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1. ACTUALIZACION BIBLIOGRAFICA



1.1. GENERALIDADES
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1.1.1. DEFINICIONES

El término "arteriosclerosis” debe atribuirse a
Lobstein, que lo cref en 1833 para referirse a lo que
€1 denominaba: "un aumento del espesor y la dureza de
las paredes arteriales"”.

Este término define pues las particularidades
anatomopatol8gicas de la enfermedad y desde su intro-
duccién viene siendo utilizado para hacer referencia
a una enfermedad o grupo de enfermedades que afectan
caracterfsticamente a los vasos sanguineos.

EtimolSégicamente, la palabra arteriosclerosis se
trata de un nombre compuesto por arteria y "sklerosis"
que significa espesamiento con induracién. Sin embar-
go, en el lenguaje clfnico corriente, se utilizan muy
a menudo los conceptos arteriosclerosis o aterosclero
sis y debe tenerse en cuenta gue aunque ambos se em-
plean para referirse a la misma enfermedad; El térmi-
no aterosclerosis propuesto por Marchand en 1904, es-
t4 compuesto etimol8gicamente de "athera" que signifi
ca pgpilla, pulposo, etc. y "sklérosis" o endurecimien
to. El término aterosclerosis hace referencia al depd
sito lipidico y al endurecimiento que suelen darse en
las arterias enfermas.

En 1.906, Klotz propone mantener el término arte
riosclerosis como denominacién general para todos los
procesos de esclerosis o endurecimiento arterial y
distinguir dentro de &l ciertas variedades o subdivi-
siones: Ateromatosis, aterosclerosis, esclerosis de
Monckeberg y arteriosclerosis hiperplésica.
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Desde este punto de vista, el té€rmino arterios-
clerosis definiria una afectacién general de la pared
vascular con predominio de pérdida de elasticidad,
mientras el té&rmino aterosclerosis harfa referencia a
alteraciones localizadas con depésitos de lipidos en
la Intima arterial.

Aunque como se ha dicho, los términos atero y ar
teriosclerosis se empleen indistintamente en clinica,
no es menos cierto que existe una tendencia al empleo
del término aterosclerosis, tendencia posiblemente im
pulsada por la érofusién de la literatura inglesa que
prefiere este término.

Asf la 0.M.S., ha definido (1958) a la'aterosclg
rosis como: Una combinacién de modificaciones de la
Intima de las arterias, que consiste en el acGmulo fo
cal de lipidos, complejos de hidratos de carbono, san
~gre y productos hemiticos, tejido conjuntivo y depbsi
to de calcio, asociados a alteraciones de la tfinica
media.

1.1.2. ARTERIOSCLEROSIS EN EL TIEMPO Y LA CIVILIZACION

Existe una tendencia a considerar a la arterios-
clerosis como una enfermedad Intimamente ligada a la
vida moderna y nada mis lejos de la realidad, pues se
puede demostrar que la arteriosclerosis es una enfer-
medad tan antigua como el propio hombre; Czremak en
1852 descubrid lesiones arteriosclerfticas en la aor-
ta procedente de una momia egipcia. Parecidos descu-
brimientos fueron hechos por Smith en 1908 y Shattock
en 1909, que descubrieron lesiones arteriales simila-
res a la producidas por la arteriosclerosis en una mo
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mia egipcia fechada 1200 anos A.C. El propio Shattock
lleg6 incluso a analizar quimicamente una de las pla-
cas arteriosclerSticas constatando en ella la presen-
cia de particulas de fosfato cidlcico.

Ruffer en el afio 1911, tiene la oportunidad de
estudiar histol8gicamente 24 arterias procedentes de
otras tantas momias egipcias de una antiguedad entre
1580 y 525 anos A.C., llegando a la conclusién de que
la enfermedad arteriosclerftica estaba presente en el
Antfguo Egipto y no de manera anormal o esporédica,
sino con una similitud e incidencia muy parecida a la
que se presentaba en los caddveres de personas coeta-
neas del propio Ruffer.

La arteriosclerosis es una enfermedad que ha es-
tado presente en el curso de la historia del hombre y
as! ha quedado reflejado en tratados mé&dicos antiguos.

Ebers en 1872 consiqguié descifrar un papiro egip
cio en el que ya aparecfan descritos los sintomas de
la angina de pecho. El historiador espafiol Lain En-
tralgo (1973) revisando manuscritos del Corpus Hippo-
craticum, ha encontrado referencias en las que se ci-
ta sintomatblogia de las enfermedades cardiovascula-
- res. Galeno en su libro " De pulsibus libellus at ti-
rones ", vya se refiere a la dureza de la pared arte-
rial.

Desde entonces hasta nuestros dfas, son mfilti-
ples las referencias existentes gque demuestran que la
arteriosclerosis ha acompafiado al hombre en el curso
de la historia, tal como ha sido comprobado en manus-
critos y dibujos de Leonardo da Vinci en 1506 (Keele
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1973) y en escritos de Fallopio (1523-1562), Pare
(1510-1590) , Bonet (1620-1689), Thebesius (1686-1732),
Morgan (1682-1771), Haller (1708-1777) y un n@Gmero in
contable de autores hasta llegar a nuestros dfas. (Cg
tado por Lain Entralgo en Historia Universal de la Me
dicina).

Ya desde un principio se sospeché que la arte-
riosclerosis tenfa relacién con h&bitos corporales o
alimenticios: es decir, en cierta forma con el grado
de civilizacién.

"Los que son constitucionalmente muy grue
Sos son mis aptos para morir sdbitamente que a
quellos que son delgados" (Obras de Hip&crates,
cit. por Littre, 1839).

Hoy dia es interesante comprobar el grado de ar-
teriosclerosis que en algunas razas o tribus que sub-
sisten en la actualidad, pero que conservan un grado
de civilizacidn todavfa primitivo. Clerc (1978) ha ob
servado en un estudio epidemiolégico realizado en Cos
ta de Marfil sobre un grupo de poblacién heterogéneo,
que los accidentes cardiovasculares no constituyen un
fenSmeno raro, incluso en los medios m&s tradiciona-
les y que dichos accidentes elevan su frecuencia a me
dida que aumenta el desarrollo socioecondmico.

Estos datos actuales confirman o ayudan a expli-
car los hallazgos realizados en las momias egipcias,
Ya que debe tenerse en cuenta que la civilizacién
egipcia, pese a ser m4s antfgua, habfa alcanzado co-
tas m&s elevadas que las que, salvando las distancias,
se encuentran en algunos de los grupos estudiados por

Clerc.
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1.1.3. IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA DE LA ARTERIOSCLE-
ROSIS

La arteriosclerosis como principal causa de en-
fermedades cardiovasculares, constituye la entidad
responsable de la mayor mortalidad, alcanzando en los
ultimos anos cifras préximas al 50%, segln datos pu-
blicados en 1974 (Stat. Bull. Metropol-Life:&m. Comp.)

A partir de estudios llevados a cabo en la pobla
cién francesa , en los que figura un andlisis de la
proporcién de las principales enfermedades cardiovas-
culares por grupos de edad referidos a lOO,muertes,
se han obtenido las siguientes gréficas: (fig. 1 y 2)

i CT' OTRAS CAUSAS L

%

5 8 8 &8 8 8 3 8 8 8

ANOS

Fig.1. Causas de mortalidad en % (Varones).
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9 OTRAS CAUSAS

3 8 8 5§ 2 8 3 8 8 3

Fig.2. Causas de mortalidad en % (Mujeres).

que expresah las diferencias entre el sexo femenino y
ei masculino. En las gr4ficas se puede observar que
las enfermedades cardiovasculares y renales, represen
tan una gran parte de la mortalidad por todas las cau
sas y que junto al cé8ncer y los accidentes, ocasionan
entre un 70 y un 80% de la mortalidad que acontece a

partir de los 20 afos.

Es notable en estas gr&ficas que la incidencia
de mortalidad por enfermedades cardiovasculares que
entre los 50 y los 55 anos es mucho mayor para el hom
bre que para la mujer, llegando a ser casi el doble,
con el tiempo va haciéndose muy parecida, quedando
pricticamente igualada entre los 70 y los 80 aios.
Aunque existen estudios epidemiol&gicos, como los rea
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lizados en Europa por Ancel Keys (1970), que demues-
tran que la incidencia de cardiopatfa coronaria puede
variar segﬁn las zonas geogrédficas, no es menos cier-
to que los estudios realizados en la poblacién france
sa, continfan siendo como una referencia vdlida, so-
bre todo si se tiene en cuenta que las diferencias
que encontraba Keys en 1970, en la actualidad se ha-
cen mds pequefias.

MORTALIDAD POR CARDl‘OPx_ATIA CORONARIA DURANTE 5 ANOS.

Morralidad Mortalidad

provsose coral
Este de Finlandia ............................. 220 641
Ferroviarios USA sedentarios .................. 205 381
Ferroviarios USA guardagujas .................. 165 483
Zutphen, Holanda ............................ 133 524
Crevalcore, Italia ........................ ... 94 575
Corfl, Grecia  .......oovviiiiiinvnnnnienenanns 80 - 219
Belgrado, Yugoslavia .......................... 47 98
Oeste Finlandia .....................coiinn... 44 504
Roma, ferroviarios ............c.ccovieennnn... 31 362
Creta, Grecia  ......ovviiiiiiiinniannaann.. 12 153

TABLA 1. Mortaiidad por cardiopatia coronaria durante
5 afios. Varones de 40 - 59 anos libres de
cardiopatia coronaria al inicio (Ancel Keys
et al -,. 1970)
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Otros datos epidemiolSgicos de interés son los
aportados por Widmer, et al. (1967) gque demuestran
que las enfermedades oclusivas arteriales pueden cons
tatarse ya en un 2% de los trabajadores de 35-44 afos,
y en casi un 11% de todos los trabajadores de edades
comprendidas entre los 55 y los 64 afos. Epstein (1966)
ha podido observar en sus estudios un 3,5% de muertes
a causa de cardiopatfa arterioscleré6tica en pacientes
menores de 45 afos, aunque Cassidy ya habia demostra-
do en (1946) que la arteriosclerosis coronaria apare-
cfa con mayor frecuencia en edades mds avanzadas sefia
lando en sus trabajos que un 70% de los pacientes pa-
decen esta enfermedad entre 50 y 70 anos de edad, un
15% entre 40 y 50 afios, y un 3% entre 30 y 40 anos de
edad. Estos datos coinciden en cierta forma con los
datos del estudio resefiado anteriormente en la pobla-

cién francesa.

Gottstein ha comprobado que en la Repfiblica Fede
ral Alemana mueren m&s de 100.000 personas a conse-
cuencia de trastornos circulatorios cerebrales. El n@
mero de personas que anualmente enferman por primera
vez a causa de un trastorno circulatorio es de alrede
dor de 400.000.

Pero quizis los datos estadisticos més relevan-
tes sean los extrafdos de la Estadistica Internacio-
nal de la 0.M.S. (fig.3) que reflejan la mortalidad
producida por enfermedades coronarias desde el afo
1956 al 1967. La enfermedad coronaria es una de las
causas que contribuye en mayor proporcién a la morta-
lidad global por enfermedades cardiovasculares.
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Estos datos revelan que los EEUU tienen las ci-
fras mds altas de mortalidad por enfermedad coronaria,
desde el afio 1956. Estas cifras se mantienen de una
forma constante mientras en los pPalises europeos occi-
dentales y en el Japbn se observa una tendencia al
crecimiento entre los afios 1965 y 1967; Aunque estos
resultados deben interpretarse con cierta prudencia,
dada la falta de uniformidad de criterios diagnésti-
cos, criterios de codificacién y de terminologfas de
los certificados de defuncién. En Francia, por poner
un ejemplo, un fallecimiento coronario puede ser cla-
sificado como "senilidad; muerte repentina e insufi-
ciencia cardfaca".

Es justo senalar que en los Gltimos aifios en algu
nos paises entre ellos EE.UU, gracias a las campanas -
de educacifn sanitaria y prevencidn de los factores
de riesgo, se observa una discreta disminucidn en la
incidencia de enfermedades cardiovasculares con desen
lace fatal, aunque no por ello las cifras dejen de
ser inquietantes.

