural con microscopia electrénica de transmisién
(M.E.T.) del cayado aértico y de sus lesiones aterosclerdticas.
Especial referencia al elemento plaquetar

1. Grupo de animales de 5 meses

El estudio se centra en las capas ntima, eldstica y media del cayado adrtico, por ser
éste el lugar de mayor incidencia de lesiones ateroscleréticas visualizadas con microscopia
ordinaria. Para la localizacién de las lesiones se practican previamente cortes semifinos.

En el lote control se observa el endotelio conservado, uniforme, relajado (Fig. 25) y
algunas veces contraido (Fig. 24). Por el contrario en los animales sometidos a dieta ate-
rogénica el endotelio estd bastante tumefacto, unas veces conservado y con abundante
actividad pinéctica y otras denudado. Por debajo del endotelio se observa una gran infiltra-
cién lipidica con abundantes células espumosas que corresponden a histiocitos vacuoliza-
dos por lipidos (Fig. 21) en forma de inclusiones laminares representando figuras de mie-
lina, coexistiendo con un intenso edema.

En el lote con dieta aterogénica los elementos midgenos, células musculares lisas
alteradas, contienen dos clases de vacuolizaciones, unas de tipo lisosomal y otras mé4s
densas de aspecto estratificado con disposicién mielinica (Fig. 22) que corresponden a inclu-
siones lipoproteicas. En las lesiones avanzadas aparecen gran cantidad de células mono-
nucleadas con fuerte infiltracién de células musculares lisas y éstas dltimas se transforman
en células espumosas midgenas con inclusiones citoplasmaticas de contenido granuloso y
rodeadas de una membrana para finalmente perder la disposicién de los miofilamentos y
originar células repletas de vacuolas con distinta densidad electromicroscépica (Fig. 23).

Un aspecto de especial interés lo constituye el estudio del comportamiento plaquetar en
la pared arterial de los diferentes grupos de experimentacién. Existen semejanzas entre las
formaciones microtrombdticas murales observadas en el lote control de cinco meses y en
el grupo experimental de 18 meses, ya que son muy escasas y estdn constituidas por un
reducido nimero de elementos plaquetares con formaciones seudopddicas de los que dos o
tres se hallan adheridos a la zona denudada, se aprecian los componentes granulares de los
elementos que conforman la agregacién plaquetar y los microtrombos adquieren formas li-
bres o pendulares entre otras en la luz del vaso (Fig. 27). Algunas veces se visualizan
elementos plaquetares en la zona subendotelial concomitante a zonas endoteliales normales
que presentan una forma redondeada u ovoidea sin formaciones seudopddicas. También,
aunque con escasa frecuencia, se observan plaquetas en la zona eléstica sin formaciones
seudopddicas y con sus componentes granulares, lo que expresa su inactividad. Por ul-
timo, rara vez se hallan elementos plaquetares en relacién con la capa media.

Los elementos plaquetares adquieren una especial caracteristica en los conejos con le-
siones ateromatosas tanto del lote con dieta aterogénica como en los animales de 18 meses
de experimentacién.

En el lote de conejos con dieta aterogénica, son muy frecuentes tanto los trombos
murales (Fig. 26) exclusivamente constituidos por plaquetas como los trombos mixtos
(Fig. 29). Los trombos plaquetares estdn formados por un gran agregado celular y se adhie-
ren a la zona subendotelial por cuatro o més elementos plaquetares y en ellos la mayoria
de las plaquetas mds cercanas a la pared vascular se hallan degranuladas y con una gran va-
riedad de formaciones seudopddicas con las que se abren camino entre las plaquetas vecinas
(Fig. 28). Las plaquetas m4s alejadas de la pared del vaso mantienen sus formaciones gra-
nulares perfectamente reconocibles. Es frecuente hallar redes de fibrina entre las plaquetas.
En estos microtrombos no son reconocibles ni hematfes ni leucocitos. En la zona corres-
pondiente a la l4mina eldstica se observa con cierta frecuencia algiin actimulo plaquetar en
el que se imbrican elementos degranulados con otros granulados y en las zonas més cerca-
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nas a la capa media son reconocibles elementos degranulados con forma de globo.

Los microtrombos mixtos se localizan en posicién subendotelial alternando con zonas
donde el endotelio se encuentra mds o menos alterado y contienen en su interior quilomi-
crones, elementos plaquetares degranulados, hematies, leucocitos y grdnulos con estructura
mitocondrial (Fig. 29).

Las caracteristicas de los elementos plaquetares del grupo de experimentacién de 18
meses se desarrollan en el apartado correspondiente a este grupo.

Fig. 21: M.E.T. Electro-micrografia. Elemento histiocitario de aspecto espumoso entre
células musculares lisas. Lote aterogénico. Grupo de cinco meses. (7000x).

Fig. 22: M.E.T. Electro-micrografia. Células musculares alteradas con inclusiones
lipoproteicas en disposicion mielinica. Lote aterogénico. Grupo de cinco meses. (7000x).
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Fig. 23: M.E.T. Electro-micrografia. Células musculares lisas muy alt;eradax (células
midgenas). Lote aterogénico. Grupo de cinco meses. (7000 ).

Fig. 24: M.E.T. Electro-micrografia. Célula endotelial contraida (End). Lemina eldstica
(EL). Lote control sin lesiones. Grupo de cinco meses. (3000¢),
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Fig. 25: M.E.T. Electro-micrografia. Célula endotelial relajada. Capa muscular lisa. Lote
control sin lesiones. Grupo de cinco meses. (3000x).

Fig. 26: M.E.T. Electro-micrografia. Trombo plaquetar mural. Lote aterogénico. Grupo
de cinco meses. (11000x).
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Fig. 27: M.E.T. Electro-micrografia. Trombo mural plaguetar con un resto de célula
endotelial flotando en la luz del vaso. Hematies. Lote control con lesiones. Grupo de
cinco meses. (7000x).

Fig. 28: M.E.T. Electro-micrografia. Trombo mural adherido a una zona denudada
subendotelial en el que se observan elementos plaquetares en diferente estado de evolucion,
Jormaciones seudopddicas plaquetares que se infiltran entre las plaquetas vecinas y red de
fibrina en la superficie del trombo. Lote aterogénico. Grupo de cinco meses. (7000x).
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Fig. 29: M.E.T. Electro-micrografia. Trombo mixto en el que se visualiza un
quilomicron, mitocondrias y un hematie. Se observa un endotelio con gran pinocitosis.
Lote aterogénico. Grupo de cinco meses. (7000x).

2. Grupo de 18 meses

El estudio se centra en las capas intima, eldstica y media del cayado aértico al igual
que en el grupo de cinco meses, por ser el lugar de mdxima incidencia de lesiones ateros-
cleréticas visualizadas con microscopia ordinaria y para la localizacién de las lesiones
también se practican previamente cortes semifinos.

En las preparaciones sin lesiones histoldgicas, el estudio con microscopia electrénica
muestra una linea endotelial semejante a la del grupo control de cinco meses, formada por
elementos endoteliales relajados y contraidos (Fig. 30), y estos dltimos facilitan la comu-
nicacion del subendotelio con la luz vaso (Fig. 30). En el espacio subendotelial aparecen
elementos plaquetares en solitario de forma redondeada, con escasas granulaciones y sin
que morfolégicamente denoten actividad (Fig. 30). En las capas subendotelial y eldstica
interna se halla alguna célula muscular lisa siendo abundante su presencia en la capa media
en disposicién clasica y sin presentar alteraciones. En la zona eldstica, constituida por ha-
ces fibrilares cortados transversal o longitudinalmente, se observan elementos plaguetares
individualizados (con morfologia semejante a las plaquetas encontradas en la zona suben-
dotelial) o formando grupos (Fig. 31). En el inicio de la capa muscular se observa con ca-
rdcter extraordinario algun elemento plaquetar cercano a células musculares lisas.

En las preparaciones procedentes de animales con lesiones incipientes, el endotelio
también presenta elementos celulares contraidos (Fig. 32) y relajados de estructura normal
o acompafiados de un edema subendotelial que les provoca su despegamiento segmentario,
no siendo infrecuente la observacién de elementos plaquetares inmediatamente por debajo
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de las células endoteliales y en el subendotelio. Cuando se profundiza hacia la capa media,
a nivel de la capa eléstica se visualiza algiin grupo o microtrombo plaquetar formado por
cuatro o més elementos celulares que mantienen su contenido granular. Al comienzo de la
capa muscular se observa la disposicién cldsica de los elementos musculares lisos y se
aprecia de manera inconstante algiin elemento plaquetar cercano a ellos.

Fig. 30: M.E.T. Composicidn electro-microgrdfica. Capa intima en la que se observa
célula endotelial contraida (End), ldmina eldstica interna (LEI) y elementos plaquetares
‘ aislados no activos (P). Grupo de 18 meses sin lesiones. (4000x).
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Fig. 31: M.E.T. Electro-micrografia. Capa eldstica con grupo de plaquetas con
caracteristicas morfologicas de ausencia de actividad (punta de flecha). Grupo de 18 meses
sin lesiones. (7000x).

Fig. 32: M.E.T. Electro-micrografia. Célula endotelial contraida (End) ofreciendo zona de
apertura que pone en contacto la luz del vaso con el subendotelio y la Idmina eldstica
interna (LEI). Grupo de 18 meses con lesion inicial. (11000x)
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En las preparaciones que corresponden a lesiones avanzadas, el endotelio presenta célu-
las endoteliales relajadas o contraidas aparentemente normales con edema subendotelial, o
zonas denudadas que contienen con frecuencia microtrombos murales, constituidos por
elementos plaquetares donde los mds alejados de la pared vascular conservan sus membra-
nas y granulaciones. En la zona subendotelial se observa un manifiesto incremento de fi-
bras de coldgeno con células musculares lisas alteradas (Fig. 33) entre ellas, microtrombos
plaquetares sin pérdida de su morfologfa y algtin elemento plaquetar individualizado que
conserva todas sus estructuras. En la capa eldstica pueden encontrarse aglomerados plaque-
tares. En la capa muscular se observan elementos plaquetares individualizados que en al-
giin momento contactan con las células musculares lisas mediante alguna prolongacién
protoplasmdtica (Fig. 34).

En las lesiones muy evolucionadas se observa la presencia de abundantes células mus-
culares lisas morfolégicamente alteradas y a veces incluso con pérdida de su estructura ca-
racteristica, acompafiadas de edema y de restos celulares. El endotelio puede encontrarse sin
alteraciones recubriendo la lesién.

Fig. 33: M.E.T. Electro-micrografia. Célula muscular alterada con inclusiones y edema.
Grupo de 18 meses con lesion avanzada. (7000x).
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Fig. 34: M.E.T. Composicion electro-microgrdfica. Capa muscular en la que se observan
dos elementos plaquetares activos en contacto con una célula muscular lisa (puntas de
flecha). Grupo de 18 meses con lesion avanzada (7000x).
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Valoracién del colesterol en el grupo de experimentacién de 5 meses

Los resultados obtenidos de la valoracién del colesterol en el suero de los lotes control
y con dieta aterogénica se resumen en el cuadro 3 y se representan en la grifica 4. En el
lote control la media de colesterol total en suero es de 43.667+/-16.5633 mg/100 ml, con
un valor minimo de 22 y uno méximo de 87. En el lote con dieta aterogénica la media de
colesterol total es de 275.367+/-146.077 mg/100 m! con un valor minimo de 105 y uno
mdximo de 570. El andlisis estadfstico del estudio de la comparacién de las medias de
ambos grupos nos muestra una t= 8.633 y una p< 0.001 (diferencia significativa).

Cuadro 3 y Grdfica 4: Colesterol total en suero

Casos L. control Casos L. aterog.

1 25 1 157

2 31 2 238

3 63 3 430

4 42 4 268

5 38 5 211

6 30 6 105

7 67 7 105

8 63 8 161 3004
9 87 9 137

10 39 10 215 L1 L. control
11 37 11 570 B L. aterog
12 22 12 153 ] ‘
13 53 13 480

14 28 14 150

15 25 15 500

16 31 16 317 2004
17 31 17 149

18 37 18 231

19 26 19 164

20 58 20 456 ]
21 38 21 500

2 26 22 250

23 37 23 278

24 70 24 181  100-
25 57 25 268

2% 56 2% 522

27 39 27 288

28 63 28 497 '
29 53 29 137

30 38 30 143

% = 43.667 % = 275.367 0
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Determinacion del 6-Oxo-PGFla en cayado adrtico

1. Grupo de 5 meses

La determinacién en el TP del cayado adrtico del metabolito de la prostaciclina 6-oxo-
PGF1a, muestra una marcada disminucién en el lote sometido a dieta aterogénica frente al
lote control, como se observa en el cuadro 4 representado en la gréfica 5, obteniéndose un
mdximo de 211.26 pg/ml/mg/3 min. y un minimo de 63.15 pg/ml/mg/3 min. con una
media de 126.586+/-34.509. El lote control presenta un méximo de 338.46 pg/ml/mg/3
min. y un minimo de 142.50 pg/ml/mg/3 min. con una media de 228.869+/-42.810. La
diferencia entre ambos lotes es altamente significativa (p<0.001). Los resultados corres-
ponden a 24 animales por grupo.

Cuadro 4y Grdfica 5: 6-Ox0-PGFla en aorta

Casos L. control Casos L. aterog.

1 206.25 1 116.41
246.42 2 190.90
3 192.30 3 146.93
4 33846 4 14250  5sg-
5 319.67 5 130.50 D L. control
6 194.10 6 113.44 i - E L. aterog
7 219.40 7 96.17 ,
8 223.88 8 125.80 200 -
9 258.62 9 211.26
10  216.66 10 190.67
11 257.40 11 147.27
12 210.74 12 77.30
13 271.81 13 63.15 150
14 240.00 14 98.36
15 182.35 15 138.46 ]
16  240.93 16 126.60
17 209.00 17 130.15 1004
18 187.50 18 12740
19 21641 19 95.00
20  190.90 20 110.60
21 246.93 21 11500
22 142.50 22 97.60
23 230.00 23 120.90
24 250.62 24 125.70
X =228.869 X =126.586 0
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Los resultados obtenidos al estudiar por separado la produccién de 6-0xo0-PGFla en los
animales sin lesiones (19 casos) y con lesiones (5 casos) del lote control, contenidos en el
cuadro 5 y representados en la grfica 6, muestran unas medias de 236.178+/-44.148 y
204.066+/-25.661 pg/ml/mg/3 min respectivamente que no expresan una diferencia valo-
rable. En el mismo sentido los resultados hallados cuando se analiza la produccién de 6-
0xo-PGFla diferenciando animales sin lesiones (14 casos) y con lesiones (10 casos) en el
lote con dieta aterogénica, recogidos en el cuadro 6 y representados en la grafica 7, mues-
tran unas medias de 127.886+4/-37.352 y de 124.767+4/-31.966 pg/ml/mg/3 min respecti-
vamente, no existiendo tampoco una diferencia significativa.

Cuadro 5 y Grdfica 6: 6-Oxo-PGFla en aorta. Lote Control

Casos Con lesiones Casos Sin lesiones

1 20625 1 24625
2 197.30 2 33846
3 18235 3 319.67
4 24693 4 194.10 [] Con lesiones
5 187.50 5 219.40 1 B Sin lesiones
6  233.88
7 25862 200
8  216.66
9 257.40 ]
10 21074
11 271.81 {50
12 240.00
13 240.93 ]
14 209.00
15 21641 ]
16 190.90
17 14250
18 230.00
19 250.62
50
X = 204.066 % =236.178
0
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Cuadro 6 y Grdfica 7: 6-Oxo-PGF1a en aorta. Lote Aterog.

Casos Con lesiones

Casos Sin lesiones

1 190.90
2 142.50
3 130.50
4 113.44
5 125.80
6 147.27
7 77.30
8 98.36
9 126.60
10 95.00

X = 124.767

2. Grupo de 18 meses

1 116.41
2 146.93
3 96.17
4 211.26
5 63.15
6 138.46
7 130.15
8 127.40
9 110.60
10 97.60
11 12090
12 12570
13 190.67
14 115.00
X =127.886

150

100 -

50 A

[] Conlesiones
B8 Sinlesiones

0

La determinacién del 6-oxo-PGF1a en el tercio proximal del cayado adrtico de 24 ani-
males pertenecientes al grupo de experimentacién de 18 meses, refleja un valor medio de
358.394+/-84.583 pg/ml/mg/3 min. con un valor méximo de 475.20 y uno minimo de
184.50 (Cuadro 8). Cuando esta valoracién se realiza diferencidndolos en animales con le-
siones (12 casos) y sin lesiones (12 casos), los valores medios obtenidos son de
373.712+/-53.157 y 343.017+/-107.382 respectivamente, no encontrdndose entre ellos
diferencias significativas (t= 0.885). Cuadro 7. Gréfica 8.

Cuadro 7'y Grdfica 8: 6-Oxo-PGFla en aorta. Grupo 18 meses.

Casos Con lesiones

425.40
381.05
368.75
446.25
411.20
294.30
463.20
363.10
335.20
10 317.60
11 328.50
12 350.00

X =373.712

O oo I P W —

60

380.10
344.15
459.25
470.60
258.80
475.20
456.10
342.20
250.50
187.00
184.50
307.80

X = 343.017

Casos Sin lesiones

400 1

300

200

100

[l Con lesiones
B Sin lesiones



3. Comparacién entre el Lote Control de 5 meses y el grupo de 18 meses

La comparacién entre los resultados analiticos globales obtenidos en la determinacién
del 6-0x0-PGF1a entre el lote control de cinco meses y el grupo de 18 meses, nos muestra
unos valores medios de 228.869+/-42.810 y 358.394+/-84.583 pg/ml/mg/3 min. respec-
tivamente entre los que existe una marcada diferencia significativa (p< 0.001). Cuadro 8.
Graéfica 9.

Cuadro 8 y Grdfica 9: 6-Oxo-PGFla en aorta. Lote Control y Grupo 18 meses

Casos 5 meses Casos 18 meses
1 206.25 1 425.40
2 246.42 2 381.05
3 19230 3 36875 4007
4 33846 4 44625 L1 L. control
5 319.67 5 411.20 | B G 18meses
6  194.10 6 29430
7 219.40 7 463.20
8  223.88 8 36310 4]
9 25862 9 33520
10 216.66 10 317.60
11 257.40 11 32850 - |
12 21074 12 350.00
13 271.81 13 380.10
14 240.00 14 34415 5004
15 18235 15  459.25
16 240.93 16  470.60
17 209.00 17 258.80 )
18 187.50 18 475.20
19 216.41 19 456.10
20 190.90 20 34220  100-
21 246.93 21 250.50
22 14250 22 187.00
23 230.00 23 184.50 ]
2% 250.62 24 307.80
% = 228.869 % = 358.394 0

Valoracién de la actividad fibrinolitica en el tercio distal del cayado
aértico

1. Grupo de 5 meses

La actividad fibrinolftica se determina en el tercio distal del cayado adrtico.

En el lote control se detecta en todos los casos una actividad fibrinolitica més o menos
intensa (Cuadro 9 representado en la Gréfica 10): en nueve muestras se aprecia una
intensidad de lisis moderada que se valora con (+), en 15 muestras la zona de lisis es de
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una intensidad media que se valora con (++) y en las seis restantes la zona de lisis es
intensa y se valora con (+++). (Fig. 36).

En el lote de animales sometidos a una dieta aterogénica, la actividad fibrinolitica del
tercio distal del cayado adrtico se encuentra en general disminuida llegando en algunas
muestras a ser nula: en ocho muestras no se detecta actividad fibrinolitica alguna y se
valora como cero (0) (Fig. 35), en 15 la actividad fibrinolitica tiene una densidad moderada
y se valora con (+) y en las siete restantes la actividad fibrinolitica es media y se valora
con (++). Cuadro 9. Grifica 10.

Cuadro 9 y Grdfica 10: Actividad fibrinolitica en cayado adrtico. Grupo de 5 meses.

Casos L. control  Casos L. aterog. L. control

{ ++ { ++

2 ++ 2 0 N
3 + 3 + :“;*:
4 + 4 +4 ot
5 4 5 0 NN
6 ++ 6 + o
7 + 7 0 o
8 ++ 8 + .
9 + 9 +

10 ++ 10 +

11 ++ 11 ++

12 +4++ 12 ++

13 ++ 13 0

14 ++ 14 +

15 + 15 ++

16 + 16 + L. aterog
17 ++ 17 0

18 ++ 18 +

19 + 19 +

20 ++ 20 +

21 +++ 21 +

22 ++ 22 ++

23 ++ 23 + L)

24 4t 24 + AN

25 + 25 0 ENNNN

26 ++ 26 + AN

27 +++ 27 ++ AN

28 + 28 0 AR

29 ++ 29 + RANNN

30 +++ 30 0 WA

(0) No se detecta actividad fibrinolitica.
(+) Actividad fibrinolitica moderada.
(++) Actividad fibrinolitica media.
(+++) Actividad fibrinolitica intensa.
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Fig. 35: Cayado adrtico (TD). Ausencia de actividad fibrinolitica (0). Lote aterogénico.
Grupo de cinco meses.

Fig. 36: Cayado adrtico (TD). Zona de lisis por actividad fibrinolitica intensa (+++). Lote
control. Grupo de cinco meses.