1.1.4. LA ARTERIOSCLEROSIS EN NUESTRO MEDIO

Las estadisticas demuestran que en Espafia las ta
sas de mortalidad producida por enfermédades del apa-
rato circulatorio también est&n notablemente elevadas.
Si observamos la evolucisn durante el perfodo 1955-
1973, de la mortalidad comparada con otros pafises eu-
ropeos (ver tabla 2) expresadas en nﬁmero de muertes
por 100.000 habitantes.
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EUROPA.—MORTALIDAD POR ENFERMEDADES DEL
APARATO CIRCULATORIO

AROS
PAISES -

1955991 1960 | 1961 1 w62 | 1963 § 1969 | 1965 | 1966 | 1967 | 1968 | 1973~
Bélgica .......| 395,9 1421,2] 406,9 ] 460,3 }487,7 | 445,01 464,7 |379,03299,3 |578,2]524,5
Dinamarca ....| — 1347,7] 335,8351,8 {353,9} 366,9| 387,1 {417,0}401,8 |381,9 {506,7
Francia ....... 1252,9 {249,71 239,31 258,7 1259.41 236,7 | 244,1 | 235,7 {241,0 1392,6 | 396.7
R.F. Alemana .. }261,0 |275,4]| 276,8]293,21297,0]288,6}307,0{310,41321,7| — [541,1
Grecia ........J —_ — 1124,81136,2138,3]140,8| 140,91139,2154,8 | 268,9 | 324,0
Ilanda ........| 444,6 1441,4] 463,21458,9 |453,9| 431,2 | 440,1 | 462,6 } 416,0 | 597,0 | 581,7
fraia .........] 271,1 {285,8] 281,91314,8 |317,3]295,1{315,8 1296,9 [507,9] — [467,0
Holanda ...... 4229,3 [237,0] 240,7 {262,0 | 262,3] 250,6 | 261,7 }256,4 {255,6 1262,6 { 369,8
Portugal ......|] 190,4 §175,6] 174,6]179,8]175,5]175,0|169.91173,6{170,7 | 166,2 | 438,6
ESPANA .....] — 1191,9] 188,81201,2 190,61 181,4]182,9|185,8{190,8 | — [371,3
R. Unido tIng. G.§429,5 1{433,8 443,1 1 446,0 {454,2] 418,21 431,8 | 433,5 418,0 1605,8 615,3
Yugoslavia .... ] -— — 1170,5]196,3 |184,4]199,9]1185,6 |172,91192,7 |274,9 | 314,4

* Los valores de Bilgica ¢ Irlanda corvesponden a 1972,

TABLA 2. Mortalidad comparada en diferentes paises.

Se aprecia un incremento pasando de 191/100.000
en el afo 1960 a 371,3/100.000 en el afio 1973 con un
brusco e inexplicable salto de 1968 al 1973. (Datos
obtenidos a partir del an&lisis de la situacidn sani-
taria espanola publicado por la Subsecretaria de la
Salud 1977). Estas tasas continfian m&s o menos esta-
bles ya que los ultimos datos publicados por la Direc
ci8n General de Salud P@blica en 1980 (Boletin Epide-
miolSgico n°1407) arrojan una cifra de 373,48 muertes
por 100.000 habitantes a causa de las enfermedades
cardiovasculares en el afio 1976.
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) En relacidn con otros paises europeos puede de-
’ cirse ‘que Espafia ocupa un lugar intermedio con cifras
de mortalidad estabilizadas en los ultimos afios, que

no por ello dejan de ser alarmantes, ya que represen-

tan un 44,88% de fallecimientos por distintas causas
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Fig. 4. Distribucifn porcentual de fallecimientos se
gGn los principales grupos de causas de muer
te'en Espafia en el afio 1976.
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siendo la causa méds importante de fallecimiento segui
da por tumores 17,91%, enfermedades del aparato res:
piratorio 10,61%, enfermedades del aparato digestivo

5,40%, accidentes 5,03% y otra serie de causas con me
nor repercusidn.

1.1.5. MAGNITUD ACTUAL DEL PROBLEMA: ASPECTOS SO-
CIOECONOMICOS

En la &poca en que vivimos, la arteriosclerosis
es un trastorno arterial considerado como causa prin-
cipal de muerte en los Estados Unidos y Europa Occi-
dental, propagdndose en los demis continentes en rela
cibén con su desarrollo (Nat. Heart and Lung Institute,
1971).

En la actualidad, las cotas de mortalidad alcan-
zadas por las enfermedades cardiovasculares se encuen
tran entre el 30 y 50% del total de defunciones, va-
riando -segn los pafses o razas. '

Si bien los datos de mortalidad son ciertamente
alarmantes, deben entenderse que estas tasas son en
el fondo un reflejo indirecto de otros avances en di-
ferentes &reas de la Ciencia, especialmente la Medici
na, que han conseguido disminuir la moftalidad por
otras causas, prolongando la vida media del hombre, y
en consecuencia, provocando un incremento aparente de
enfermedades cardiovasculares, que en buena parte son
consecuencia de la que podiamos llamar "arteriosclero
sis fisiol8gica", es decir, el envejecimiento del sis
"tema vascular con el paso de los afnos.
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Dado que las perspectivas actuales de crisis eco
nbmica generalizada, aumento de gastos asistenciales_
y déficit en los presupuestos destinados a la salud
pGblica, obligan a considerar el aspecto econémico de
cualquier problema sanitario. Desde este punto de vis
ta, la arteriosclerosis representa un problema econé-
mico de gran magnitud.

Se sabe que en los paises industrializados, el
crecimiento de los gastos sanitarios se ha convertido
en un problema primordial, puesto que el presupuesto
social sobrepasa con frecuenciael 50% del global del
propio Estado.

En Francia, en 1975, el presupuesto de la Seguri
dad social alcanzaba la cifra de 250.000 millones de
francos, es decir, casi tanto como el presupuesto del
Estado, evaluado en 270.000 millones. Esto como es fa
cil suponer, representa una pesada carga para esa na-
cibén. Por otra parte, la mortalidad cardiovascular en
Francia puede evaluarse en un 30 por 100 de la morta-
lidad global, lo que representa unos 200.000 falleci-
mientos al ano, la tercera parte de los cuales ocurre
antes de los sesenta afios, creando un perjuicio econé
mico importante a la poblacibn activa; Debe recordar-
se que en 1975 para 100 personas activas habfa 149
inactivas. La parte que corresponde a mortalidad por
arteriosclerosis dentro del presupuesto de prestacio-
nes por vejez, fallecimiento, viudedad/orfandad, aun-
que fue de 94 millones de francos en 1975, es muy di-
ffcil evaluar el alcance econdmico real, ya que toda
mortalidad prematura grava el presupuesto fallecimien
to-pensién del conyuge, peroc aligera, el presupuesto
pensién vejez del difunto.
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En cuanto a la enfermedad, hay que contar las
consultas, eximenes y tratamientos médicos o quirQr-
gicos practiéados en ciudades y hospitales, asf como
el nGmero de dfas que no se acude al trabajo. Si se
tiene en cuenta que segfin aatos estadisticos france-
ses, las enfermedades cardiovasculares constituyen la
segunda causa principal del absentismo laboral detras
de las afecciones osteoarticulares, las cifras se ha-
cen m&s alarmantes.

Destdquese igualmente el fuerte aumento del cos-
to de los ex&menes (electrocardiografia, radioiséto-
pos, ecograffa, radiologfa, etc.) de los tratamientos
cardiovasculares y de los servicios prestados en cen-
tros de cuidados intensivos, de convalecencia y rea-
daptacién funcional. Como ejemplo, en Marsella ha rea
lizado un estudio en el que se calcula que un infarto
tratado, acarrea unos gastos de 22.000 francos en el
primer afo, de los cuales 15.000 corresponden a la
hospitalizacién. El1 costo médico en cuatro afios de
tratamiento varia de 22.000 a 63.000 francos segfin la
vigilancia y el tratamiento con anticoagulantes y o
antigregantes.

En la RepGblica Federal de Alemania, Schettler
(1977) ha determinado que la enfermedad arterioscle-
rética y sus consecuencias clfnicas originan el 60%
de las inversiones dentro de los capftulos de gastos
ambulatorios y hospitalarios: De una forma aproximada
este autor calcula que los trastornos de origen vascu
lar originan teniendo en cuenta el absentismo, unos
costos equivalentes al 10% del producto nacional bru-
to, estimado en unos 30.000 millones de marcos en ese

afio.



24

En Estados Unidos, en el afioc 1971, los gastos
por la arteriosclerosis se estimaron en unos mil mi-
llones de dflares en absentismo laboral y en siete
mil millones de gastos de Sanidad (Cottet 1981).

En nuestro propio pais, los gaétos originados
por la arteriosclerosis son considerables, y como
muestra para dar una idea de los mismos pueden ser-
vir los datos del I.M.S. (Datos de intercambio de mer
cado del sector farmaceutico 1980) que reflejan en
cierta forma los gastos en productos farmacéuticos.
Seglin estos datos, las inversiones estimadas s6lo en
productos farmacéuticos a nivel de ventas de laborato
rios productores a oficinas de farmicia, arrojan las
siguientes cifras: .

A) F&rmacos hipocolesteromizantes + Antiarterioscle
résos: 1429 millones de pesetas.

B) Vasodiiatadores periféricos y cerebrales: 5743 mi

llones.
C) Vasodilatadores coronarios: 1149 millones.

D) Hipotensores con y sin diuréticos: 1145 millones.

Con el fIn de afinar mds en las cifras, se ha
considerado que los farmacos del grup0‘A'son prescri-
tos précticamente en el 100% de los casos de arterios
clerosis; los del grupo B son prescritos en un 63,8%
de su totalidad en la arteriosclerosis o patologias
asociadas; los del grupo C se prescriben en un 75,6%
a problemas arterioscler88ticos y los del grupo D se
prescriben o coprescriben en la prdctica totalidad,
en pacientes con enfermedad arteriosclerStica o con
riesgo de padecerla. Realizados los oportunos cdlcu-
los, resultan las cifras que figuran en la tabla n°3.



25

TABLA n®° 3

Gastos estimados en productos farmaceuticos prescri-
tos comunmente en pacientes arterioscleroticos (1980)

A) Hipocolesterolemizantes +
+ Antiarteriosclerosos . . . . . . 1.429 000 000

B) Vasodilatadores periféricos y
cerebrales . . . . . « « +« « . « . 2.338 000 000

C) Vasodilatadores coronarios . . . . 869 000 000

D) Hipotensores con y sin diuré-
ticos asociados . . . . . ¢ . . . 1.145 000 000

5.781 000 000 pts.

La cifra total de gastos en medicamentos alcanza
los 5,781 millones de pesetas en el afio 1980, sin em-
bargo, es fdcil suponer que la cifra total de gastos
originados por la arteriosclerosis supera con creces
esta estimacién, pues debe tenerse en cuenta que solo
se han considerado los grupos de fdrmacos mds directa
mente utilizados en tratamientos ambulétorios de la
enfermedad arteriosclerética. Faltarfan anadir otros
grupos de firmacos: Anticoagiilantes, Antiagregantes
(de uso m&s com@n en ambientes hospitalarios) y otras
terapéuticas asociadas como Antibidticos, Vitaminas,
Analgésicos y un largo etcétera.
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Es f&cil imaginar que la cifra resultante seri
todavia superior y mucho mds afin si se afiaden los cos
tos originados por procedimientos diagnésticos, esta;
cias en servicios hospitalarios y pagos a profesiona:
les de la Medicina, que hacen que estas cifras se mul
tipliquen.

En un pais como Espafia, en el que el afio 1980
existfia un presupuesto para la Seguridad Social de
1,746 725 millones de pesetas, no es descalabrado
aventurar, ayudados por datos de otros pafses, que un
20~25% de este presupuesto va a estar aplicado a gas-
tos engendrados por la arteriosclerosis y sus secue-
las.

Es 18gico pues pensar, que la arteriosclerosis
como enfermedad supone un problema social/econémico
no solo por las muertes e invalideces que origina, si
no también por la carga econfémica que supone para el
enfermo y para el Estado. Estas circunst&ncias hacen
~que la investigacidén, ya sea en el mecanismo etiopato
génico, en el territorio del tratamiento o en el de
la profilaxis de la enfermedad, esté plenamente justi
ficada.



1.2. MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA
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1.2.1. ARTERIA

1.2.1.1. Clasificacibn y estructura general

Con fines pré&cticos, las arterias se han clasifi
cado en: a) Arterias de gran calibre, b) Arterias de
mediano calibre, c¢) Arterias de pequefio calibre y
d) Arteriolas. Como se observa, esta es una clasifica
cidén eminentemente de tipo prictico, realizada en fun
cién del tamafio. La enfermedad arteriosclerética,
afecta principalmente a las arterias de mediano y
gran calibre, s8lo algunas formas especiales de arte-
riosclerosis afectan a las de pequefio calibre (Arte-
riosclerosis obliterante).

Cldsicamente se describe una estructura general
que con pequeflas modificaciones es vilida para las ar
terias de mediano y gran calibre.

a) T8nica Intima constituida por:

1) Una capa de células endoteliales revistiendo la
luz del vaso denominada Intima.

2) Una zona inmediatamente inferior denominada
subendotelio y constituida por una tenue capa
de tejido conjuntivo.

3) Membrana limitante elistica interna constituida por una
membrana tubular perforada compuesta . por elas

tina.
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Fig. 5. Estructura de la arteria

b)

c)

d)

TGnica media cuya composicifn estf integrada por
fibras musculares lisas dispuestas en sentido cir-
cular y material el8stico en diferentes proporcio-

ne80
Membrana limitante el&stica externa.

TGnica adventicia, constituida por tejido conjunti
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vo con fibras elédsticas. Este tejido conjuntivo se
prolonga gradualmente y se relaciona con las es-
tructuras vecinas u 6rganos por los cuales discu-
rre la arteria.

e) Vasa vasorum, son una red de vasos de muy pequefio
calibre que se encuentran principalmente en la ad-
venticia y que penetran ocasionalmente en la tfni-
ca media. Su funcibn parece estar relacionada con
el metabolismo de la pared.

f) Nervios, son amielinicos y forman una red en la ad
venticia, terminando en la musculatura de la capa
media (nervios vasomotores). Algunas fibras mieli-
nizadas alcanzan la capa Intima, formando las fi-
bras sensitivas de los vasos.

Como diferencias entre las arterias de mediano
calibre y las de gran calibre (Ejemplo aorta y gran-
des ramas) pueden citarse que en las arterias de gran
calibre, la membrana eldstica interna es menos eviden
te.

En la t@nica media existen diferentes capas de
material el&stico entre capas de cé€lulas musculares
lisas; en la aorta humana se distinguen hasta 60 ca-
pas eldsticas (12 8 13 en la rata). La membrana el&s-
tica externa esti relativamente poco desarrollada en
las arterias de gran calibre. En general, las arte-
rias de mediano calibre tienen un predominio de célu-
las musculares en su tinica media, mientras que las
de gran calibre tienen un predominio de material elds
tico, de ahf que en ocasiones se denominen respectiva
mente arterias musculares o arterias el&sticas.
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Fisiol8gicamente parece que’las arterias muscula
res tienen una funcibén distribuidora de la sangre y -
las arterias el&sticas juegan un doble papel, por una
parte como conductoras del caudal sanguineo y por
otra como reguladoras de dicho caudal, pues gracias a
su elasticidad, transforman el flujo pulsante a la sa
lida del corazdn en un flujo pr&cticamente contfnuo a
nivel de las arteriolas.

1.2.1.2. Endotelio morfologia y funciones

La cé€lula endotelial es la unidad fundamental
del tejido endotelial, consiste en una capa mononu-
cleada, achatada, de forma poligonal que mide unas
30y de difmetro mayor y 10u de di&metro menor (Florey
1966). Vvista de perfil presenta un espesor de 3u mien
tras que periféricamente aparece mucho m&s fina lle-
gando incluso a no sobrepasar las 0,2u de espesor.

El espesor del endotelio varfa segun los territo
rios vasculares y segun los distintos 8rganos con un
espesor mé&ximo de 2 - 4u en los capilares de la dermis
Y en las grandes arterias llegando a valores minimos
en los capilares del mGsculo estriado, miocardio y
sistema nervioso central (Majno 1965).

Bajo el punto de vista topogr&fico, cada célula
endotelial contrae relaciones con las células endote-
liales circundantes bien sea por yuxtaposicién de las
membranas o mediante zonas especiales de la misma mem

brana.

La superficie luminal de la cé&lula endotelial,
merece una atencidn particular debido a su participa-
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cidn en los fenSmenos de selectividad Y en las prime-
ras fases de transporte transendotelial de macromolé&-
culas. Al microscopio electrfnico de transmisién (MET)
dicha superficie luminal aparece generalmente lisa
salvo escasas protuberancias citoplasmiticas que re-
cuerdan a los pseudfpodos. En los endotelios de alqu-
nos animales, como por ejemplo la aorta del conejo,
estas protuberancias se prolongan hasta 2p de distan-
cia de la membrana celular.

El microscopio electrfnico de barrido o "scanning"
(MES) ha revelado que la superficie endotelial es mu-
cho mis rica en microvellosidades de lo que aparece
en MET, estando orientadas al azar y a veces anastomo
sadas o intrincadas formando imdgenes realmente diff-
ciles de interpretar (Weber 1975).

Actualmente tienden a considerarse tres superfi-
cies de la célula endotelial: no-trombogénica, adhesi
va y cohesiva. La superficie luminal anteriormente
descrita corresponderia a la no-trombogénica y est4
desprovista de cualquier tipo de material conectivo
electrodenso, sin embargo, posee glicocalix que puede
ponerse de manifiesto con técnicas especiales de tin-
cifn, como por ejemplo el rojo de Rhtenio (Luft 1971,
Gerrity et al 1977). La superficie interna o ablumi-
nal estd adherida al tejido conectivo de la zona
subendotelial. Esta superficie contacta con el vaso
pudiendose encontrar condensaciones de filamentos
electrodensos denominados hemidesmosomas (Stehbens
1966) . Estas organelas junto con los filamentos que
se extienden desde la superficie abluminal han sido
considerados como zonas de anclaje del endotelio
(Leak et al 1972). La tercera superficie es la cohesi
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va que tiene como funcién unir una célula endotelial
a otra, esto se realiza a traves de las uniones inter
celulares. MorfolSgicamente estas uniones pueden ser-
de diferentes tipos dependiendo de la localizacidn
del vaso (Simionescu et al 1975) pudiendo estar impli
cadas en el transporte de informacién entre células
asi como participar en los fenfmenos de permeabilidad
(McNutt et al 1973).

Las células endoteliales se unen entre si por
dos tipos de uniones conocidos por "tight" y "gap
junctions". Las "tight junctions" aparecen como z6nu-
las puntiformes, a veces mGltiples, en las que las
dos l&minas externas de la unidad de la membrana se
funden originando estructuras pentalaminares (Hiittner,
Boutet y More 1973 abed, Rarnowsky 1967). La oclusién
de estas uniones no seria completa delimit&ndose cana
lfculos de uno 20 2 ocupados por un material de natu-
raleza mucopolosacdarida (Luft 1971).

Las "gap junctions" estan formadas por extensas
aposiciones de las dos membranas que permaneciendo
siempre separadas por un espacio de unos 20-40 i, dan
lugar a una configuracién heptalaminar.

La célula endotelial presenta los tipicos orgénu
los intracitoplasméticos incluyendo mitocondrias, mi-
crotubulos y microfilamentos. Lo m&s llamativo es la
presencia de abundantes vesiculas pinocitéticas proba
blemente relacionadas con una finalidad funcional. ES
tas son responsables del paso de sustancias desde la
luz vascular hacia zonas m4&s internas de la pared
(Burns et al 1968). En las regiones en las que las
complejas uniones intercelulares estuviesen totalmen-
te ocluidas estas vesfculas constituirfan el Gnico me
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dio de transporte desde la luz al resto de la pared
(Hirano et al 1970).

Dentro de los orginulos intracitoplasmiticos me-
recen especial atencién los cuerpos de Weibel-Palade.
Los cuerpos de Weibel-Palade son estructuras de forma
elipsoidal o cilfindrica, de aproximadamente 0,1lu de
didmetro y 3u de longitud, estando revestidos por una
membrana de 60-80 % de espesor, que encierra en su in
terior una serie de tdbulos de 150-200 A de difmetro
(Weibel y Palade 1964). '

La presencia de microfibrillas similares a las
miofibrillas de las células musculares lisas, indica-
ria que la cé&lula endotelial es capaz de contraerse
(Majno et al 1969) fenbémeno que podrfa estar implica-
do con aumentos locales de la permeabilidad por aber-
tura de las "gap junctions".

FUNCIONES

Dado que el endotelio recubre toda la red vascu-
lar siendo en algunos casos prdcticamente el finico
obsticulo entre la sangre y los tejidos circundantes,
los fenfmenos de difusifn especialmente la permeabili
dad endotelial va a ser un factor determinante sobre
todo cuando estd permeabilidad se vea alterada por
condiciones patolégicas. La mayor parte de informa-
cifn existente se ha obtenido de los estudios de per-
meabilidad en capilares, llegdndose tedricamente a la
conclusién de la existencia de dos sistemas de poros:
Unos m&s pequefios que tendrfan un didmetro de unos
90 & y otros mayores de unos 500 A.
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MorfolSgicamente, los poros grandes corresponde~
rfan a las vesfculas, esta idea estarfa de acuerdo
con los trabajos realizados utilizando ferritina (ta-
mafio = 110 &) como marcador (Burns et alt. 1968). sSin
embargo, Simionescu y Simionescu y Palade 1973 y 1975 -
respectivamente, demostraron que la teorfa de los po-
ros no era del todo cierta pues utilizando mioglobina
y hemepéptidos de unos 20 A de di&metro, observaron
que estos tambien eran transportados por las vesicu-
las. En consecuencia, las vesfculas corresponderian
en realidad a ambos tipos de poros.

Todo se complica mds si se tienen en cuenta las
experiencias de Karnowsky en 1970, que utilizando la
peroxidasa de r&bano picante (tamafio = 50 R) como mar
cador, comprueba que los poros pegquefios corresponden
en realidad a las uniones intercelulares.

Recientemente Schwartz et al (1980) ha demostra-
do morfolSgicamente con MES y MET que las vesfculas
pinocitéticas se forman a partir de invaginaciones de
la membrana plasmitica .~ que se proyectan hacia el
interior del citoplasma. El tamafio varfa entre 400 y
1500 A y la entrada de moléculas en el interior de és
tas cavidades esti regulado por un diafragma situado
en el ostium o estoma existente en la superficie. Es-
tas vesiculas pinocitéticas son las que de una forma
mis importante aunque no exclusiva, reqularfan el
transporte de grandes mol&culas a través del endote-
lio.

En realidad parece que la permeabilidad endote-
lial es la resultante de una serie de combinaciones
de los mecanismos hasta ahora expuestos incluyendo el
transporte vesicular y sus variaciones, difusidn acti
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va o pasiva, transporte a travé&s de uniones interce-~
lulares o combinaciones de estas tres (Schwartz et al
1978).

El predominio de uno u otro mecanismo varia in-
cluso dependiendo de los territorios o zonas dentro
de un mismo vaso. Lo que sf es evidente es que las 20
nas de mixima permeabilidad para las protefnas y la
ferritina, tienen aumentada la captacidn de Azul de
Evans "in vivo". Estas zonas coinciden a su vez con
zonas de intenso recambio. (turnover) endotelial o
con diferencias metab&licas importantes (Schwartz
1978). Estas &reas azules constituyen a su vez el lu-
gar predilecto para el desarrollo de lesiones arterios
clerb6ticas espontdneas o experimentales (Fry 1973).

En los trabajos dé mids reciente publicacién, se
da una gran importancia al papel del glicocalix en la
permeabilidad, ya que se ha visto'que esta cubierta
es mds gruesa en las denominadas &reas blancas (menos
permeables) que en las 4reas azules (m4s permeables
al Azul de Evans). Es tambien interesante el hecho de
que hay una disminucidn del grosor del glicocalix du-
rante la hipercolesterolemia y fases iniciales de la
aterogénesis (Weber et al 1974; Balint et al 1974;
Gerrity et al 1979).
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OTRAS FUNCIONES DEL ENDOTELIO ARTERIAL

El endotelio es algo mds que una barrera pasiva
a la difusién interpuesta entre la sangre circulante
Yy la pared arterial subyacente.

En los ultimos aifios, se ha ido ampliando el cono -
cimiento sobre el amplio espectro de funciones del en
dotelio vascular. El endotelio vascular, muestra cla-
ramente otra serie de intervenciones o caracteristi-~-
cas relativamente sofisticadas entre las que se pue-
den citar:

Facilidad de regeneracidn o replicacién tanto en vivo
como en cultivos celulares (Caplan et al 1973, Gimbro
ne et al 1975, Schwartz et al 1975).

Presencia de una proteinas contrictiles en el cito-
plasma (Joris et al 1972). ”

Presencia de activadores de plasminfgeno y fibrinoli-
sinas (Pugatch et al 1970); tromboplastinas tisulares
(Nemerson et al 1975).

Capacidad para sintetizar histamina (Hollis et al
1972); col&geno o material de la membrana basal (Ho-
ward et al 1976); heparina o sulfato de heparitina
(Buonassissi et al 1975); factor VIII (Jaffe et al
1973) y ciertas prostaglandinas (Gimbrone et al 1975).

Estas dltimas propiedades por su actualidad den-
tro del tema de arteriosclerosis, ser&n especialmente
consideradas en otro apartado de esta tésis.
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Otras funciones del endotelio incluyen la conver
s8ifn y liberacifén de la angiotensina (Richardson et -
al 1971) la captacifn de serotonina (Shepro et al
1975) y la fagocitosis (Welsh et al 1974). Desde lue-
go debe desterrarse la idea del endotelio como "barre
ra pasiva" y pensar que el endotelio es una agrupa-
cibén celular din&mica con funciones y propiedades mGl
tiples, como son, a parte de las ya citadas, la posi-
bilidad de existencia de receptores para las lipopro-
tefnas, firmacos y hormonas, la presencia de activi-
dad lipoproteinlipasa, mecanismo de receptores inmuno
16gicos éspecIficos e incluso de la posibilidad de
ejercer un control sobre el metabolismo de las célu-
las musculares lisas de la media (Morrison et al 1976).