2. Grupo de 18 meses

La actividad fibrinolitica determinada en el tercio distal del cayado adrtico del grupo de
animales de 18 meses es manifiesta y en ningin caso se pudo constatar su ausencia: en
cinco casos la actividad fibrinolitica es moderada y se valora con (+), en nueve casos su
intensidad es media y se valora con (++) (Fig. 37) y en el resto la actividad fibrinolitica es
intensa y se valora con (+++) (Fig. 38). Cuadro 10. Gréfica 11.

Cuadro 10 y Grdfica 11: Actividad fibrinolitica en cayado adrtico. Grupo de 18 meses.

Casos G. 18 meses

1 +++
2 +
3 +++
4 +++
5 +++
6 +++
7 ++
8 ++
o 4 RNV
10 ERETER 16.00 x:x:x;xix:x:x:\.!
11 ++ :x:f:r:x:f:J:x:r
2+ Sl
3 Al |
14 ot 5
15 o+ 2
16 +++ M e
17 +++ B
18 +++ /
19 + 4
20 ++ LU)// 9.00
21 + U_L
22 ++
;i +1_'+_ (+) Activ.id_ad ﬁbrin'oliticg moder;lda.
(++) Actividad fibrinolitica media.
25 ++ (+++) Actividad fibrinolftica intensa.
26 +++
21 ++4
28 +
29 +++
30 +++
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Fig. 37: Cayado adrtico (TD). Zona de lisis por actividad fibrinolitica media (++). Grupo
de 18 meses sin lesiones.

Fig. 38: Cayado adrtico (TD). Zona de lisis por actividad fibrinolitica intensa (+++).
Grupo de 18 meses sin lesiones.




Correlacién entre la actividad fibrinolitica y la liberacion de
6-Ox0-PGF1la

1. Grupo de 5 meses

En el cuadro 11 se refleja la actividad fibrinolitica y la produccién de 6-0xo-PGFla
correspondiente a 19 casos del lote control sin lesiones cuyos valores se representan en la
gréfica 12; el cuadro 12, representado en la gréfica 13, contiene los valores de las mismas
variables referidos a cinco casos del lote control con lesiones. Se observa en lfneas
generales el predominio de una actividad fibrinolitica en la pared vascular de intensidad
media (++) y moderada (+) en los animales sin lesiones y media (++) e intensa (+++) en
los animales con lesiones, no existiendo diferencias significativas en la produccién del
metabolito 6-oxo-PGF1a entre los valores medios de ambos lotes. Los animales con le-
siones muestran un paralelismo entre el aumento del grado de la lesién y la disminucién
de la liberacién del metabolito de la prostaciclina que no aparece en los animales sin le-
siones; no obstante estos resultados no se han valorado estadisticamente debido al reducido
ndmero de elementos que constitiuyen esta muestra.

Los cuadros 13 y 14 muestran la correlacién entre actividad fibrinolitica y produccién
de 6-0x0-PGF1a referida al lote con dieta aterogénica, constituido por 14 casos sin lesio-
nes aterosclerdticas y 10 casos con lesiones, y sus valores se representan en las gréficas
14 y 15 respectivamente. No se observan diferencias en la intensidad de la actividad fibri-
nolitica entre los animales sin y con lesiones, siendo predominantemente moderada (+) en
ambos casos y no existen tampoco diferencias significativas en su produccién media del 6-
0xo0~PGF1la. En todos los casos de este lote se observa que al incrementar el grado de la
lesién disminuye la produccién del metabolito de la prostaciclina y tampoco en este caso
se han valorado estadisticamente estos resultados por el reducido nimero de elementos que
forman la muestra.

Cuadro 11 y Grdfica 12: Correlacion actividad fibrinolitica / 6-Oxo-PGFla.
Lote Control. Sin lesiones.

Casos Act. fibrinol. 6-Oxo-PGFla
(+) (++) (+++) (pg/ml/mg/3min)

+ 246.25
338.46
194.10
233.88
210.74
240.93
142.50

~N N BRW N
+ 4+ 4+ + 4+ +

X = 229.551
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Casos Act. fibrinol. 6-Oxo-PGFla
(+) (++) (+++) (pg/ml/mg/3min)

1 ++ 319.67 Bl »
2 ++ 219.40 3001 N (+4)
3 ++ 258.62 B «++b
4 ++ 216.66 .
5 ++ 271.81 [fn
6 ++ 240.00 200 - :x:\:\:\
7 ++ 209.00 :::::Z{
8 ++ 21641 .r‘:.f:/:/
9 ++ 230.00 :«::::'
10 ++ 250.62 1004 ]
P

% =243.219 TN
1 ot 230.00 j:::::j\
2 o+ 250.62 0 e

X =224.150

Cuadro 12 y Grdfica 13: Correlacion actividad fibrinolitica / 6-Oxo-PGFla.
Lote Control. Con lesiones.

Casos Act. fibrinol. 6-Oxo-PGFla

(+) (++) (+++) (pg/ml/mg/3min) E] )
1 + 246.93 300 1 (++)
B

1 ++ 206.25 - —
4 197.30 ‘,»:,:.;:
. :x"x:'-.
% = 201.775 200
\x'\&,\!\
- o
1 +++ 182.35 I
+++ 187.50 N
1007 AR
% = 184.925 SO
- .’\.’\.’\
NN
. I
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Cuadro 13 y Grdfica 14: Correlacién actividad fibrinolitica / 6-Oxo-PGFla.
Lote Aterog. Sin lesiones.

Casos Act. fibrinol. 6-Ox0-PGFla
(+) (++) (+++) (pg/ml/mg/3min}

1 0 127.40
2 0 97.60
3 0 190.67
. U o
X= 138557 200 - (+)
1 + 116.41 1B e
2 + 146.93
3 + 211.26 150 -
4 + 63.15
5 + 138.46 1 rk/:r:r
6 + 110.60 [
100 4 A
7 + 115.00 ) w
% =128.830 e #\
1 ++ 96.17 307 [ \
2 ++ 130.15 | A
3 ++ 120.90 L;,:x;,;%
4 ++ 125.70 0 X
% =118.230

Cuadro 14 y Grdfica 15: Correlacion actividad fibrinolitica / 6-Oxo-PGFla.
Lote Aterog. Con lesiones.

Casos Act. fibrinol. 6-Oxo-PGFla
(+) (++) (+++) (pg/ml/mg/3min)

1 0 190.90 O o
2 0 95.00 200 7 (4
% = 142,950 | Bl &
1 + 142.50 150
2 + 130.50
3 + 113.44 -
4 + 125.80 o] %\
100 b e
5 + 98.36
6 + 126.60 ] rlf:;l‘;\\
% = 122.867 RN
50 - L'\:x:x:s\
1 ++ 147.27 l -':::::::
2w o SN
= 112.285 0 SEEVCLN
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2. Grupo de 18 meses

En los cuadros 15 y 16 se refleja la correspondencia entre la actividad fibrinolitica y 1a
liberacién de 6-oxo-PGFla en los animales sin (12 casos) y con lesiones (12 casos)
histolégicas y sus valores se representan en las gréficas 16 y 17 respectivamente. Se ob-
serva que la actividad fibrinolitica es muy semejante predominando la de gran intensidad
(++4), sin existir diferencias significativas entre sus valores medios de produccién de 6-
oxo-PGFla. En los animales sin lesiones se aprecia que al aumentar la intensidad de la
actividad fibrinolitica disminuye la liberacién del metabolito de la prostaciclina, mientras
que en los animales con lesiones sucede lo contrario. No se ha podido estudiar la signifi-
cacién estadistica de esta observacion debido al escaso niimero de elementos que constitu-
yen ambos subgrupos.

Cuadro 15 y Grdfica 16: Correlacion actividad fibrinolitica / 6-Oxo-PGFla.
Grupo 18 meses. Sin lesiones.

Casos Act. fibrinol. 6-Oxo0-PGFla
(#) (+H) (+++) (pg/ml/mg/3min)

A ECES)

1 ++ 368.75 B ()
2 ++ 446.25 400
3 ++ 463.20
4 ++ 250.50

% = 382.175 300 -
1 +++ 425.40
2 +++ 381.05
3 +++ 411.20 200
4 +++ 294.30
5 +++ 363.10
6 +++ 317.60 100
7 +++ 328.50
8 +++ 350.00

X = 358.894 0
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Casos Act. fibrinol.

Cuadro 16 y Grdfica 17: Correlacién actividad fibrinolitica / 6-Oxo-PGF la.
Grupo 18 meses. Con lesiones.

6-0x0-PGFla
(+) (+4) (+++) (pg/ml/mg/3min)

W oB WM

N DW=

70

+

++
++
++
++
++

+++
+++
+++
4+
+++
+++

470.60

258.80
475.20
342.20
187.00
307.80

X = 314.200

380.10
344.15
459.25
456.10
250.50
184.50

X = 345.767

% )
Bl @+
B
500 -
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LRSS
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Analisis de la incidencia y caracteristicas de las lesiones aterosclerédticas
en el cayado adrtico del grupo de conejos de 5 meses de experimentaciéon

La composicién topogréfica de las arterias adrticas extrafdas para este estudio se lleva a
cabo mediante la valoracién con microscopia éptica de cortes sucesivos de los diferentes
segmentos en los que se dividen y permite conocer con bastante exactitud la incidencia y
caracterfsticas de las lesiones ateroscler6ticas que contienen, ya que con esta metodologia
se realiza un barrido de toda la arteria.

Se observa una incidencia de aparicién de lesiones de un 16.6 por cien en el lote con-
trol y de un 50 por cien en el lote con dieta aterogénica y a pesar de esta diferencia
porcentual el estudio anatomopatolégico refleja en ambos lotes el mismo grado de
desarrollo, lesiones avanzadas (++) y muy evolucionadas (+++), al margen de la gran in-
filtracién grasa intra y extracelular que se aprecia en el lote sometido a dieta aterogénica
como consecuencia del aumento del colesterol sanguineo. En el lote control la tincién de
grasas muestra su difuminacién por las diferentes capas de la pared vascular, sin que en
ningtin momento se detecten depésitos significativos. Los valores del colesterol en sangre
se elevan significativamente en todos lo animales sometidos a sobrecarga del mismo en la
dieta durante tres meses, en comparacién con los valores obtenidos en el lote control
transcurrido el mismo periodo de tiempo.

Las caracteristicas anatomopatolégicas de las lesiones son muy diferentes en ambos
lotes de conejos. En el lote control las lesiones se concentran en cayado aértico sin
encontrarse en aorta tordcica ni abdominal y su estructura corresponde en su totalidad al
tipo fibroeldstico, que conserva en general el endotelio y mantiene la superficie endotelial
uniforme, sin hallarse lesiones del tipo de estrias grasas. En los animales que recibieron
una dieta aterogénica las lesiones ocupan una gran extension en el cayado adrtico, donde se
localizan principalmente y en menor cuantfa en aorta tordcica, existiendo una gran
superficie infiltrada por grasa; es muy frecuente el desprendimiento endotelial dejando al
descubierto el espacio subendotelial, caracteristica muy importante que suele ir seguida del
depésito de plaquetas y formacién de trombos murales, imagen dificil de observar en el
lote sin suplemento de colesterol.

El estudio de las preparaciones adrticas de ambos lotes refleja la existencia de marcadas
diferencias, siendo uno de los aspectos més significativos el referente a la célula endote-
lial. En el lote control se conserva el endotelio vascular, aunque en algunas lesiones existe
un claro despegamiento sin pérdida del mismo o incluso denudacién como consecuencia
del edema subendotelial. El lote con suplemento de colesterol se caracteriza por la existen-
cia de una alteracién endotelial en la que puede encontrarse desde una gran tumefaccién ce-
lular con manifiesta pinocitosis y edema que lo separa del subendotelio, hasta la pérdida
endotelial segmentaria o generalizada que deja al descubierto las estructuras subendotelia-
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les. En estas preparaciones suelen observarse agregados plaquetares en el subendotelio o
incluso en la zona de la l4mina eldstica interna, asi como trombos murales adheridos al
subendotelio y perfectamente definidos que muestran los elementos plaquetares en distin-
tos estadios de actividad.

Existen otras diferencias a considerara entre ambos lotes de animales que se ponen de
manifiesto mediante el estudio ultraestructural con microscopia electrénica de transmisién,
En los animales sometidos al suplemento dietético de colesterol, las células musculares
lisas halladas en las diferentes capas de la pared vascular muestran abundantes inclusiones
grasas, que llegan a producirles alteraciones estructurales transforméndolas en células
midgenas y su presencia puede significar la existencia de lesiones ateroscleréticas irrever-
sibles; acompafiando a estas células se encuentran con mucha frecuencia histiocitos carga-
dos de grasa con la cldsica imagen de células espumosas. Estas caracteristicas no se obser-
van en el lote control, donde el interés se centra en el hallazgo de células endoteliales en
fase de contraccién o de relajamiento, situacién que a nuestro entender refleja la presencia
de un funcionalismo activo, actividad no frecuente en el endotelio vascular del lote con
dieta aterogénica.

Anilisis de la incidencia y caracteristicas de las lesiones ateroscleréticas
en el cayado adrtico del grupo de conejos de 18 meses de
experimentacion

En el grupo de experimentacién de 18 meses se sigue la misma metodologia para el
estudio de las aortas extraidas que en el grupo de cinco meses y se observa con microsco-
pia 6ptica una incidencia de lesiones ateroscleréticas de un 46.6 por cien con preferente
localizacién en el cayado adrtico y disminucién progresiva de su frecuencia de aparicion
conforme el estudio se aproxima al segmento adrtico distal. La comparacién de esta inci-
dencia con la observada en el lote de animales con dieta aterogénica nos muestra valores
muy préximos, 46.6 y 50 por cien respectivamente, aunque el tiempo de experimentacidn
es muy diferente, 18 y cinco meses respectivamente. Esta semejanza en las incidencias
hace pensar que la administracién de un complemento de colesterol en una dieta normal
durante tres meses desencadena lesiones en la misma cuantia que la aparecida espontdnea-
mente tras la administracién de una dieta normal durante 18 meses.

El exdmen con microscopia ordinaria de las aortas aparentemente normales que corres-
ponden al 53.4 por cien de los animales, muestra la presencia de una histologfa vascular
sin alteraciones que en nada se diferencia de la correspondiente al lote control sin lesiones
del grupo de cinco meses. El resto de animales, 46.6 por cien, presentan lesiones evalua-
das en un caso como iniciales (+), en siete casos como avanzadas (++) y en seis casos
como muy evolucionadas (+++).

El estudio con microscopia éptica informa igualmente de aspectos anatomopatolégicos
muy variados de las lesiones de la pared vascular como lo son la existencia de despega-
mientos endoteliales sin denudacién, engrosamiento de la capa intima con rotura de fibras
eldsticas, denudacién endotelial con exposicién de espacios subendoteliales conteniendo
algunas veces trombos murales e incluso formaciones de placas con proyeccién hacia la
luz del vaso.

La valoracién con MLE.T. de los cortes aérticos pertenecientes a los animales sin le-
siones aterosclerdticas de este grupo no muestra diferencias con respecto al lote control de
cinco meses, observdndose una linea de células endotelialas relajadas y sin solucién de
continuidad o contraidas y facilitando verdaderas comunicaciones entre el lumen y las es-
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tructuras subendoteliales o incluso més profundas pertenecientes a la capa eldstica, alguna
célula muscular lisa en las capas subendotelial y eldstica y abundantes en la capa media en
disposicién cldsica y sin presentar alteraciones. En las preparaciones con lesiones inci-
pientes que corresponden al grado I (+), las células endoteliales pueden aparecer sin altera-
ciones como en el caso anterior, o con despegamiento del subendotelio segmentario. Las
lesiones de grado II (++) se acompafian unas veces de células endoteliales aparentemente
normales relajadas o contraidas, dejando estas dltimas al descubierto zonas subendoteliales
con edema que se manifiesta por la existencia de espacios carentes de estructuras
histoldgicas, y otras veces presentan denudacién endotelial y formacién de trombos mura-
les plaquetares adosados a las estructuras subendoteliales que quedan al descubierto, en
cuya composicién se pueden observar plaquetas en distintos estadios de actividad y siendo
menos frecuentes que en el lote con dieta aterogénica. En estas lesiones aparece un incre-
mento de células musculares lisas en las zonas subendotelial y eldstica que no muestran
grandes alteraciones estructurales, a diferencia de lo que ocurre en las lesiones con dieta
aterogénica. En las lesiones de grado III se observa una manifiesta presencia de células
musculares lisas con grandes alteraciones morfoldgicas y estructurales perdiendo en oca-
siones sus caracteristicas; su presencia no se limita a la capa media visualizdndose tam-
bién en gran ndimero en las zonas subendotelial y eldstica y se acompafian de grandes es-
pacios sin estructuras histolégicas que corresponden a edemas. El endotelio se puede hallar
sin alteraciones recubriendo la lesion.

Especial atencidn requiere en este grupo de experimentacion la existencia de elementos
plaquetares en las diferentes capas de la pared adrtica, que contrasta con su escasa observa-
cién en los lotes control y con dieta aterogénica del grupo de cinco meses.

La presencia y morfologia plaquetar difiere segtin se trate de preparaciones sin lesiones,
con lesiones moderadas, avanzadas o muy evolucionadas. En las preparaciones sin lesiones
la M.E.T. muestra elementos plaquetares en escasa cantidad con morfologfa redondeada,
reducida granulacidn, poca actividad y localizacién preferente en el subendotelio y en me-
nor cuantia en la ldmina el4stica interna y capa muscular. En las preparaciones con lesio-
nes la presencia plaquetar es mds manifiesta apareciendo con bastante regularidad en las
zonas subendotelial y eldstica; en la ldmina eldstica se pueden observar algunos actimulos
plaquetares, formados por tres o mds elementos y sin pérdida de sus componentes, que
constituyen nidos plaquetares; al inicio de la capa media puede aparecer alguna plaqueta
cercana a las células musculares. Cuando las lesiones son mds avanzadas los elementos
plaquetares son mds abundantes en todas las capas de la pared vascular; en el subendotelio
y en la ldmina eldstica se observan tanto microtrombos plaquetares como algunos
elementos celulares individualizados con sus granulaciones y escasa actividad; a nivel del
inicio de la capa media se aprecian elementos plaquetares con formaciones seudopddicas,
lo que denota actividad, en contacto con prolongaciones protoplasmdticas de las células
musculares lisas y a esta zona en la que el elemento celular plaquetar contacta con la cé-
lula muscular lisa la denominamos zona de contacto plaquetar.

Anélisis de la valoracién del colesterol en el grupo de experimentacién
de conejos de 5 meses

El estudio se lleva a cabo en los 30 animales de cada uno de los lotes que constituyen
este grupo de ensayo y no se realiza en los 30 conejos del grupo de experimentacion de 18
meses ya que se pretende valorar la influencia de la administracién de una dieta rica en co-
lesterol en los niveles séricos del mismo, para lo cual se determina el colesterol en el lote
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alimentado con dieta aterogénica y se compara con los valores obtenidos en el lote control
del mismo periodo de ensayo.

La determinacién del colesterol en el suero de los lotes control y con dieta aterogénica
muestra una diferencia muy significativa entre sus valores medios, debido a un marcado
incremento en los animales alimentados con dieta aterogénica.

Anilisis de la determinacién del 6-Oxo-PGFla en el grupo de conejos de
5 meses

El estudio se desarrolla en 24 animales por lote ya que en los seis restantes no pudo
realizarse la prueba.

Los valores de este metabolito de 1a PGI2 obtenidos de los anillos de cayado adrtico,
son francamente diferentes segiin se tratedel lote control o con dieta aterogénica. Cuando
se comparan los resultados globales de ambos lotes se obtiene una diferencia altamente
significativa debido a una marcada disminucién de la produccién del metabolito en el lote
sometido a dieta aterogénica.

Al analizar dentro de cada lote la produccién de 6-0xo-PGFla en funcién de la presen-
cia o no de lesiones aérticas se observa que su produccién es muy similar, no existiendo
diferencias significativas entre ambas situaciones en ninguno de los lotes de estudio.

Analisis de la determinacién del 6-Oxo-PGFla en el grupo de conejos de
18 meses

El estudio se lleva a cabo en 24 animales de este grupo ya que en los seis restantes no
se pudo determinar el metabolito.

La valoracién del 6-0x0-PGF1a en los anillos de cayado adrtico del grupo de 18 meses,
muestra una produccién muy similar entre los animales con lesién y los que no la pre-
sentan.

Andlisis comparativo de la produccién de 6-Oxo-PGFla entre el Lote
Control de 5 meses y el grupo de 18 meses

La comparacién entre los resultados analiticos globales obtenidos en el lote control de
cinco meses y en el grupo de 18 meses de experimentacién presenta una diferencia
significativa en la produccién del metabolito siendo mayor en el grupo de 18 meses.

Andlisis del estudio de la actividad fibrinolitica del cayado aértico en el
grupo de 5 meses y comparacién con la produccién del metabolito
6-Ox0-PGF1a

La actividad fibrinolitica se determina en el tercio distal del cayado aértico de todos los
conejos constituyentes de este grupo, encontrandose diferencias entre el lote control y el de
dieta aterogénica.