1.2.,1.3. Media y c€lula muscular lisa

La célula muscular lisa es la Gnica célula que
se encuentra en la tfinica media de las arterias de
los mamfferos. |

La importancia de la célula muscular lisa en la
enfermedad arteriosclerftica ha ido en aumento desde
que Wissler en 1968, centrd la atencibdn sobre la mis-
ma al observar que era el elemento celular que apare-
cfa en los engrosamientos de la Intima.

ASPECTO MORFOLOGICO

Al microscopio 8ptico la célula muscular lisa de
la pared vascular, se presenta en forma de elementos
alargados, agrupados entre sf en estratos; las capas
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musculares en las arterias de un cierto calibre se
disponen en sentido circular o helicoidal respecto al
eje del vaso y estén separados por membranas elisti-
cas discontinuas.

Aplicando el método de PAS, cada célula aparece
circundada por un fino borde PAS-positivo. Al micros-~
copio electrénico, se demuestra que la membrana celu-
lar esti generalmente envuelta, con la ihterposicién
de un estrecho espacio, por una membrana continua, fi
na y de aspecto fibrilar, reproduciendo las caracte-
risticas ultraestructurales de las membranas basales.
El nficleo de las cé&lulas musculares tiende a ser de
forma alargada; en el citoplasma se observan mitocon-
drias en nfmero limitado, situadas habitualmente en
zona paranuclear y a veces orientadas en hileras; el
retfculo endoplasmitico rugoso, es bastante escaso y
el aparato de Golgi poco evidente; el retfculo endo-
plasmitico liso parece prevalecer sobre el rugoso. Es
excepcional el hallazgo de cuerpos densos tipo lisoso
mas.

Destaca una gran abundancia de vesiculas de pino
citosis en los contornos de las células y en segundo
lugar, distribuidos irregularmente en el citoplasma,
pequefios haces de mfofibrillas con &reas densas de an
claje situadas en las proximidades del contorno celu-
lar. AGn no estd aclarado si en la musculatura lisa
vascular existen miofilamentos espesos y finos, ni si
hay tipos diversos de cé€lulas, como se ha comprobado
respecto é la musculatura estriada; por lo demés es
evidente, seglGn estudios efectuados con métodos inmu-
nohistoquimicos, que en la constitucién de los mfofi-
lamentos participan la actina y la miosina (Knieriem
1970 y 1973).
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Los estudios de histoquimica enzim&tica han de-
mostrado la presencia, en las células musculares, de
actividades enzimiticas mitocondriales (deshidrogena
sa succinica, mdlica, B-hidroxibutfrica, lictica, -
etc) pero encantidad reducida; son muy bajas las ac-
tividades de hidrolasas lisosomales tales como la
fosfatasa &dcida y B-glucuronidasa (Cavallero 1968).
Estos datos enzimohistoquimicos que concuerdan con
los bioquimicos (Kirk 1969, Zemplenyi 1968) documen-
tan junto con las observaciones ultraestructurales,
que la musculatura lisa vascular en condiciones nor-
males desarrolla funciones respiratorias, activida-
des metabdlicas y prestaciones energéticas relativa-
mente modestas.

Debe tenerse en cuenta, que la musculatura de la
tGnica media es abastecida de sangre y de materiales
nutritivos a través de los "vasa vasorum" adventicia
les s68lo en su tercio externo, mientras sus dos ter-
cios internos recibiendo aportes s8lo por filtracién
desde el lumen vasal, se encontrarfan en condiciones
de hipoxia relativa; afin se discuten las teorias ten
dentes a la existencia de vasos arterio-luminales
que desde la luz arterial penetrarian en el espesor
del vaso atravesado por la Intima.
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FUNCIONES

La célula muscular lisa, puede cultivarse con re
lativa facilidad, lo que ha permitido el mejor conoci
miento de su funcionalismo.

En la actualidad, se sabe que la célula muscular
lisa es una célula multifuncional, con una importante
capacidad sintética y posibilidades de migrar Yy proli
ferar (Parker 1966). La cé&lula muscular lisa puede mi
grar desde la media hasta la Intima, pasando a través
de las fenestraciones de la l&mina_eléstica interna
(Spaet et al 1975).

A partir de los estudios realizados en cultivos
celulares, se ha demostrado que las células muscula-
res lisas son capaces de producir fibras de elastina,
fibras de coldgeno, material similar a la membrana ba
sal, y glicosaminoglicanos, especialmente sulfato de
dermatdn (Wight et al 1975).

En la membrana de las cé€lulas musculares lisas
hay receptores especificos para las lipoprotefnas de
baja densidad (LDL) que al unirse a ellas (especifica
mente a su porcidn apoproteica), regulan la sintesis
de Colesterocl por la célula y la esterificacidén del
Colesterol B {Goldstein et al -1975 ¥ Weinstein et al

1974I+.Hollander et al (1974) han demostrado que es-
,tas células son tambien capaces de sintetizar lipopro
teinas, ya que in vitro, incorporan a ellas acetato
marcado con C!* y lLeucina marcada con H® cuando son
afiadidos al medio de cultivo. Las cé&lulas musculares
lisas sintetizan el coldgeno tipo I y III (Mc.Gullagh
et al 1975).
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La matriz fundamental extracelular de 1la pared
arterial esti constituida por macromoléculas hidrocar
bonadas (glicosaminoglicanos, proteoglicanos y glico:
proteinas), fibras coldgenas y fibras el&sticas, fa-
bricadas fundamentalmente por las cé&lulas musculares
lisas (Daria Haust 1977).

Los glicosaminoglicanos o mucopolisacAridos &ci-
dos segin nomenclatura antigua, constituyen el princi
pal componente de la sustancia intersticial de la pa-
red arterial, y son: el sulfato de dermatdn (antes
llamado sulfato de condroitina B), el condroitin-4-
sulfato, el condroitin-6-sulfato, el sulfato de hepa-
rén, el &cido hialurénico y quizi también el sulfato
de keratan. Estas sustdncias tienen gran afinidad pa-
ra unirse a las lipoproteinas, sobre todo el sulfato
de dermat&n, que a su vez es el que se -encuentra en
mayor concentracién en la aorta humana; adem&s limi-
tan el paso de sustancias a través de la pared y po-
seen propiedades anticoagulantes.

Con la posible escepcién del &cido hialurénico,
los glicosaminoglucanos de la pared arterial forman
complejos con las proteinas formando los proteoglica-
nos. En los filtimos afios se ha descubierto y caracte-
rizado un nuevo proteoglicano que estd compuesto por
sulfato de dermatdn y sulfato de condroitina (Radha-
krishnamurthy et al 1977). Probablemente los proteo-
glicanos estdin asociados de alguna manera a las pro-
tefnas, col&geno y elastina; el sulfato de condroiti-
na al coldgeno y los sulfatos de dermatdn y de hepa-
rdn a la elastina.
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Las glicoproteinas son protefnas unidas en forma
covalente al Scido sidlico, a las hexosaminas y a azf
cares neutros. Las glicoprotefnas de la pared arte- N
rial caracteristicamente no contienen hidroxiprolina
ni hidroxilisina, pero conservan actividades enzimati
~cas: estearasa, fosfatasa, glucuronidasa e inhibidora
de la lipoproteinlipasa.

El contenido en material el&stico varifia segfn el
tipo de arteria, y asi en las arterias el&sticas como
la aorta, el contenido en coligeno supone el 20% apro
ximadamente de su peso seco, mientras que en las arte
rias musculares, como las coronarias, esta proporcién
llega al 50%. El contenido en col&geno de la Intima
aumenta con la edad, sobre todo a partir de la segun-
da década. Mc.Gullagh (1975) ha encontrado un 30% de
coldgeno tipo I y un 70% del tipo III en las arterias
normales. Esta proporcidén se invierte en las lesiones
arterioscleréticas.

La estrecha relacibn existente entre la capaci-
dad sintética de la célula muscular lisa y las varia-
ciones de la composicién de la sustancia fundamental
a lo largo de la enfermedad arteriosclerftica, han he
cho pensar en que ambos fenSmenos deben de estar rela
cionados, y posiblemente implicados con otros facto-
res, como la hiperlipemia, la agregacién plaquetaria
y la proliferacifn de cé&lulas musculares, gue inter-
vienen en el desarrollo y quiz&s también en el inicio
de la enfermedad. La importancia de estos factores en
la concepcién actual del problema serd convenientemen
te revisada en otros apartados de esta tésis (Etiopa-

togenia) .
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LAMINAS ELASTICAS

Las células musculares lisas, en desarrollo, de
las capas Intima y media de las arterias, secretan el
material precursor de la proelastina que forma fibri-
llas. Parece ser que se produce una polimerizacién ul
terior del material precursor hasta que los espacios
que quedan entre las fibrillas de elastina formadas
inicialmente se convierten en elastina homogénea y
con ellas conectan las fibrillas de proelastina de
formacifén mds reciente, siendo visibles, como tales
fibrillas, hasta que finalmente se convierten también
en material homogéneo, (Robert 1971 et :al). El proceso
de crecimiento de las l&minas el&sticas serfa por apo
sicifn; las células musculares lisas indiferenciadas
se afadirdn a la superficie de la elastina homogénea
de la 1l8mina que sigue aumentando de volumen.

Las l4minas el&isticas son fenestradas Yy es posi-
ble que los puntos de fenestracién sean los lugares
donde, a lo largo del crecimiento, puede producirse
el depbsito de elastina por aposicién.
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1.2.2. PLAQUETAS

1.2.2.1. Ultraestructura y bioquimica

Las plaquetas son los elementos sanguineos de me
nor tamafio, en la circulacién presentan forma discoi-
dea y miden de 2 a 3 u de diametro.

La célula progenitora de las plaquetas es el me-
gacariocito, cé&lula gigante producida por maduracidn
medular del megacarioblasto. Cuando el megacariocito
esta maduro, por un mecanismo todavia no bien determi
nado, libera las plaquetas ya formadas a la circula-
cién (Penington 1981). La vida media de las plaquetas
es de 3 a 5 dfas una vez transcurridos los cuales son
eliminadas de la circulacién por el sistema retfculo-
endotelial. El nmero de plaquetas en sangre periferi
ca es de 300.000 * 50.000 por mm® de sangre y m&s de
una tercera parte de las mismas se almacena en el ba-
zo, constituyendo el llamado pool esplénico.

Al microscopio electrénico de transmisidn las
plaquetas aparecen delimitadas por una membrana sobre
cuya superficie externa se aprecia un revestimiento
de 100  a 200 A de espesor. En el citoplasma se pueden
individualizar: mitocondrias, distintos tipos de orgd
nulos y también dos sistemas .canaliculares llamados
respectivamente sistema canalicular abierto y sistema
tubular denso asi como pueden observarse tambien ha-
ces de micrott@bulos y microfilamentos. Ver fig. 6.
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Figura 6. Ultraestructura de la plaqueta

La membrana plaquetaria al igual que otras mem-
branas celulares es una estructura trilaminar de 70 a
90 A de espesor. La membrana de las plaquetas presen-
ta un revestimiento externo denominado glicocalix, te
filble con colorantes especificos constituido princi-
palmente por glicosaminoglicanos y glicoproteinas.

Las glicoproteinas constituyentes de la membrana
plaquetaria juegan un importante papel en el funciona
lismo de la misma. Desde un punto de vista bioqufmico
las glicoproteinas estan constituidas por una frac-
cién proteica y por cadenas de polisacdridos cuyos
restos terminales son el dcido sidlico, el cual es de
rivado del acido neuraminico (Berndt et alvl981). Has
ta el momento presente se han aislado 8 glicoprotei-

CANALICULAR
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nas de las membranas plaquetarias, siendo las glico-
proteinas I, II y III las mejor caracterizadas. La
glicoproteina I (GPI) tiene un peso molecular de
150.000, la glicoproteina II (GPII) tiene un peso mo-
lecular aproximadamente de 135.000 y la glicoproteina
III (GPIII) de 103.000. (Nurden et al 1975). lLos défi
cits de glicoproteinas de membrana se han asociado a
dos tipos de trombopatias congénitas: la trombastenia
de Glanzmann, en la que son deficitarias las glicopro
teinas II y III y el sindrome de Bernard-Soulier en
el que falta la glicoproteina I. (Nurden et al 1978).

Los 1ipidos constituyentes de la membrana plaque
taria se encuentran, al igual que en otros tipos de
membranas en forma de fosfolipidos.

Se ha demostrado que el &cido graso mayoritario
presente en los fosfolipidos constituyentes de las
plaquetas humanas es el &cido araquidbnico (Marcus et
al 1978). Segdn estudios mas recientes (Rittenhouse-
Simons et al 1981) del 49 al 55% del aragquidonato to-
tal esta presente en la fosfatidiletanolamina, distri
buido en forma equivalente entre diacil y alkil-l-enil-
2-acil-glicerofosfoetanolamina. La fosfatidilcolina
contiene de un 26 a un 31% de araquidonato y el fosfa
tidilinositol y la fosfatidilcolina contribuyen a com
pletar el 14-25% restante.

El araquidonato constituyente de los fosfolipi-
dos plaquetarios tiene una importancia extraordinaria
en el funcionalismo de las plaquetas ya que es el pre
cursor de la biosintesis de Prostaglandinas. Este pun
to se describira con m&s detalle posteriormente.
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Subyacente a la cara interna de la membrana, en
el plano ecuatorial de la plaqueta cuando esta est4
en su forma circulante, existe un haz de microtGbulos
que forma un anillo perifé€rico alrededor de la plaque
ta. Dicha estructura se cree que actlia como un citoes
queleto que mantiene a la plagueta en su forma-discoi
dea, la estructura de los microtubulos se pierde cuan
do las plagquetas se activan.

Tambien relacionado con el sistema contrictil es
tan los microfilamentos repartidos de forma regular
por todo el citoplasma plaquetario. Tanto los microtd
bulos como los microfilamentos forman parte del siste
ma contrictil plaquetario y son por lo tanto ricos en
proteinas contractiles del tipo actina, miosina, acto
miosina, troponina y tropomiosina. (Harris 198l1). La
interaccién de estas proteinas la cual tiene lugar al
ser activadas las plaquetas, como respuesta a diversos €S
timulos, es la responsable del rdpido e intenso cam-
bio de forma que sufren las mismas.

En el citoplasma plaguetario se observa asimismo
el llamado sistema canalicular abierto, conectado con
las estructuras de la membrana y abierto al exterior.
Este sistema esta relacionado con la funcibén secreto-
ra de las plaquetas ya que esta intimamente asociado
en su parte mis interna al sistema tubular denso. Es~
te sistema canalicular abierto incrementa la superfi-
cie plaguetaria, lo cual facilita la misién fisioldgi
ca de las plaquetas.

Cuando la plagueta se activa los grénulos cito-
plasmdticos se fusionan con la parte interna del sis
tema canalicular y el contenido de los mismos es libe
rado al exterior (Crawford et al 1976).
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La zona denominada sistema tubular denso parece
ser la de m&xima acumulacién de calcio en las plague-
tas (Skaer 1981). Al ser la plaqueta estimulada se
inicia un flujo de calcio desde dicho sistema al cito
plasma lo cual se traduce en la contraccibn plaqueta-
ria (White et al 1978).

Los org&nulos citoplasmidticos son de tres tipos:
grdnulos densos, a-grdnulos y lisosomas. Los gr&nulos
densos contienen elevadas concentraciones de aminas
principalmente serotonina (5 Hidroxitriptamina), jun-
to con nucleétidos de adenina (ADP y ATP) y cationes
divalentes (Ca++ y/o Mg++). Puede decirse gque toda la
serotonina existente e£ la sangre se encuentra en los
granulos densos, estos la acumulan del plasma (al
cual es inicialmente liberada por las celulas entero-
cromafines del intestino) mediante un mecanismo de
transporte de alta eficiencia (Niewiarowski 1981).

Otro tipo de gréinulos secretores lo constituyen
los llamados a~-grénulos, el contenido de los mismos
es principalmente de naturaleza protéica. Algunas de
las proteinas almacenadas en estos grénulos resultan
de especial interes tanto por ser proteinas especifi-
cas de las plaquetas, como por su posible relacibn en
determinados prdcesos patoldgicos entre ellos la ate-
rosclerosis.

Las proteinas especificamente plaquetarias secre
tadas por los dfgr&nulos son: El1 factor plaguetario 4,
la 8 Tromboglobulina y el llamado factor mitogénico pla
quetario.
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El factor plaquetario 4 (PF4) es una proteina
con accién anti-heparina cuyo peso molecular es de
30.800. La B-Tromboglobulina de peso molecular 35.400
tiene asimismo una debil accifn anti-heparina siendo
ademds inhibidora de la sintesis de prostaciclina por
las células endoteliales in vitro. El Factor plaqueta
rio 4 de baja afinidad, el cual es estructuralmente
idéntico a la 8 -Tromboglobulina, excepto por un tetra
péptido terminal, parece ser el precursor de la
B -Tromboglobulina en la plagueta (Kaplan 1981).

El llamado factor mitogénico plaquetario (PDGF),
es una proteina la cual presenta la capacidad de esti
mular el crecimiento de las celulas musculares lisas
y de los fibroblastos en cultivo (Ross et al 1978).
En recientes estudios se ha observado asimismo que el
PDGF estimula el crecimiento de ciertos tipos de celu
las cancerosas. (Hara et al 1980).

En los oa~gr&nulos tambien se almacenan otras pro
teinas no especfficas como el fibrin6geno la fibronec
tina y el Factor VIII-VW (Niewiarowski 1981).

El tercer tipo de gré&nulos citoplasmiticos rela-
cionados con la funcibn secretora de las plaquetas
son los lisosomas, estos son especialmente ricos en
hidrolasas &cidas del tipo B-N-acetilglucosamina,

g ~-galactosidasa y B8-glucuronidasa.

En el citoplasma plaguetario aparecen asimismo
otro tipo de gré&nulos aunque estos no tienen funcidn
secretora son los gr&nulos de glucSgeno los cuales es
t4n relacionados con procesos energéticos de glucolij
sis plaquetaria. Hay que reseifiar sin embargo que la
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energia necesaria para el metabolismo intraplaqueta-
rio es aportada en su mayor parte por el"pool'cito-
plasmitico de ATP, denominado pool metabdlico por con
traposicién al ATP almacenado en los grinulos densos—
conocido como pool de almacenamiento.

1.2.2.2. Fisiologia plaquetaria

ADHESION Y AGREGACION PLAQUETARIAS

El proceso conocido como agregacifn plaquetaria
no es otra cosa que un caso especifico del fendmeno
de adhesisn, ya que implica que las plaquetas se
adhieren una a otra en lugar de hacerlo sobre una su-
perficie distinta.

Las plaquetas circulantes en condiciones fisiold

~gicas no son reactivas, es decir no se adhieren a la

superficie vascular intacta, lo cual es esencial para
el mantenimiento de la hemostasia. Cuando las plaque-
tas se activan estas se adhieren inmediatamente una a
otra, en el caso de la agregacifn o a los elementos
subendoteliales de la pared vascular cuando esta estd
lesionada. Este conjunto de eventos indica que hay
una especificidad de superficie relacionada con los
fenémenos de adhesién plaquetaria ya gue las plaque-
tas no se adhieren ni a los hematies ni a los leucoci
tos,‘a peéar de que se producen constantes colisiones
entre ellos, ni tampoco lo hacen sobre la célula endo
telial intacta sino que unicamente lo hacen, despues
de activadas, a otras plaquetas o al subendotelio vas

cular.
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Las plaquetas adheridas al subendotelio de una
zona vascular dafada liberan costituyentes capaces de
activar a otras plaquetas circulantes, estas dltimas
una vez activadas se adhieren a la monocapa ya forma-
da y formaran un agregado conocido como tapon hemostd
tico o trombo plaquetario. ‘ v

Parece pues esencial que los mecanismos de adhe=-
sion y agregacién estén perfectamente regulados ya
que el flujo sanguineo no debe ser modificado por acl
mulos plaquetarios en la superficie vascular en condi
ciones fisiol8gicas y solo en el caso de una lesidn
vascular se necesita una rfpida acumulacitén de plaque
tas en la zona dafada para tapar la abertura del vaso
y evitar la hemorragia.

Las reacciones de adhesién y agregacidn plaqueta
ria se inician por una variedad de estimulos que in-
teraccionan con los receptores de membrana. En la in-
teraccién de las plagquetas con la pared vascular el
principal estimulo reconocido por las mismas es la
presencia de fibras de colfgeno, las cuales son cons-
tituyentes de las estructuras subendoteliales. Las
plagquetas no presentan tan alta afinidad por otros
biopolfmeros constituyentes asimismo del subendotelio
como los proteoglicanos o la elastina lo cual pone de
manifiesto la importancia de la especificidad de los
fenSmenos de adhesidén.

La agregacién plaquetaria puede ser inducida por
una serie de distintos estimulos interaccionando con
receptores espec{ficos. Estos estimulos incluyen: ADP,
catecolaminas, &cido araquidénico y ciertos tipos de
prostaglandinas, trombina, inmunocomplejos y elemen-
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tos del sistema del complemento. Despues de la inte-
raccitén del estimulo inductor de la agregacidn con el
receptor la primera respuesta observable en 1la plaque
ta es un rfpido cambio de forma que consiste en la B
pérdida de la forma discoidea y centralizacién de los
orgdnulos secretores con emisién simultanea de largos
y finos pseud8podos, los cuales favorecen el contacto
plaqueta-plaqueta fundamental para que se produzca la
agregacién. |

Para que la agregacifén plagquetaria tenga lugar
se pfecisan varios factores: colisién plaqueta-plaque
ta (por lo tanto la agregacién no se producirfa en un
sistema estitico) y cofactoresextracelulares como cal
cio iénico y fibrin&geno.

Durante el proceso de agregacién tienen lugar
asimismo diversas modificaciones en el interior de la
plagqueta de las cuales la mas importante es la mobili
zacibn de los iones de calcio desde sus puntos de al-
macenamiento al citosol., con la subsiguiente eleva-
cién de los niveles de calcio citoplasmdticos, lo
cual se traduce en distintas acciones sobre varios
sistemas de regulacién celular. Este es sin duda en
la actualidad uno de los puntos mas interesantes y a
su vez mas oscuros en el conocimiento del metabolismo
plaquetario, la informacién que se dispone hasta el
momento permite sin embargo predecir que el conoci-
miento detallado de los procesos reguladores de la mo
bilizacién del calcio dardn la clave de muchos aspec-
tos del metabolismo plaquetario no aclarados en la ac
tualidad.
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REACCION DE LIBERACION PLAQUETARIA

Hay dos tipos de reacciones de liberacidén plaque
taria: la liberacién selectiva de los constituyentes~
de los gr&nulos secretores (exocitosis o degranula-
cibn) Y la liberacién selectiva de los constituyentes
que no estan almacenados en grinulos y que son sinte-
tizados y secretados cuando son requeridos. Un claro
ejemplo de este segundo tipo es la secrecidén de los
metabolitos del acido araquidénico.

No todos los gr&nulos plaquetarios liberan su
contenido con la misma facilidad, la liberacifn de
enzimas lisosomales tiene lugar unicamente bajo pode-
rosos estimulos como los inducidos por la trombina o
altas concentraciones de coligeno, mientras que el
contenido de los gr&nulos densos (ADP y serotonina)
es liberado bajo estfmulos débiles) como los induci-
dos por ADP y catecolaminas. Algunos de los productos
se secrecién contenidos en los a-gr&nulos como 8 -Trom
boglobulina, Factor plaquetario 4 o el Factor mitogé-
nico son liberados incluso con anterioridad al conte=-
nido de los gr&nulos densos, este punto sin embargo
sigue sometido a discusifén. (Skaer 1981).

METABOLISMO DEL ACIDO ARAQUIDONICO EN LAS PLAQUETAS

Como ya habfamos sefialado el &cido araquidénico
es el &Xcido graso insaturado mayoritario que se en-
cuentrﬁ esterificado en la posicién 2 de los fosfoli-
pidos constituyentes de la membrana plaquetaria, al
objeto de simplificar nos cefiiremos a la metaboliza-
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cibén del mismo al describir la formacién de las pros-
taglandinas relacionadas con las plaquetas, a pesar
de que en la actualidad se sabe que la formacién de
las series de prostaglandinas derivadas de otros aci-
dos insaturados es tambien de gran importancia para
la hemostasia en condiciones fisiolSgicas y patol&gi-
cas (Harlan et al 1981) (Macintyre 1981). |

El proceso de biosintesis de prostaglandinas en
las plagquetas a partir del &cido araquiddnico comenza
r8 con la liberacién del mismo de los fosfolipidos de
la membrana a los cuales se halla esterificado. (Ver
fig. 7). Esta liberacifén es consecuencia de la accidn
de las fosfolipasas de la membrana plaquetaria. Por
el momento se han identificado dos fosfolipasas en
las membranas de las plaquetas: la fosfolipasa C, la
cual es un enzima soluble que actfia sobre el fosfati-
dilinositol, liberando un diglicérido del cual es li-
berado el &cido araquidénico por accién de una digli
cérido-lipasa ligada a la membrana. (Billah et al
1980). Este diglicérido puede asimismo ser convertido
por accibén de una kinasa en acido fosfatidico, el
cual esta relacionado con la movilizacidn intracelu~-
lar de calcio (Gerrad et al 1978).

La fosfolipasa A; es una lipasa ligada a la mem-
brana la cual libera el &cido araquidfnico de la fos
fatidilcolina y de la fosfatidiletanolamina (Billah
et al 1978). El complejo de la fosfolipasa C parece
ser el de mayor importancia en las plaquetas.