En general en el lote control hay una respuesta de actividad fibrinolitica en todas las
muestras que una vez valorada abarca desde moderada a intensa. Por el contrario en el lote
de conejos sometidos a una dieta aterogénica se halla una marcada disminucién en la acti-
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vidad fibrinolitica, observdndose su ausencia en algunas muestras, siendo moderada en

gran parte de ellas y en el resto la actividad fibrinolitica no llega a alcanzar la intensidad
maéxima del lote control.

Al comparar la actividad fibrinolitica con la produccién de 6-oxo-PGFla en los
animales con y sin lesiones del lote control, se observa el predominio de una actividad fi-
brinolitica media (++) e intensa (+++) en los primeros y media (++) y moderada (+) en
los segundos, no existiendo diferencias significativas entre la produccién media del meta-
bolito en ambos lotes. En los animales con lesiones, al aumentar la intensidad de la acti-
vidad fibrinolitica disminuye la produccién del 6-0xo-PGF1a, situacién que no muestran
los animales sin lesiones y que no puede ser valorada estadisticamente por el reducido ni-
mero de casos que la experimentan.

La misma comparacién en el lote con dieta aterogénica muestra la ausencia de diferen-
cias en la intensidad de la actividad fibrinolitica entre los animales con y sin lesiones,
siendo predominantemente moderada (+) en ambos casos; no existen tampoco diferencias
significativas entre su produccién de 6-0xo-PGFla y en todos los casos al aumentar la in-
tensidad fibrinolitica disminuye el valor medio del metabolito de la prostaciclina, no
siendo valorable estadisticamente esta situacién por el reducido nimero de animales a
comparar.

Anadlisis del estudio de la actividad fibrinolitica del cayado adrtico en el
grupo de 18 meses y comparacién con la produccién del metabolito
6-Ox0-PGF1la

La determinacién de la actividad fibrinolitica se realiza también en las muestras de todo
el grupo de estudio. E general, la actividad fibrinolitica encontrada puede interpretarse
como elevada ya que en gran parte de las muestras, mds de la mitad, se valora como in-
tensa (+++) y en el resto como media (++) y moderada (+) y no se constata en ningin
caso su ausencia.

El valor medio obtenido del metabolito de la prostaciclina es muy superior al del lote
control del grupo de experimentacién de cinco meses.

Al comparar la actividad fibrinolitica con la produccién de 6-oxo-PGFla entre los
animales con y sin lesiones, se observa una actividad fibrinolitica muy semejante con
predominio de gran intensidad (+++), sin existir diferencias significativas entre sus valores
medios de produccién de 6-0xo-PGFla. En los animales con lesiones aumenta el valor
medio del metabolito de la prostaciclina al aumentar la intensidad de la actividad fibrinoli-
tica y en los animales sin lesiones no se produce esta situacién que por otro lado no re-
sulta valorable estadisticamente por el escaso nimero de elementos que constituyen ambos
subgrupos.
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DISCUSION

Aunque en alglin momento se plantearon dudas acerca de la validez de la extrapolacién
al ser humano de los resultados obtenidos del estudio de la aterosclerosis experimental y
espontdnea utilizando el conejo como animal de ensayo, en la actualidad un gran ndmero
de investigadores ha llegado a la conclusién de que las lesiones observadas en estos
animales se asemejan a las humanas.

El conejo fue el primer modelo animal experimental en el que se indujo la aterosciero-
sis con dieta grasa, ANITSCHKOW (2), IGNATOWSKI 114) y desde estos ensayos que
corresponden a principio de siglo se viene utilizando hasta la actualidad para su estudio,
KROON et al. (128), CANOVAS 27).

La administracién de una dieta rica en colesterol en el conejo lleva consigo un marcado
incremento de su concentracién plasmdtica y en nuestro ensayo alcanza un valor maximo
de 570 mg. por cien ml en este lote frente al valor maximo del 87 mg. por cien ml del
lote control. Los diferentes investigadores obtienen pricticamente los mismos incremen-
tos aunque sus valores dependen en cada ensayo de la forma en que se suministra el coles-
terol dietético, s6lo o en combinacidn con otras grasas. Paralelamente a este incremento
en sangre hay en general un excesivo acdmulo de colesterol en diferentes 6rganos,
CONSTANTINIDES (48), CLARKSON et al. (40), y en particular en el interior de la
capa intima de las arterias, produciendo lesiones que predominan en cayado adrtico y aorta
tordcica, VERBEUREN et al. (237), contrastando con la localizacién mds frecuente en el
hombre y en algiin animal que es la aorta abdominal, DUFF y MCMILLAN (67).

En nuestro ensayo con el grupo de conejos de cinco meses que durante los tres dltimos
fueron sometidos a una dieta rica en colesterol, se observa en general en todos los anima-
les un marcado grado de infiltracién grasa en la pared vascular de aorta, puesta de mani-
fiesto con la técnica de Sudén I1I, infiltracién que ha sido descrita por todos los estudiosos
en cuyos modelos experimentales se incorpora el colesterol como suplemento de una dieta
normal. No se ha tenido en cuenta el acimulo de colesterol en los diferentes érganos por
no ser objeto de estudio de este trabajo.

En relacién con la experimentacién con dieta rica en colesterol y en linea con los dife-
rentes investigadores podemos sefialar que se encuentran relevantes diferencias
macroscépicas, microscopicas y ultraestructurales entre este modelo de ensayo experimen-
tal y el de evolucién esponténea de lesiones aterosclerdticas (grupo de 18 meses), STEH-
BENS (220 y 222). En este sentido podemos adelantar que segiin opinién de algunos
pat6logos existen dos situaciones distintas: 1) infiltracién y depdsitos grasos y 2) ateros-
clerosis. Tras la administracién de una dieta rica en colesterol se produce una infiltracién
grasa en la capa intima con depésitos extracelulares de lfpidos que no reflejarfa una enfer-
medad aterosclerética y s6lamente cuando existiera una lesién complicada acompafidndola
serfa exacto referirse a esta patologfa, STEHBENS (221).
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Nuestra discusion se va a basar en la interpretacién de los cambios morfolégicos de los
diferentes componentes de la pared vascular en los dos modelos de ensayo, grupos de cinco
y 18 meses, adelantando que las alteraciones observadas en sus lesiones presentan elemen-
tos concomitantes con la enfermedad aterosclerética.

Tras la administracién experimental de una dieta rica en colesterol, la grasa penetra y
traspasa la capa de células endoteliales por pinocitosis como ha sido puesto de manifiesto
por diferentes autores, BUCK (24), PARKER (177), POOLE y FLOREY (181). Las
alteraciones histolégicas que conlleva la infiltracién grasa se asemejan a las lesiones es-
trias grasas en las que los lipidos se localizan en el interior de los macréfagos adquiriendo
la clésica estructura de célula espumosa; ademds se encuentran lipidos en los espacios ex-
tracelulares en mayor o menor cantidad en funcién del tiempo y régimen de administracién
del colesterol, CLAIR (39), VERBEUREN et al. (237), JACOB (117), GENDRE (91),
RODMAN et al. (186), KRUTH (129), FALCONE et al. (76), ESCOLAR et al. (73),
PARSONS y SUBJECK (178). En las preparaciones de los animales con dieta aterogénica
de nuestro estudio, son muy frecuentes las imédgenes de células espumosas en toda la capa
fntima y los depésitos de grasa extracelular que delimitan la ldmina eldstica sin sobrepa-
sarla.

En el lote control no se observa infiltracién grasa pero si una difuminacién de la
misma poco intensa por las diferentes capas de la pared vascular, incluyendo las zonas con
lesiones aterosclerdticas. Las lesiones corresponden al tipo fibroeldstico y se caracterizan
por rotura de fibras eldsticas, infiltracién mononuclear y de células musculares lisas y las
lesiones mds evolucionadas por contener algin depdsito célcico. Tanto en el modelo
experimental con dieta rica en colesterol y lesiones manifiestas como en el lote control
con lesiones, existe una gran proliferacién de la capa fntima que es independiente de la in-
filtracién grasa, hecho ya indicado por algunos investigadores, CLOWES et al. (44),
CLOWES et al. (45), KARNOVSKY et al. (122), MOVAT et al. (160).

Una imagen histoldgica semejante a la del lote control la observamos en el grupo de
animales sacrificados a los 18 meses de vida, ya que en sus preparaciones adrticas no se
aprecia infiltracién grasa ni células con las caracteristicas de las espumosas y s la presen-
cia de grasa muy difuminada por la pared vascular incluidas las lesiones ateroscleréticas.
Estos animales han sido alimentados durante todo el tiempo de experimentacién con un
régimen normal a base de pienso granulado comercial sin aporte de un suplemento de co-
lesterol.

El estudio de las lesiones ateroscleréticas con microscopia dptica se ha centrado prin-
cipalmente en la capa intima de la arteria aorta, aunque sin olvidar las capas més profun-
das, eldstica y muscular lisa.

En el lote de conejos de cinco meses sometidos a una dieta rica en colesterol, obser-
vamos una incidencia de lesiones de un 50 por cien a diferencia de la encontrada en el lote
control de un 16.6 por cien, aunque en ambos casos pertenecen a los grados medio (++) y
muy evolucionado (+++).

En las lesiones de las preparaciones del grupo con dieta aterogénica, se observa con
M.E.T. la existencia de profundas alteraciones morfoldgicas en la capa endotelial. Existe
una tumefaccién con gran actividad pinocitaria, mecanismo de transporte de la grasa que
facilita su infiltraci6n en la pared vascular, PARKER (177), POOLE y FLOREY (181),
LOPEZ-CAMPOS et al. (139); también aparece un gran edema que despega el endotelio
de la zona subendotelial llegando a denudarlo, visualizdndose con gran frecuencia en las
zonas denudadas trombos murales mixtos formados por quilomicrones y plaquetas, y esta
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denudacion endotelial reflejarfa la injuria vascular provocada por la grasa corroborando la
hipétesis de ROSS (189), ROSS y GLOMSET (193) y los hallazgos de DUGUID (69).

En la zona subendotelial se observan células espumosas que son histiocitos con vacuo-
las lipidicas conteniendo inclusiones laminares que forman figuras mielinicas; también se
encuentran abundantes células musculares lisas con profundas alteraciones estructurales per-
diendo a veces su morfologfa debido a la gran infiltracién lipidica que contienen y que les
confiere el aspecto de células midgenas, células especificas de la lesién aterosclerdtica se-
gin el criterio de MORE et al. (159); en las lesiones muy evolucionadas e irreversibles apa-
recen abundantes fibras eldsticas fragmentadas por la accién de las células musculares lisas
muy alteradas, criterio ya sefialado por LOPEZ-CAMPOS et al. (139). Las caracteristicas
que observamos en las lesiones ateroscleréticas, son concordantes con las descritas por otros
estudiosos cuando emplean procedimientos semejantes y utilizan el conejo como animal
de experimentacién, RODMAN et al. (186), LOPEZ-CAMPOS et al. (139), o la rata,
CLOWES et al. (44), CLOWES et al. (45), DAVIES et al. (59), GOODE et al. (97).

Requiere especial atencién la presencia de microtrombos murales plaquetares tanto a
nivel de las zonas denudadas del endotelio de la pared arterial como incluso adheridos a las
propias células endoteliales, fenémeno este dltimo muy interesante por ir en contra de
una de las propiedades bioldgicas de la célula endotelial, su tromborresistencia. En las le-
siones de evolucién espontdnea la escasa frecuencia de aparicién de trombos murales con-
trasta con la abundante presencia de elementos plaquetares en el interior de las estructuras
de la pared vascular, situacion esta dltima poco frecuente en los lotes control y con dieta
aterogénica del grupo de cinco meses. o

Desde hace muchas décadas se acepta que el microtrombo mural es una estructura muy
importante en la progresién de la lesién aterosclerdtica, aunque en contra de este criterio
algunos autores opinan que representa la lesion inicial de la aterosclerosis, HAUST (109),
HAUST (110), CHANDLER y POPE (34).

En nuestro modelo experimental con dieta rica en colesterol es muy frencuente la pre-
sencia de microtrombos murales, adheridos tanto a zonas endoteliales denudadas y con le-
siones més o menos avanzadas como a las propias células endoteliales v esta tltima
situacién nos hace pensar que las células endoteliales se encuentran funcionalmente altera-
das. Los microtrombos murales han sido observados en lesiones de diferente grado de evo-
lucién de arterias humanas (aorta, coronarias, renales y testiculares), en todas las edades
incluyendo a jévenes y también en experimentacién animal, HAUST (109), GEISSNGER
et al. (90), LOPEZ CAMPOS et al. (139), VESSELINOVITCH et al. (239).

En nuestras preparaciones hemos observado microtrombos murales de diferente tamafio
y composicién adheridos a las estructuras subendoteliales por un ndmero de seis a ocho
plaquetas, con degranulacién de las més cercanas a la pared y conservacién de las subuni-
dades granulares en las més alejadas. Las plaquetas que constituyen el agregado proyectan
seuddpodos que se introducen entre los elementos celulares vecinos. Reforzando estos mi-
crotrombos es frecuente encontrar redes de fibrina. También hemos visualizado micro-
trombos murales mixtos conteniendo hematies, leucocitos, gotas de grasa e incluso
granulos que por sus caracteristicas morfolégicas corresponden a mitocondrias.

La hipétesis de la injuria vascular de ROSS (189) implica la existencia de una pérdida
o denudacidn del endotelio o de una disfuncién de la propia célula endotelial y considera
que estas situaciones favorecen la atraccién vascular del elemento plaquetar por un meca-
nismo probablemente debido a un principio termodindmico, BOYCE et al. (19), y la sub-
siguiente agregacién de nuevas plaquetas hasta constituir el trombo mural, imagen histo-
16gica observada con frecuencia en otros modelos experimentales y conocida desde antafio,
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DUGUID (68). El trombo mural tiene como caracteristica la degranulacién plaquetar y se
produce en primer término en los elementos en contacto o mds cercanos al subendotelio.
Este fenémeno de liberacién granular del trombo mural constituye la verdadera esencia de
la interaccién plaqueta-pared vascular, ya que entre otras sustancias liberadas en encuentra
el factor de desarrollo (PDGF), LINDE et al. (137), WITTE et al. (251), que con su accién
quimiotéctica atrae a las células musculares lisas y mds tarde estimula su proliferacién
formando la lesién aterosclerosa, ROSS et al. (191).

Nuestro modelo experimental de 18 meses muestra una alta incidencia de lesiones ate-
rosclerdticas espontdneas (46.6 por cien) concordante con la observada por otros autores en
las mismas circunstancias de ensayo, SCEBAT et al. (195), GROSGOGEAT y LENE-
GRE (100). Estas lesiones estudiadas con microscopia Gptica se caracterizan por un
engrosamiento de la capa intima, reaccién fibromuscular, rotura de fibras eldsticas, ausen-
cia de infiltracién grasa y grado de evolucién variable. En general podemos decir que las
lesiones pertenecen a los grados medio (++) y muy evolucionado (+++), hecho también
indicado por diferentes autores, SCEBAT et al. (195), SHARK et al. (197), GAMAN et
al. (87). La existencia en este grupo de ensayo de una alta incidencia de lesiones en dife-
rente estadio de evolucidn, facilita el estudio de su estructura y del comportamiento pla-
quetar en la génesis aterosclerosa.

La valoracién de las alteraciones del endotelio vascular con microscopfa ordinaria s6lo
permite apreciar denudaciones endoteliales y microtrombos murales en algunas lesiones
evolucionadas, debido a su bajo poder de resolucién.

La microscopia electrénica de transmisién muestra en las preparaciones con y sin le-
siones microscépicas de este grupo de ensayo, la presencia de células endoteliales unas
veces en fase de relajamiento, ocupando una gran extensién y con el nicleo alargado, y
otras veces contraidas, ocupando muy poco espacio y con el nicleo redondeado, dejando
estas tltimas verdaderas comunicaciones entre el subendotelio y la luz del vaso.

Es bien conocido que el endotelio vascular es la principal barrera de que dispone el or-
ganismo para evitar las situaciones patolégicas de trombosis y aterosclerosis, entidades
que producen una gran morbi-mortalidad; de ahi que esta barrera en condiciones fisiol6gi-
cas sea infranqueable por los elementos celulares y permita el paso sélamente a ciertas
sustancias necesarias para los fenémenos fisiolégicos que en cada momento se requieren,
THORGEISSON y ROBERTSON (229). En ciertas condiciones como las derivadas de
cambios de pH, osmolaridad, temperatura o en situaciones de anoxia, se producen apertu-
ras de las uniones interendoteliales que ponen en contacto el espacio subendotelial con la
luz del vaso, CONSTANTINIDES y ROBINSON (49), y probablemente estas aperturas
son favorecidas por el factor relajante (EDRF) producido por la propia célula endotelial,
MONCADA et al. (157), que ademds aporta una accién antiagregante importante en la re-
lacién plaqueta-pared vascular, AZUMA et al. (9).

En las preparaciones de los animales de 18 meses con lesiones aterosclerdticas, sea
cual fuere su grado de evolucién, se observan con frecuencia endotelios contraidos po-
niendo en contacto de manera manifiesta la luz del vaso con los espacios subendoteliales.
Esta situacion facilitard probablemente la penetracién de elementos celulares plasmaéticos,
hecho ya observado por algunos autores, FAGGIOTO et al. (75), GERRITY (93). La
existencia de esta puerta de entrada podrfa explicar la presencia de elementos plaquetares
individualizados inmediatamenete por debajo de las propias células endoteliales, en el sub-
endotelio e incluso en capas mds profundas. La presencia de antigenos plaquetares en el
interior de la pared vascular se interpreta como un hecho muy importante en la formacién
y desarrollo de las lesiones avanzadas, ya que su presencia es manifiesta en las placas fi-
brosas y no se detecta en las lesiones estrias grasas, WOLF y CARSTAIRS (253).
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Es posible que el endotelio vascular contraido no sea la inica puerta de entrada de los
elementos plaquetares a las estructuras de la pared vascular porque hay evidencia de que a
través de los vasa-vasorum, puestos de manifiesto por SONG et al. (216), ademds de Ile-
gar elementos nutritivos a la pared vascular se facilita la penetracién de las células
sanguineas que intervendrian en la génesis ateromatosa. A este respecto DIAZ-FLORES et
al. (63 y 64) demuestran que a partir de los pericitos de los vasa-vasorum hay una prolife-
racién mio-intimal con neoformaciones vasculares en las zonas lesionadas de la arteria,
conteniendo agregados plaquetares. En esta misma linea VILLAVERDE (240), utilizando
técnicas de lesiones progresivas, observa en la exploracién del subendotelio y de estratos
mds profundos la presencia de agregados plaquetares y plaquetas aisladas entre las mallas
de fibras eldsticas y las células musculares lisas.

Una caracteristica de las plaquetas individualizadas que se visualizan en el subendotelio
y ldmina eléstica de la pared arterial, es su forma redondeada u oval sin prolongaciones
protoplasmadticas y con granulaciones diseminadas en su interior, aspecto que sugiere una
falta de actividad funcional. No obstante, la capacidad trombogénica de estas capas
vasculares no favorece la inactividad de los elementos plaquetares que contienen ni su ca-
pacidad de migrar hacia el interior de la pared vascular desde la luz del vaso sino la situa-
cién contraria, su actividad y agregacién. Una explicacién biolégica de esta caracteristica
observada podria encontrarse en la presencia de prostaciclina en el medio plaquetar, deri-
vada tanto de la propia célula endotelial como de las células musculares lisas, que con su
accidn antiagregante produciria la situacién idénea para que las plaquetas migraran inacti-
vadas a través de las diferentes estructuras histolégicas de la pared vascular y se activaran
en el momento en que la sintesis de prostaciclina disminuyera. De ahi que en los cultivos
de células musculares lisas procedentes de lesiones ateroscleréticas, la sintesis de prostaci-
clina se encuentre disminuida, LARRUE et al..(130).

Al observar los elementos plaquetares presentes en la pared vascular, encontramos
bastantes diferencias entre las preparaciones de los animales con lesiones avanzadas y las
que contienen lesiones incipientes, no siendo tan marcadas las diferencias entre estas tlti-
mas preparaciones y las procedentes de animales sin lesiones.

En el estudio de las preparaciones sin lesiones microscépicas, no se observan en la
zona subendotelial muchos elementos plaquetares, contrastando con la zona eléstica en la
que el ndmero de plaguetas aumenta considerablemente e incluso se pueden visualizar va-
rios elementos no agregados formando lo que denominamos un nido plaquetar. Estos nidos
son frecuentes en los 1imites de la 14mina eldstica con la capa media o muscular, pudién-
dose observar alguna plaqueta en contacto con las células musculares lisas.

En los casos con lesiones iniciales, la presencia plaquetar es més manifiesta de tal
manera que se observan elementos aislados entre los haces de fibras elasticas, siendo més
frecuentes en el espacio subendotelial, as{ como nidos y agregados plaquetares. En el ini-
cio de la capa muscular se encuentran con facilidad plaquetas estando alguna de ellas en
contacto con las células musculares lisas.

En las lesiones avanzadas, los elementos plaquetares son muy abundantes en el espacio
subendotelial asf como los nidos y agregados plaquetares en la 1dmina eldstica, encontrdn-
dose también agregados en la capa muscular junto con elementos plaquetares individuali-
zados en contacto con las células musculares lisas.

Nuestra interpretacién de la disposicién plaquetar observada en las distintas capas de la
pared vascular se expone a continuacion.