Dado que el &cido araquidénicb no se encuentra
libre en las plaquetas y una vez liberado es rapida-
mente metabolizado, parece ser que las fosfolipasas
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Jconstituirdn el principal mecanismo de control sobre
el metabolismo del acido araquiddnico. Estos posibles
factores de regulacidn no estan bien determinados por
el momento. En las plaquetas la trombina, ADP, coldge
no, epinefrina y ciertos cationes ionéforos estimula;
la actividad de las fosfolipasas con la subsiguiente
1iberacién de &cido araquidénico. El calcio es un fac
tor esencial para la activacifén tanto de la fosfolipa
g8a C como de la fosfolipasa A;. La elevacién de los
niveles de cAMP intracelulares inhiben ambos enzimas.
(Billah et al 1979).

En las plaquetas una vez el acido araguiddnico
esta libre puede ser metabolizado por dos rutas alter
nativas, la de la ciclo-oxigenasa o la de la lipo-oxi

~genasa. (Marcus 1978). Ver fig. 7.

La lipo-oxigenasa produce acido l2L-hidroperoxi-
5,8,10,14-eicosatetraendico (HPETE), el cual puede a
su vez inhibir a la tromboxano sintetasa (ver mis ade
lante). La reduccién del HPETE produce &cido 12 L-hi
droxi-5,8,10,14~eicosatetraendico (HETE) el cual pre-
senta propiedades quimiot&cticas para los leucocitos
(Goetzl et al 1977).

Por el momento no se conocen para el HPETE y
HETE otras relaciones con la fisiologfa plaquetar,
sin embargo se ha observado que si la via de la ciclo-
oxigenasa se bloquea mediante f&rmacos especificos,
el Scido araquidbnico se metaboliza en casi su totali
dad por la via de la lipo-oxigenasa con lo cual las
plaquetas producen grandes cantidades de HETE. (Ham-
berg et al 1974).
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Siguiendo la ruta metabflica de la ciclo-oxigena
sa el &cido araquidénico es convertido en los llama-
dos endoperfxidos cfclicos PGG, y PPH;, estos compues
tos son muy inestables y su produccibn se acompaifia d;
consumo de oxigeno. Su vida media es muy corta aproxi
madamente 5 min. Y pueden fragmentarse espontaneamen-
te en dcido 12 L-hidroxi-5,8,10-heptadecatrienéico
(HHT), el cual es quimiotactico para neutréfilos, con
simultanea liberacién de malonildialdehido (MDA) (Mar
cus 1978). Los endoperb8xidos ciclicos pueden sufrir
transformaciones no enzimiticas y convertirse en las
prostaglandinas estables PGD., PGE: y PGF;.

Sin embargo en las plaquetas el enzima que prin-
cipalmente metaboliza a los endoperéxidos cfclicos es
la tromboxanosintetasa convirtiendolos en el compues-
to altamente inestable Tromboxano A, (TXA;), cuya vi-
da media es aproximadamente de 30 segundos en solu-
cién acuosa y de 5 min. en plasma. Este compuesto es
un vasoconstrictor de potencia equivalente a la Angio
tensina II y es el agente agregante mas potente cono-
cido hasta el momento. El TXA, se convierte esponta-
‘neamente en TXB; un compuesto estable sin accién bio-
18gica. La figura 7 resume las vias de metabolizacidn
del acido aragquidénico en la plaqueta.

METABOLIZACION DEL ACIDO ARAQUIDONICO EN LA PARED
VASCULAR

La metabolizacién del &cido araquidénico por las
células de la pared vascular (endoteliales, muscula-
res lisas y fibroblastos) no estd tan bien caracteri-
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zada como en la plaqueta. (Fig. 8). lLas modificacio~
nes quimicas y mec&nicas de la pared vascular produ-
cen activacibén de las fosfolipasas asociadas a las
membranas celulares con la subsecuente liberacidn de
&cido araquidbnico. Por el momento no hay pruebas de
la existencia de la via alternativa de la lipo-oxige
nasa en la pared vascular. El 4cido araquidénico li-
bre se convierte rapidamente en los endoperdxidos ci-
clicos por accifén de la ciclo-oxigenasa. Una parte de
estos endoperdxidos es convertido en prostaglandinas
estables, principalmente PGEg. Algunas células de la
pared vascular contienen asimismo tromboxano-sinteta
sa y son por lo tanto capaces de producir TXA; en pe
quefias cantidades. (Ally et al 1980).

El metabolito principal del &cido araquidénico
en la pared vascular es la Prostaciclina (PGI;). Los
endoperdxidos ciclicos son rapidamente convertidos
por la enzima prostaciclinsintetasa en PGI., la pros-'
taciclina presenta una marcada accién vasodilatadora
Y es el antiagregante mas potente que se conoce. (Mon
cada et al 1976). Su mecanismo de accibén parece estar
relacionado con la elevacién del cAMP por estimula-
cién de la adenilato ciclasa. (Tateson et al 1977).

La Prostaciclina es 1&bil al calor y al ph &cido
'y tiene una vida media de aproximadamente 3 minutos a
37° en solucion acuosa y ph 7,4 y ligeramente supe-
rior en plasma. La prostaciclina es hidrolizada a un
compuesto estable e inactivo la 6-ceto-PGF; in vitro.
In vivo se producen asimismo cantidades significati-
vas de otros metabolftos. La produccién de Prostaci-
clina ha sido identificada en los tres tipos de célu-
las constituyentes de las éstructuras vasculares.

(Baenziger et al 1979).
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PAPEL DE LAS PLAQUETAS EN LA HEMOSTASIA

La principal funcién de las plaquetas es iniciar
el proceso hemostitico, que comienza por la formacidn
del tapdén hemostdtico en el punto de lesién vascular,
siguiendo esta fase las plaquetas contribuyen a acti-
var el mecanismo de la coagulacibn en la zona dafada,
con la subsecuente formacidn de mallas de fibrina que
consolidaran el tapén plaquetario previamente formado.

Tal como se ha citado la formacidn del tapén pla
quetario depende de la adhesién de las plaquetas al
subendotelio lesionado, interaccifn mediada por la
afinidad de las plaquetas al coi&geno presente en las
estructuras subendoteliales, y de la posterior acumu=
-lacién de plaquetas en la monocapa inicial (agrega-
cién). Esta segunda parte tiene lugar como consecuen-
cia de la activacién de las plaquetas constituyentes
de la monocapa inicialmente adherida, las cuales libe
ran sus constituyentes tales como ADP, metabolitos
del &cido araquidénico y serotonina, productos que ac
tivaran a su vez a las plaquetas circundantes.

'El calcio idnico y el fibrinégeno, ambos impor-
tantes cofactores de la agregacidn plaquetaria, son
asimismo liberados durante esta fase y la trombina ge
nerada durante el proceso de la coagulacién es a su
vez un potente estimulante plaquetario y el cataliza-
dor de la polimerizacién del fibrinbgeno en fibrina.

Las plaquetas contribuyen. a la activacidén del me
canismo de la coagulacién por tres distintos mecanis-
mos: Por exposicidén de un fosfolfpido complejo presen
te en la membrana plaguetaria, el denominado Factor
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plaguetario 3 (PF3); por secrecidn de proteinas pro-
coagulantes como el fibrinfgeno y el Factor plaqueta-
rio 4 de sus a-grfnulos y finalmente por activacién
del Factor XI de la coagulacidn, presente en la mem~
brana plaquetaria. Este factor de la coagulacién se
activa cuando las plaquetas entran en contacto con el
coldgeno subendotelial (Gordon 1981).



1.3. PARED ARTERIAL LESIONADA
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1.3.1. INICIO DE LAS LESIONES. LESIONES PRECOCES

Hasta hace unos afios, cuando normalmente se habla-
ba de lesiones iniciales de la arteriosclerosis, se po-
dfa suponer que se estaba haciendo referencia a las es-
trfas grasas visibles microscSpicamente o, en el mejor
caso, dei edema o0 engrosamiento de la iIntima, visible
con el microscopio Sptico. En la actualidad, la notable
mejora de los mé&todosde observacién, ha hecho variar las
perspectivas. La introduccién de la Microscopla electr6-

nica (M.E.) ha permitido el estudio de alteraciones mu-

cho m&s precoces. Simulti&neamente con la M.E. se ha de-
sarrollado una tecnologia sofisticada en cuanto a proce
dimientos de fijacién y preparacidn de muestras, que pa
radojicamente, limita su aplicacibén préctica y asi nos
encontramos con el hecho de que el estudio de lesiones
precoces en humanos es pricticamente imposible dado que

‘una muestra procedente de una biopsia o de una pieza de

necropsia obtenida legalmente, presenta alteraciones en
el transcurso de unos minutos que ya de por st pueden
falsear la imagen que pueda obtenerse.

Debido a estos problemas, los conocimientos que ac-
tualmente disponemos sobre las lesiones precursoras cuan
do todavia no es detectable la lesifén por microscopia
(M.0.) proceden casi exclusivamente de las observaciones
realizadas en modelos experimentales.

Para muchos autores, con los conocimientos actuales
parece l8gico suponer que las alteraciones que preceden
a la arteriosclerosis, deben estar centradas a nivel Qg
ia interfase sangre/endotelio, en consecuencia, cabe es
perar gque las primeras alteraciones morfoldSgicas tengan
lugar a nivel del endotelio.
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| ’EI microscopio electrdnico de "scanning" (M.E.S.)
es uno de los instrumentos que facilita el estudio de

estas alteraciones, ya que posee una elevada resolucidn
y capacidad para explorar &reas extensas.

ALTERACIONES MORFOLOGICAS PRIMARIAS DEL ENDOTELIO

Para Harker Glomset y Ross (1976), la p&rdida de
integridad endotelial es de gran importancia para el
inicio y desarrollo de la arteriosclerosis, esta idea
ha sido también mantenida por otros autores, Constanti

‘nides (1970) Spaet et al (1970) McGill (1971) .

Se han observado lesiones arteriosclerSticas cuan
do se lesiona repetidamente el endotelio, de tal forma
que se producen pérdidas de endotelio que no pueden ser
convenientemente repuestas (Sholley et al 1977). La pér
dida de células endoteliales es una de las alteraciones
que precederifa a la lesidn arteriosélerctica, de hecho
se sabe que las zonas en las gque normalmente aparecen |
lesiones arteriosclerSticas corresponden con zonas de
turbulencias eh las que el recambio del endotelio esté
aumentando (Fry 1973).

Producir lesiones endoteliales experimentalmente,
es relativamente f&cil, son muchos los agentes que pue
den producirlas; por ejemplo, una sola dosis de Cadmio
produce cavidades interendoteliales de hasta 5000 A
secundarias a las dilataciones de los espacios interen-
doteliales (Gabbiani 1974).

Para Nelson et al (1976), las primeras alteracio-
nes detectables mediante M.E.S. serfan lo que el deno-
mina criteres de las células endoteliales. Estas lesio
nes que pueden encontrarse en animales alimentados con
Adietas ricas en Colesterol, serfan similares a las que
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pueden encontrarse normalmente en las zonas de bifurca-
cién, sometidas a variaciones hemodin&micas.

oy A

D. Gertz et al (1979) han observado mediante M.E.S.
que cuando se lesiona la arteria car6tida del conejo con
unas pinzas especiales se produce pérdida de endotelio
en la zona de m&xima compresifn, mientras las zonas pr6-
ximas presentan alteraciones del tipo de criteres y defec
" tos vesiculares con aspecto de globo colapsado. En estos
mismos animales, se ha observado la aparicidén de fibrina
Yy leucocitos y el atrapamiento de gl&bulos rojos en las
zonas de m&xima lesidn.

Otros autores han observado la presencia de fragmen
tos de glicocalix, fibrina asi como plaquetas y células
blancas mononucleares, adheridas a las zonas arteriales
lesionadas, de conejos sometidos a dieta hipercolestero-
lémica (Weber et al 1973, Fuchs 1977), datos que coinci-
den con los observados por los otros autores.

En conejos tratados con ACTH, Maca y Hoak ( 1974)
han observado agregacifn de plaquetas y lesidén endote-
lial con vacuolizacidn citoplasm&tica y tumefaccidn mi-
tocondrial asociada, en zonas con edema subendotelial.

Gaynor et al (1970) y Gerrity et al (1975) han re-
ferido lesiones similares en las que aparece siempre
pérdida de endotelio y adhesidn de plaquetas a las es-
tructuras subendoteliales.

Freudenberg et al (1975) han observado proliferacidn:
de cé&lulas endoteliales en la aorta de ratas tratadas con
endotoxina, esta reaccifn ha sido interpretada como un
fenSmeno de reparacidn en &reas de endotelio lesionado
propiciado quiz&s por el efecto mitogénico de la endoto-

xina.
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L& hipoxia puede causar lesiones en la Intima que
ge acompafia de incremento en la permeabilidad, (Constan
* tinides et al ,1969). Tras breves perfodos de anoxia B
Garbasch et al (1969) han observado lesiones arterios-
clexOticas en la aorta del conejo. Kjeldsen et al (1975)
utilizando M.E.T. y M.E.S. ha referido desorganizacién
Yy lesidn de células endoteliales con edema del subendo
telio.