Tras el paso de las plaquetas al subendotelio vascular a través de los espacios interen-
doteliales, favorecido tanto por las transitorias y repetidas contracciones y relajaciones de
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las células endoteliales como por la presencia de Prostaciclina (que se encuentra aumentada
incluso en los primeros estadios de la lesién aterosclerética), las plaquetas se sitian en la
zona subendotelial. A partir de esta ubicacidn, se produce una migracion plaquetar a través
de los diferentes estratos constituyentes de la pared arterial, favorecida tanto por el efecto
quimiotdctico derivado de muiiltiples factores mitogénicos existentes en los espacios
intersticiales, DAVIES (58), WALKER et al. (242), como por la accién de la prostaci-
clina, LARRUE et al. (130). Esta migracién plaquetar se lleva a cabo por igual meca-
nismo cuando la puerta de entrada de los elementos plaquetares a la pared vascular se loca-
liza en los vasa-vasorum.

De esta forma, tas plaquetas Hegan hasta la zona de la capa eldstica relacionada con el
inicio de la capa muscular lisa, lugar donde se observan con cierta frecuencia nidos
plaquetares. A esta zona de ubicacién de las plaquetas la denominamos zona de contacto
plaquetar y de ella parten las plaquetas tanto por su accién quimiotdctica como por la de
las propias células musculares lisas, para contactar con estas ltimas células (contacto
plaqueta-célula muscular lisa) y comenzar su migracién hacia la capa intima. Esta inter-
pretacion nos sugiere que la penetracion, migracion y contacto plaquetar constituyen otro
mecanismo en la génesis aterosclerosa espontinea.

En los dltimos 15 afios se ha estudiado con gran interés la produccidn en la pared vas-
cular de una prostaglandina inestable conocida como prostaciclina (PGI2), con accidn va-
sodilatadora y gran actividad antiagregante plaquetar, MONCADA et al. (155).

La prostaciclina se considera en la actualidad como una sustancia clave en el inicio de
la trombosis y aterosclerosis. Ademds de su actividad antitrombdtica (antiagregante pla-
quetar), diferentes trabajos informan acerca de su produccién en las lesiones aterosclerdti-
cas. Después del descubrimiento de su formacién en la aorta de conejo, MONCADA et al.
(153), se ha demostrado que diferentes arterias de otros animales la generan también, SIN-
ZINGER et al. (205).

Son bien conocidas las diferencias existentes entre distintas especies en su susceptibi-
lidad a padecer aterosclerosis. También se ha estudiado la diferente produccién de PGI2 en
sus arterias, tratando de establecer relacidn entre este hecho y su diferente predisposicion al
desarrollo de la enfermedad aterosclerética. La liberacién de PGI2 varia segtn se trate del
hombre o de los animales, de tal forma que en el humano su liberacién es mayor en las
venas que en las arterias, en la oveja y el cobaya es similar en ambos tipos de vasos y en
el conejo y la rata sucede lo contrario al hombre detectdndose mayor actividad en las arte-
rias, hecho mucho mds marcado en la rata, SINZINGER et al. (205), sin encontrarse dife-
rencias entre sus segmentos adrticos, tordcico y abdominal, NAVARRO Y VILLA-
VERDE (163), NAVARRO et al. (164), siendo mas resistente que el conejo a padecer
aterosclerosis, TSCHOPP y BAUMGARTNER (235). De estos resultados se deduce que
una gran produccién arterial de PGI2 se asocia a una menor susceptibilidad de padecer Ia
enfermedad aterosclerdtica y viceversa.

La produccidén de PGI2 tanto en el hombre como en la rata o el conejo tiene lugar no
solo en la célula endotelial sino también en la capa intima y en las células musculares li-
sas, aunque desciende al alejarse del endotelio, MONCADA et al. (156), LARRUE et al.
(130).

Por su efecto antiagregante se ha considerado a la prostaciclina como uno de los meca-
nismos fisiolégicos que intervienen en la regulacién de la interaccién de las plaquetas con
la pared arterial, GRYGLEWSKTI et al. (102), y en la fisiopatologia de la trombosis y
aterosclerosis, MONCADA et al. (154), GRYGLEWSKI et al. (103).



En nuestro trabajo experimental se ha estudiado la liberacién de la prostaciclina en
forma de su metabolito 6-0x0-PGFla, tanto en el modelo de cinco meses como en el
grupo de animales con una supervivencia de 18 meses, mediante su cuantificacién por
RIA en el sobrenadante de incubacién de un anillo del tercio proximal del cayado adrtico,
técnica fiable y de uso muy frecuente en ensayos experimentales. Ademds, estos modelos
nos ofrecen la posibilidad de obtener la incidencia de lesiones y por tanto de estudiar la
correlacién existente entre la liberacidn de PGI2 y la enfermedad aterosclerdtica, ya que se
ha invocado que dicho proceso se debe a un déficit de PGI2, MONCADA et al. (156),
GRYGLEWSKI et al. (102).

MONCADA et al(154) y GRYGLEWSKI et al. (102) fueron los primeros en sefialar
la importancia de la prostaciclina en la génesis ateromatosa. Posteriormente D" ANGELO
et al. (56) observan una menor produccién de PGI2 en el tejido vascular aterosclerético
humano; SINZINGER et al. (206) hallan en diferentes tipos de lesiones ateroscleréticas
una significativa disminucién en la produccién de prostaciclina, interpretando que este he-
cho podria ser la principal causa en la iniciacién y progresién de la aterosclerosis, SIN-
ZINGER et al. (208); finalmente GRYGLEWSKI y SZCZEKLIDK (103) definen la ate-
rosclerosis como una deficiencia de PGI2.

En el grupo de 5 meses la determinacién de 6-oxo-PGF1a ofrece resultados diferentes
seglin se trate del lote control o con dieta rica en colesterol. En el lote con dieta aterogé-
nica observamos una marcada disminucidn en la liberacién del metabolito con respecto al
lote control, siendo esta disminucién altamente significativa. El estudio de su liberacién
dentro de cada lote muestra que no hay diferencias entre los animales con y sin lesiones
ateroscleréticas. Estos resultados nos hacen sospechar la existencia de una intima relacién
entre la infiltracién grasa y la liberacién o sintesis de la prostaciclina, concordando estos
resultados con los hallados por otros investigadores, ELDOR et al. (70), que tras la admi-
nistracién de una dieta rica en colesterol observan una disminucién de la produccién de
PGI2 en consonancia con la hipercolesterolemia, sugiriendo que el efecto inhibitorio de la
hipercolesterolemia sobre la produccién de PGI2 es muy rdpido afectando tanto a las
células musculares lisas como a las células endoteliales.

La disminucién de la produccién de PGI2 tras la administracién de una dieta rica en
colesterol estd estrechamente ligada al proceso bioquimico que se produce como
consecuencia de la hiperlipemia, BRETCHER y RAFF (21), GOLSTEIN et al. (96),
GOLSTEIN y BROWN (95). La hiperlipemia produce una alteracion en la célula endote-
lial con un descenso en la produccion de la PGI2, HENRIKSEN et al. (111), NORDOY et
al. (172) ROSS y HARKER (192), que se recupera con la normalizacién del colesterol
plasmdtico y de la funcién endotelial, ELDOR et al. (70).

El andlisis bioquimico de la aorta de conejo alterada tras la administracién de una dieta
rica en colesterol muestra acimulos de colesterol libre y en su forma esterificada, mientras
que en el caso de una aorta no alterada aparece exclusivamente en su forma libre. Este he-
cho nos hace pensar que la PGI2 interviene de forma directa en el metabolismo lipidico de
la pared vascular, 1o que se demuestra tras la aiteracién endotelial en conejos normocoles-
terolémicos con un cateter, donde se produce un incremento significativo de colesterol es-
terificado en la zona reendotelizada, FALCONE et al. (76). Ademds, la produccién de
PGI2 se inhibe especificamente tras el actimulo en la célula endotelial de los 4cidos grasos
linoleico y oleico en sus formas libre y esterificada, SPECTOR et al. (218).

Resultados diferentes encontramos en el grupo de conejos de 18 meses de
experimentacién al valorar su produccién de PGI2, ya que en este grupo observamos un
marcado incremento en la liberacién de PGI2 que es altamente significativo cuando se
compara con la PGI2 del lote control de cinco meses. Al estudiar dentro de este grupo la
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liberacién de PGI2 en los animales con y sin lesiones no se obtiene una diferencia
significativa aunque existe un ligero incremento en los primeros.

En algunas condiciones experimentales, incluyendo modelos con dieta aterogénica, di-
ferentes investigadores han obtenido valores normales e incluso incrementos en la produc-
cién de PGI2, ya que las lesiones aterosclerdticas no siempre se asocian a una reduccién de
la misma. GRYGLEWSKI et al. (102) observan, tras cinco meses de administracién a
conejos de una dieta aterogénica, un incremento de PGI2 interpretdndolo como un fend-
meno de rebote; TREMOLI et al. (234) observan con el mismo modelo un marcado in-
cremento; DONATI et al. (66) encuentran en ratas el mismo incremento en las lesiones
iniciales; estos mismos resultados en ratas son hallados por NAVARRO y VILLA-
VERDE (162); LASIERRA et al. (131) hallan valores normales de PGI2 en lesiones ate-
romatosas de gran extensién y SINZINGER et al. (206) observan también incrementos de
prostaciclina y lo interpretan como una reaccién compensatoria al daiio de la pared vascu-
lar con el fin de retrasar la evolucién de las lesiones. A pesar de estas interpretaciones y
resultados, el incremento de produccién de PGI2 en las lesiones aterosclerosas introduce
un interrogante en el papel de esta sustancia en la génesis aterosclerosa y lo mds probable
es que este incremento se encuentre intimamente relacionado con la hiperplasia celular que
se produce en las zonas alteradas, BADIMON et al. (10), ya que la capacidad de generarse
PGI2 en las zonas hiperplésicas estd ligada a las células musculares lisas activas, SIN-
ZINGER et al. (206), que aparecen en los primeros estadios de las lesiones experimentales
y humanas, FEIGL et al. (77).

Por lo expuesto y haciendo un sintesis del papel que desarrolla la Prostaciclina pode-
mos pensar que: 1) en la patogenia de la aterosclerosis su produccidn estd en intima co-
nexién con-el metabolismo de las grasas, 2) tiene un papel primordial en la relacién pla-
queta-pared vascular y 3) probablemente interviene en el interior de la pared vascular parti-
cipando en el mecanismo de relacién de las plaquetas con las células musculares lisas.

La imbricacién del mecanismo fibrinolitico en la génesis aterosclerdtica parte de los
criterios de ASTRUP (5), que defiende la hipétesis trombogénica de DUGUID (68)
sustentada en la teorfa de ROKITANSKY (187). Esta teoria se basa en la continua forma-
cién y disolucién de pequefias cantidades de fibrina a nivel de la pared vascular de manera
que un descenso de la actividad fibrinolitica provocaria su depdsito y la iniciacién de las
primeras etapas del desarrollo de la lesi6n aterosclerdtica.

La relacidn entre aterosclerosis y mecanismo fibrinolitico sigue siendo en la actualidad
motivo de duda a pesar de que los componentes del sistema fibrinolitico tienen su origen
en la pared vascular, lecho especifico del asentamiento del proceso, o se hallan en las le-
siones aterosclerosas.

Desde el trabajo de TODD (231) sobre la localizacién del activador tisular del plasmi-
négeno utilizando la técnica autogrifica, modificacién histolégica de la placa de fibrina, se
determind su origen en las células endoteliales vasculares de venas y capilares, TODD
(232), WARREN (243). No obstante, hay que resaltar que con cierta frecuencia se ha ob-
servado una aparente ausencia del activador tisular en la pared vascular arterial achacable a
la presencia de un inhibidor procedente de las células musculares lisas,, NOORDHOECK
(169), NOORDHOECK y BRAKMAN (171), NOORDHOECK (170). La actividad fibri-
nolitica de la pared vascular se ha estudiado en variadas situaciones clinicas por la ténica de
PANDOLFI et al. (176) y similares LASTERRA et al. (132), que son modificaciones de
la técnica de TODD.

En nuestro modelo experimental de cinco meses observamos marcadas diferencias en la
actividad fibrinolitica de la pared vascular. El lote control presenta una actividad fibrinoli-
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tica valorada como media y a veces intensa sin observarse en ningtn caso su ausencia. Por
el contrario, en el lote con dieta aterogénica se aprecia una marcada disminucién de su in-
tensidad llegando en algunas muestras a ser nula. La ausencia de actividad fibrinolitica en-
contrada en el lote con dieta aterogénica constrasta de alguna manera con el hallazgo de
SMITH y ASHALL (212), que observan en lesiones estrfas grasas y en placas
aterosclerdticas una elevada presencia de productos de degradacién de la fibrina/fibrinégeno

con alta tasa de PDF, lo que hace pensar en la existencia de una hiperfibrinolisis
desmesurada.

El incremento del activador tisular del plasmindgeno en la capa fntima y en las lesiones
ateroscleréticas de la pared arterial humana, hace pensar en un posible papel protector de
este mecanismo frente a la iniciacién y progresién de la aterosclerosis, ya que la disminu-
cién de la actividad fibrinolitica favorece el depésito de fibrina en la pared vascular pudien-
do alterar la célula endotelial e iniciar el proceso, KADISH (119), GARDLUND et al. (88).

La relacion hipofibrinolisis-aterosclerosis fue dada a conocer inicialmente por AS-
TRUP (6), al incorporar como factor de riesgo de la enfermedad aterosclerosa el defecto de
actividad fibrinolitica, existiendo experiencia clinica que lo demuestra como a continua-
cién se expone. D'ANGELO et al. (56) no observan actividad fibrinolitica en piezas pro-
cedentes de endoarterectomia; la diabetes y obesidad, enfermedades aterogénicas por exce-
lencia, se acompaiian de disminucién en la actividad fibrinolitica debido a un incremento
del inhibidor del activador tisular (PAI) y de triglicéridos, HAMSTEN et al. (106), NILS-
SON et al. (165), NILSSON y JOHNSON (166), JUHAN-VAGUE et al. (118), AU-
WERS et al. (8); las dietas ricas en Ifpidos producen altos niveles plasmaticos de lipopro-
tefnas de baja densidad causando inhibicién de la fibrinolisis, BANG y CLIFFTON (13),
CLIFFTON y BUSCHELL (43); el tratamiento de la hiperlipemia en el hombre conduce a
un aumento en la actividad fibrinolitica, ELKELES et al. (71), SIMPSON et al. (204),
como consecuencia de la disminucién del PAI y de los triglicéridos que se hallan en in-
tima correlacién, HAMSTEN et al. (106), NILSSON et al. (165). Estos trabajos sugieren
que la inhibicién de la actividad fibrinolitica se debe al incremento del inhibidor del
activador tisular, SUNDELL et al. (227) y segin esta sugerencia, la marcada disminucién
de la actividad fibrinolitica observada en el lote de conejos con dieta aterogénica estarfa re-
lacionada con el incremento del inhibidor PAI.

Ha sido puesta de manifiesto por OGSTON (173) la existencia de una correlacién ne-
gativa entre actividad fibrinolitica e hiperlipemia. En esta linea de trabajo, PADRO et al.
(175) observan en hiperlipemias experimentales en ratas un incremento de actividad fibri-
nolitica en plasma con aumento del activador tisular en su pared arterial adrtica. Una ex-
plicacién posible de las diferencias existentes con nuestros resultados podria encontrarse en
el animal de experimentacién empleado, pues es sabido que las ratas presentan un poten-
cial fibrinolitico arterial muy intenso, SMOKOVITIS y BINDER (213), SMOKOVITIS
et al. (215). No obstante PADRO et al. (175) encuentran actividad fibrinolitica en la pared
vascular alterada de las ratas aterosclerdticas aunque menos marcada que la observada en
plasma.

En el orden experimental se ha estudiado con cierto interés la influencia de los inhibi-
dores de la fibrinolisis en la ateromatosis. A este respecto KATO (123) observa tras la
administracién del dcido épsilon-aminocaproico (EACA) por via oral, un aumento de
actimulos de células espumosas en la arteria pulmonar de conejos sometidos a una dieta
rica en colesterol sin cambios patolégicos en aorta. Asi mismo KATO et al. (124) obser-
van un incremento del edema en la capa subendotelial de la arteria aorta y en la ldmina
eldstica interna de la arteria pulmonar, tras la administracién del 4cido tranexdmico
(AMCHA) a conejos sometidos a dieta con y sin colesterol. Por el contrario, FRITSTH et
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al. (82) no encuentran variacién en la pared vascular de animales sometidos a una dieta con
colesterol tras la administracién de AMCHA.

Un comportamiento diferente de la actividad fibrinolitica se observa en el grupo de co-
nejos de 18 meses de experimentacién, ya que los resultados muestran un marcado incre-
mento de la misma sin que en ningln caso se constate su ausencia, no encontrandose
diferencias entre los animales con y sin lesiones.

Es uno de los dltimos estudios llevados a cabo en esta linea, SMOKOVITIS et al.
(215) han observado que la actividad fibrinolitica derivada del activador tisular del plasmi-
négeno se incrementa gradualmente desde unacapa fntima normal de aorta hasta la apari-
cién de la placa fibrosa (donde mayor actividad fibrinolitica se desarrolla), comportdndose
contrariamente al inhibidor de la plasmina. Estos mismos autores opinan que este incre-
mento puede ser debido parcialmente al descenso del PAI detectado sobre todo en las placas
fibrosas en relacién al de la capa intima normal. No obstante, pensamos que en el au-
mento de actividad del activador tisular del plasminégeno pueden participar algunos otros
mecanismos intimamente relacionados con el endotelio vascular.

Como anteriormente hemos sefialado, en este modelo de experimentacién de 18 meses
observamos un marcado incremento en la liberacién de prostaciclina achacable a la hiper-
plasia, hecho demostrado entre otros investigadores por BADIMON et al. (10), y un mar-
cado incremento en la actividad fibrinolitica. Este incremento en la sintesis y liberacién de
la PGI2 podria ser un factor activante del activador tisular in situ, traduciéndose en un au-
mento de la zona de lisis de la microplaca de fibrina empleada para este estudio. Ha sido
demostrado por GOROG y KAVACS (98) con la técnica de perfusién y el aparato
hemostatémetro un efecto trombolitico de la PGI2 de tal manera que 0,5 ng/ml de prosta-
ciclina tienen un efecto comparable a 50 U/ml de estreptoquinasa.

En resumen, el aumento e imbricacién de los mecanismos de PGI2 y fibrinolisis en el
grupo de conejos de 18 meses, que representa desde el punto de vista biolégico una edad
avanzada, podria interpretarse como un sistema multiplicador de defensa contra los fend-
menos trombdticos que complican las lesiones aterosclerdticas tan frecuentes a estas eda-
des.
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CONCLUSIONES

1.- El régimen alimenticio a base de una dieta rica en colesterol lleva consigo impor-
tantes alteraciones estructurales y bioquimicas en la pared vascular. La hipercolesterolemia
produce en el conejo lesiones en la capa intima de su pared vascular concordantes con las
lesiones aterosclerdticas del humano.

2.- En el modelo experimental con dieta aterogénica la frecuencia de aparicién de mi-
crotrombos murales plaquetares y mixtos es mayor que en los modelos sin dieta aterogé-
nica; por el contrario son muy poco frecuentes los elementos plaquetares aislados en el
interior de las estructuras de la pared vascular.

3.- La dieta aterogénica produce una marcada disminucién de la liberacién de la PGI2,
determinada como 6-oxo-PGFla.

4.- La dieta aterogénica produce una marcada disminucién de la actividad fibrinolitica
de la pared vascular, medida por la zona de lisis observada en microplaca de fibrina.

5.- La disminucién de la liberacién de la PGI2, determinada en forma de 6-ox0-PGF1a,
y de 1a actividad fibrinolitica no es dependiente de la lesién de la pared vascular.

6.- La presencia de células endoteliales contraidas permite el contacto de la luz del vaso
con estructuras subendoteliales y de la 1dmina eldstica, facilitando el paso de elementos
plaquetares al interior de la pared vascular.

7.- Los elementos plaquetares que se observan en las estructuras subendoteliales y en
la J4mina eldstica de la pared vascular no muestran actividad funcional.

8.- Los elementos plaquetares se ponen en contacto a nivel de la capa media con las
células musculares por medio de prolongaciones seudopddicas, 1o que se interpreta como
un nuevo mecanismo de accién de las plaquetas en la génesis aterosclerosa.

9.- En el grupo de 18 meses, la incidencia de lesiones ateroclerdticas es la misma que
en el lote de 5 meses con dieta aterogénica.

10.- En el grupo de 18 meses se observa un marcado incremento en la liberacién de la
PGI2, determinada como 6-0x0-PGF1a.

11.- En el grupo de 18 meses se halla un marcado incremento en la actividad fibrinoli-
tica, medida por la zona de lisis obtenida en microplaca de fibrina.

12.- En el grupo de 18 meses se encuentra la mayor intensidad de actividad fibrinoli-
tica, al igual que la mayor liberacién del metabolito de la prostaciclina.

13.- En el grupo de 18 meses con lesiones existe un paralelismo entre el aumento de
la intensidad fibrinolitica y el de la liberacién del metabolito de la prostaciclina, lo que se
interpreta como un mecanismo multiplicador de defensa in situ contra la formacién del
trombo.
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