Las células musculares lisas prdximas a la luz adr
‘pica, presentan formaciones pseudop&dicas y produccidn
aumentada de elastina y coldgeno. La inbibicién por sus
tancias plasm&ticas alcanza su mdximo el 29 d4fa tras la
lesién por hipoxia (Kerenyi et al 1975). '

La exposicién crénica al CO estudiada por M.E.S.
presenta alteraciones del endotelio idénticas a las produci
das por la hipoxia.Kjeldsen et al (1972) utilizando M.E.T.
han encontrado engrosamiento por edema de la superficie
de la Intima, disrupcidn de finas estructuras y engro-
samiento del endotelio. En monos (Macaca irus) expues-
tos al CO durante dos semanas Thomsen (1974) observd
edema subendotelial en las arterias coronarias y apari-
¢ién de separaciones (gaps) entre cé&lulas endoteliales y
c8lulas cargadas de lipidos en el espacioc subendotelial
(monocitos).

En los primeros estadfos de la hipertensifn expe-

rimental en la rata Huttner et al (1973) han observado

' un incremento en la penetracisn de componentes plasmé-
ticoas en el interior de la Intima adrtica, a través
de las uniones intercelulares (gap junctions) y del
transporte vesicular. Segln este autor existirfan di-
ferencias entre regiones y asf la aorta tordcica seria
mis permeable que las arterias ilfacas.
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En contraposicifn Gabbiani et al ( 1975) han com-
-.probado que en los estadfos posteriores de 1la hiperten
8i6n, el paso de macromoléculas a través de las célul;s
endoteliales puede encontrarse disminuido. Hutnner et al
(1973) habfan observado la aparicifén de prominencias a
nivel de las uniones intercelulares ("gap junctions")
simult&neamente con esta observacién se ha encontrado ‘
un llamativo incremento en la cantidad de microfilamentos
de actina de las cé&lulas endoteliales. Estos hallazgos
significarfian una posible respuesta adaptativa de las cé
lulas endoteliales frente a incrementos de la presién
sanguinea arterial.

Algunos autores como Shimamoto(1977) han relaciona-
do la capacidad contr&ctil de las cé&lulas endoteliales
y variaciones de la permeabilidad como fendmenos inicia-
les de la lesidn arterioscleréftica.

Las lesiones endoteliales y cambios en la permeabi-
lidad tambi&én estdn presentes en algunas alteraciones in
munoldgicas segfin ha sido referido por Poston y Davies
en una revisidn realizada en 1974. Yamaguchi et al (1973)
han descrito la presencia de vacuolizacién y edema sub-
endotelial en capilares pulmonares de ratas a las que se
les hablfa administrado previamente inmunocomple3os solu-
bles.

Minick e Insull (1973) utilizando M.E.S. han descri-
to la aparicién de separaciones entre las células endoteli
ales en arterias coronarias de conejos que habfan recibi-
do inyecciones endovenosas de suero de caballo con un in-
tervalo de 16 dfas.

En este dltimo caso se encuentran tambi&n plaquetas
y leucocitos adheridos a la superfifcie endotelial de las
ramas de unién; los leucocitos probablemente estédn
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recubriendo huecos o defectos del endotelio. En alte-
raciones del estado inmunoldgico tambi&n existe incre
Apento de la aterogénesis, tal como ha sido confirmado
por Lamberson y Fritz ( 1974 ).

La participacidn de leucocitos en las alteraciones
iniciales ha sido seflalada tambi&n por Robertson(1980)
que considera este fendmeno de importancia en la génesis
de posteriores lesiones.

Por otra ?arte Baumgartner et al (1976) ha podido
dbservar de una forma dindmica la interaccién sangre/en
dotelio lesionado en una cdmara especialmente disefiada
en la que pueden simularse las diferentes condiciones
fisioldgicas. Segln sus resultados cuando un vaso es des
provisto de su endotelio mediante un cateter especial en
los primeros 39 segundos puede observarse algunas pla-
quetas en contacto con la zona lesionada. A los 10 minu-
tos ya toda la superficie cubierta por plaquetas y pue-
den verse trombos de plaquetas en relacidn con estas zo-
nas. A los 40 minutos estos trombos desaparecen practi-
camente y solo persiste una monocapa de plaquetas gque
aparentemente no es trombogé&nica para el resto de pla-
quetas circulante. Estos datos han podido ser comproba
dos tanto en experiencias "in vitro" como "in vivo".

La adhesiSn de plagquetas parece ser uno de los pri-
meros acontecimientos tras la lesién del endotelio. Has-
ta hace poco no se concebfa la posibilidad de que las
plaquetas pudieran adherirse al endotelio; En la actuali
dad existen varias observaciones en las que se admite la
posiblidad -de que puedan producirse depbsitos de plaquetas
en zonas de endotelio aparentemente intacto en su aspecto
morfoldgico Born (1978 ); resulta llamativo comprobar que
estas zonas corresponden con zonas de mi&xima permeabilidad
de las aortas normales (Jorgesen et al 1973) y en lugares.
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de miximo "stress" reolSgico del &rbol arterial. Zonas
quizds alteradas metabSlicamente en las que de hecho

‘el estuddo ultramicroscépico ha demostrado la presencia
de lesiones endoteliales minimas (Ashford et al 1968).

1.3.2. EVOLUCION DE LAS LESIONES

Para poder entender mejor los mecanismos celulares
implicados en la génesis del complejo espectro de lesio
nes arteriosclerSticas, la mayoria de los patflogos has
ta los afios 1960 han intentado reconstruir la historia
natural de las lesiones arterioscler&6ticas observando
las caracteristicas de las lesiones en pacientes que mo
rfan a diferentes edades (Klotz et al 1911, Aschof et
al 1924, Zinserling 1935, Clawson 1941, Lober 1953, Enos
et al 1955, Roberts et al 1959). Se admite que las* "Es-
trias grasas”, lesiones de la Intima arterial visibles
a simple vista como manchas o lineas amarillas tefiibles
. por el Sudan IV, serfan las primeras lesiones macroscé-
picas identificables de la arteriosclerosis.

Las estrlas grasas se encuentran frecuentemente lo
calizadas en las bifurcaciones de las arterias. Se ha
aceptado también que algunas estrilfas grasas podria pro-
gresar hacia "placas fibrosas" descritas como lesiones
de la Intima consistentes, grises, pdlidas, que a veces
contienen una masa amorfa amarillenta y que se denomina
ateroma. Estas lesiones a su vez pueden progresar hacia
las llamadas "lesiones complicadas" con trombosis, ulce

racién, calcificacifén y aneurismas.

A finales de los afios 50 y principios de los 60,
estudios exahustivos realizados por Holman et al (1958)
Strong y McGill (1963) en mas de 2000 casos de autopsia
‘'en*Nueva Orleans, demuestran gque las estrifas lipidicas
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en la aorta ée presentan en muchos nifios de menos de

3 afios de edad y en todos los nifios de m&s de 3 afios.
¥stos mismos investigadores (1963) observaron que las
estrfas grasas coronarias eran raras antes de los 10
afios de edad, pero empezaban a ser frecuentes en la
segunda dé&cada de la vida y se presentaban casi cons-
tantes despues de los 20 afios de edad. Las placas fi-
brosas y otras lesiones mds avanzadas podian aparecer
sobre la tercera década de la vida y las lesiones com
plicadas con sus complicaciones clinicas hacian su
ﬁpa:icién sobre la cuarta década de la vida. En estu-
dios realizados por el " International Atherosclerosis
Project" (mcGill 1968) que se llevaron a cabo en 14 pai
ses con 19 grupos raciales diferentes, con la finalidad
de conocer la incidencia y describir la historia natu-
ral de las lesiones arteriosclerfticas adrticas y coro
narias, a partir de las autopsias de pacientes falleci
dos pertenecientes a las diferentes poblaciones. En el
estudio fueron evaluadas 23.000 piezas anatdmicas co-
rrespondientes a 23.000 arterias coronarias; los resul
tados de los exd&menes realizados demostraron que las
estrias grasas eran un fenSmeno universal en personas
j6venes de todos los grupos raciales y geogrdficos pe
ro su evolucién hacia placas fibrosas y lesiones com-
plicadas podfa variar en lo que hacia referencia a in
cidencia y extensién, dependiendo segln los diferentes
grupos é&tnicos y geogréficos.

EVOLUCION HISTOPATOLOGICA

La secuencia de los cambios ultraestructurales en
la arteriosclerosis espontinea, particularmente de las
lesiones primarias, ha sido aclarada por los grupos de
McGill (1963), Daoud (1964), Knieriem y Wissler (1968),
y Haust (1971) que a través del microscopio Séptico,elec
trénico y utilizando diferentes técnicas histoquimicas,
| ha estudiado los diferentes tipos de lesiones arterios
cler8ticas en pacientes gque murieron a distintas edades.
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Por ello actualmente estd ampliamente difundido el cri-
terio de que una de las primeras lesiones microscépica-
‘flente detectables en la arteriosclerosis, es la prolife
racidn en la Intima de cé&lulas musculares lisas (Natio;él
Heart an Lung Institute Task Force on Arteriosclerosis
1971) y habiendose sefialado que en muchos casos estas le-
siones pueden encontrarse en forma de "engrosamientos"

de la Intima en nifios recién nacidos o en edades muy tem-
pranas (Marchand 1904, Dock 1946, Scott 1979, Velican et
al 1979).

‘ Inicialmente las cé&lulas podrian proliferar sin que
todavia sea posible demostrar la presencia de lipidos 1i
bres en las cé&lulas o en los tejidos extracelulares
(Knieriem 1967). Con la progresidn de la lesién, las gra
sas o lipidos libres aparecen frecuentemente en las célu
las de la Intima y posteriormente en el espacio extrace-
lular, Knieriem 1968) cuando el incremento de las"estrfas
grasas" empieza a ser demostrable macroscépicamente.

La progresidn de esta lesibén se caracteriza por la
aparicidén de un abundante tejido fibroso en la Intima,
estamos ya en la placa fibrosa, a partir de este punto
es facil encontrar material fibroso abundantes "cé&lu-
las grasas espumosas" y acumulaciones de lipidos; este
complejo histopatolSgico fue denominado ateroma por Mar
chand (1904). Las lesiones m&s avanzadas presentan en
general un predominio del tejido fibroso sobre el depé-
sito de lipidos (McGill et al 1963, Knieriem et al 1968)
y pueden progresar hacia lesiones complicadas por la
aparicién de trombosis, ulceracién, calcificacién o aneu
rismas.( Ver Figura, 9).
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Fig. 9 - Esquema de la posible evolucidh de las lesiones
en la arteriosclerosis.
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FIBROSIS Y TROMBQSIS-LA PLACA ARTERIOSCLEROTICA AVANZADA

r La ‘formacidn de tejido fibroso contribuye signifi-
cativamente a la formacibén de la placa arteriosclerdti-

ca avanzada (Roberts 1972). Los elementos que constitu-
yen este tejido fibroso son: Col&geno, proteoglicanos,
elastina y glicoproteinas. La. formacidn de col&geno cons
tituye la mayor contribucién para el crecimiento de la
placa arteriosclerdStica. Sobre este tema se han publica-
do varias revisiones que sumarizan la secuéncia de acon-
tecimientos para esta deposicifén de coldgeno (Grant et

al 1972, Miller et al 1974, Nimni 1974, Robert et al 1974,
St. Clair 1976, Srinivasan et al 1979). De los diferen-
tes tipos de coldgeno, el tipo I es el componente prima-
rio de la placa (McCullagh et al 1975) y es sintetizado
por las cé&lulas musculares lisas de la arteria ( Ross y
Klebanoff 1971). De los glicosaminoglicanos (Mucopolisa-
c&ridos dcidos) parece que el dermatan sulfato, antigua-
mente conocido como condroitin sulfato B es el principal
componente presente en la placa arteriosclerftica (Hermelin
1974) y es sintetizado por las cé&lulas musculares lisas de
la arteria (Wight 1973). Tal como se ha mencionado, los
glicosaminoglicanos parecen ser importantes en la fija-
cidén de lipidos en la pared arterial(Iverius 1972, Morris
1978, Srinivasan 1979).

La concentracién de elastina en las placas arterios-
clerSticas es mids baja que la que normalmente existe en
las arterias normales (Kramsch 1971). Sin embargo, se ha
~sugerido que la pared arterial arteriosclerbtica tiene
una elastina anormal (Ross y Glomset 1976) y parece ser
sintetizada por las células musculares lisas arteriales
(Ross 1971), (Carnes 1974). Las fibras de elastina po-
drfan ser importantes en la unidn de lipidos a la pared
arterial y ademds contribuirian significativamente al
proceso de calcificacién de la placa arteriosclerbtica
(Urry 1974, Yu 1974).
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Las glicoproteinas comprenden una familia de pro-
tefnas que contienen carbohidratos en su estructura, y
tque en contraste con los aminoglicanos, contienen rela
tivamente m&s proporcién de proteina. Aunque existe
una conformidad general respecto a la existencia de un
incremento en la concentracidn de glicoprotefnas en la
placa arteriosclerdtica (Roberts 1974) poco se conoce
sobre su mecanismo de sintesis. Las glicoprotefnas pa-
recen ser importantes en algunas interacciones con el
coldgeno (Fisher et al 1980) y fibras eldsticas (Robert
1974). El estimulo especifico para la formacién de te-
jido fibroso de la arterioscler6tica avanzada no esti
claro. Es importante considerar que la mayorfa de pla-
cas fibrosas progresan muy lentamente. Si la lesibn en
dotelial y la deposicidn plaquetaria, conducen a la
proliferacién de cé&lulas musculares lisas y formacién
de "tejido fibroso", se tratarfa de un proceso créni-
co continuo, esto explicaria probablemente porgque las
placas fibrosas arteriosclerSticas, generalmente, pro
gresan muy lentamente. En general, esta concepcifn del
problema implicarfa que la lesién endotelial y la de-
posicidn plaquetaria no solo conduce a la migracidn y
proliferacidén de células musculares lisas, sino tam-
bién a la sintesis de componentes del tejido fibroso.
Ademds parece que la distensidn puls&til continuada
de la regién arterial, también favorece la sintesis
de Col&geno por las células musculares lisas (Iwatsuki
et al 1977, Fischer 1980) y de este modo a la lenta
progresidn de la placa arteriosclerética.

En algunos pacientes las placas arteriosclerSti-
cas progresan rapidamente, quiz&s en estos casos, un
mecanismo trombogénico podrfa jugar un papel destaca-
do.
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Segin esto la presencia de plaquetas y la formaci®n
de trombos se producirfa sobre las placas arterioscler$
‘t¥icas (Smith 1976, Warren 1978). Ocasionalmente algin
trombo puede sufrir un proceso de fagocitosis, endoteli
zacibn y transformacién aterSgena-fibrética (Duguid
1949, Mitchell et al 1963, Chandler et al 1974, Fulton
et al 1977, Fuster 1982). Esta transformacién fibré&tica
del trombo arterial parece que puede contribuir a un
proceso de arteriosclerosis acelerado.

Hasta ahora no estd claro si un fallo en el sistema
fibrinolitico a nivel del lugar donde se produce de arte
riosclerosis, puede contribuir a la formacién del trombo
(Astrup 1956, Bordia et al 1977 , Kadish 1979). Es pro- .
_bable que esta organizacién fibr&tica del trombo depende
también de la activacidén de las c&lulas musculares lisas,
no solo por el factor de crecimiento derivado de las pla
quetas (Ross et al 1974, Ruterford et al 1976) sino ade-
m&s probablemente por la propia fibrina (Nicwicrowski et ‘
al 1973, Smith et al 1976) y tambié&n por la trombina y
plasmin generada en trombos de la media.

COMPLICACIONES: CALCIFICACION, ULCERACION, ANEURISMA,
'TROMBOSIS AGUDA, OCLUSION Y EMBOLIZACION

La calcificacifn de las arterias parece estar en fun
cibén de la edad, pero también esta claramente incrementa-
da en las lesiones arteriosclerSticas. Las fibras de elas
tina ‘anormales de las placas arterioscler6ticas parecen
ser importantes en el proceso de calcificacién (Urry 1974).

Las arterias que tienen lesiones arteriosclerSticas
avanzadas demuestran una fragmentacifn de sus elementos
elisticos (Yu et al 1967). Esto junto a la alteracidn
bioquimica de las fibras eldsticas en la enfermedad ar-
terioscler8tica parece crear las condiciones para la
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ulceracidn superficial con la siguiente formacidn trom-

bStica (Chapman 1969, Chandler et al 1974). Ademis esta

“@egeneracidn de los elementos eldsticos debilita la pa-
red arterial e incrementa la posibilidad de formacién
de aneurismas ( Yu et al 1967 ) muchas veces con la sub

siguiente formacién del trombo.

Otra complicacidén de las placas arterioscler&ticas
es la que se produce cuando un trombo arterial ocluye
repentinamente la luz vascular de una forma total o sub
total. Esto conduce casi siempre a manifestaciones cli-
Ricas agudas o subagudas. Un ejemplo cl&sico es la oclu
sidén trombb6tica coronaria que generalmente conduce a un
infarto de miocardio. Ademds la formacién de un trombo
en un lugar de la placa arteriosclerStica puede despren
derse y embolizar en ramas arteriales m&s distales. Los
ejemplos cl&sicos son los accidentes cerebrovasculares
. agudos o la oclusidn arterial de una rama periférica
que suele producirse en pacientes con lesiones ulcera-
das trombSticas por arteriosclerosis de las arterias
carotideas o de la aorta abdominal.
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1.4. ETIOPATOGENIA
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1.4.1. VISION HISTORICA

¥ His;dficamente han existido dos hip&tesis principales
en torno a la etiopatogenia de la arteriosclerosis. La pri-
mera de ellas fue propuesta en el afio 1852 por Rokitansky y
es conocida también como hipStesis de la incrustacién o teo
ria trombogénica. La segunda hipStesis fue ya originalmente
denominada teorfa de la imbibicién o insudacién, el autor
de la misma fue Virchow en 1856 (ver Virchow 1971).

HIPOTESIS DE LA INCRUSTACION
i .

La hipStesis propuesta por Rokitansky concede un papel
primordial a la trombosis, segfin esta teoria, 1la placa arte
riosclerStica empieza siendo un pequefio trombo mural que se
- va transformando en una masa de tejido incorporado a la inti
ma. A medida que las cé&lulas de la pared arterial emigran ha
cia su interior se multiplican y segregan sustancias celula-
res caracterfsticas. Esta teorfa ha sufrido modificaciones
con el tiempo; Mallory en 1913 y Clark en 1936, pero no lle-
g6 a ser considerada hasta el trabajo realizado por Duguid
(1946). ﬁsta hipb6tesis sugiere que las placas arteriosclerd-
~ ticas elevadas son el resultado de la organizacidén y endote-

lizacién de un trombo mural (Clark, 1936, Duguid, 1946, Mustard

1969) . Dentro de este contexto se hace referencia a los trom
bos plaquetarios o a los tapones hemostiticos; las plaquetas
estarian relacionadas también con la iniciacién de la coagu=-
lacidén sanguinas "in vivo" broduciendo trombos. La principal
objecién a esta teorfa ha sido la acumulacién de lipidos que
suele darse naturalmente en muchas ocasiones (estrias lipidi
cas)) sin embargo, se ha dicho que esta acumulacién de lipi-
dos es secundaria o mejor serfa un factor que acelerarid el
desarrollo de fibrosis en la fntima.

HIPOTESIS DE LA IMBIBICION O INSUDACION

La segunda gran hipStesis fue la de Virchow o de la
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imbibicidn. Esta teorfa sugiere que la materia grasa que se
encuentra en la pared arterial procede de la transudacién de
ligidos sanguineos que subsiguientemente interfieren con los
proteoglicanos y promueve la proliferacidn de la fntima. La
acumulacidn de lipidos en la pared arterial, puede ser el re
sultado de una elevacidn de la captacibn de los lipidos plas
mdticos, o de una pérdida de eficiencia en el sistema de eli
minacidén o de ambos fenéSmenos. Esta teorfa de la insudacidén
parece confirmarse por el hallazgo de una frecuencia elevada
de enfermedad coronaria entre las poblaciones que tienen una
concentracidn elevada de colesterol en sangre. El investiga-
dor ruso Anitschkow (1913) confirmé experimentalmente esta
hip6tesis al producir la enfermedad arteriosclerdtica en co-
nejos alimentados con elevadas concentraciones de colesterol;
en este modelo se pudo demostrar que los lipidos que apare-
cfan precozmente en las lesiones arteriales procedian de la
sangre. Los datos referentes a la presencia de estrilas gra-
sas en nifios desde la m&s tierna edad parecian también apo-
yar esta teorfa pues se consideraba que esta infiltracidén
de lipidos serfa uno de los primeros eventos en el desarro-
llo de la arteriosclerosis. Sin embargo, esta interpretacién
tiene el inconveniente de que las estrias grasas aparecen
con la misma frecuencia en los nifios de cualquier poblacién
en tanto que la arteriosclerosis adulta es rara en algunas
poblaciones y frecuente en otras.

1.4.2. VISION ACTUAL

Con el tiempo, han surgido mfltiples hip&tesis que han
venido a COmpletar estas dos hipStesis iniciales. Algunos
autores han intentado compaginar ambas teorlas, (Fig. 10),
(Kottke y Subbiah, 1976, Copley 1978), en un esfuerzo por
aumentar la objetividad. Sin embargo existe, desde un punto
de vista crfitico, una especial tendencia de los autores con-
sultados en decantarse mas en un sentido, sea considerando
m8s importantes los fenSmenos hemostdticos o en otro, es de-
cir, considerando m&s importantes el papel de los procesos
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del metabolismo lipIidico. Lo que si es un patr6n constan-

te en los trabajos de mds reciente publicacidn es el con-
siderar a la arteriosclerosis como una enfermedad de etio
Yogia miltifactorial, de tal forma que hoy en dia estas
hipStesis han sido integradas en una sola algo mds comple
ja, segln la cual, la etiopatogenia de la arteriosclerosis
parece depender de una secuencia mis precisa de aconteci-
mientos, basados en la interaccidn de los elementos sangul
neos y lipidos de la sangre con la pared arterial. A su vez
cada una de estas etapas puede ser modificada por diferentes

factores de riesgo.
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SegGn Fuster (1981) los acontecimientos m&s importan-
tes para que se desarrolle laarteriosclerosis parecen ser los

siguientes:
7 B

- Alteracidn hemodindmica y lesién endotelial.

- Paso y acumulacidn de lipidos.

- Interaccién de plaquetas con la pared arterial
y proliferacidén de células musculares lisas.

Fibrosis y desarrollo de trombos.

Ulceracidn, calcificacién y formacién de aneurismas.

De estos acontecimientos los tres primeros merecen una
especial atencidn desde el punto de vista de la etiopatoge-
nia de la enfermedad y por ello van a ser especialmente con-
siderados en las prfximas paginas. '

1.4.2.1. Sobrecarga Hemodinamica y Lesidn Endotelial

Se ha demostrado que los lugares en los cuales la aor
ta presenta ramificaciones y otras &reas en las que se de-
sarrollan frecuentemente placas arteriosclerfticas, coinci-
den con zonas en las que el endotelio, por estar continua-
mente sometido a turbulencias, sufre mds lesidn, (Packman
et al 1967, Jorgensen 1972) usando alblmina marcada con I 131
y azul de Evans en conejos jévenes y cerdos han demostrado
un incremento en el paso de protefnas en las &reas en las que
la captacién de colesterol libre y esterificado marcados tam-
bién los estaba, (Somer y Schwartz, 1972). En estas mismas
zonas arteriales (Bjorkerud y Bondjers 1972) demostraron por
medio de tinciones supravitales que las cé&lulas endotelia-
les estaban desvitalizadas, Wright (1972) demostr$ un incre
mento en el recambio de las cé&lulas endoteliales. Todas: es-
tas observaciones indican que el grado de lesifén y recambio
de las c8lulas endoteliales puede estar aumentado precisa-
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mente en aquellas zonas en las que suelen desarrollar las
lesiones arteriosclerSticas. El estudio de estas zonas ar
teriales por microscopfa electrfnica de transmisidn y/o
barrido demuestra ademds cambios en la forma de las c&lu-
las asi como espacios intercelulares incrementados o "gaps"
que sugieren lesifn endotelial, (Reidy y Bowyer 1977). Exis
ten pruebas de que participan por lo menos dos mecanismos

en la produccibén de esta agresién vascular focal y continua.
El primero, una agresidén directa sobre el endotelio causa-
da por factores hemodind&micos (Fry 1969, Glagow 1973, Kottke
et al 1978, Corhill 1980). En modelos hidr&ulicos con varios
regimenes de flujo, Wesolowsky et al (1965), pudieron prede-
cir que las zonas de mixima turbulencia corresponderian con
las 4reas de predileccién para el desarrollo de lesiones den
tro del &rbol vascular humano. El segundo mecanismo estarfa
relacionado con la interaccién de los elementos formes de la
sangre con la pared arterial en las regiones con excesiva
turbulencia, (Goldsmith 1974).

El concepto de que la arteriosclérosis es una resphes-
ta local a una lesién andotelial continua, esta recibiendo
Gltimamente un amplio soporte. Lesiones experimentales de la
Intima, sin disrupcién de la l&mina el&stica interna, que
imitaba la lesidn mecd&nica que fisiol&gicamente producen los
factores hemodindmicos, han permitido reproducir el amplio
espectro de las lesiones arterioscler&ticas iniciales
(Stenerman y Ross, 1972, Fishman et al 1975). En estos ex-
perimentos al igual que en la arteriosclerosis espéntanea,
uno de los primeros cambios estructurales, es la prolifera
cidén de cé&lulas musculares lisas que, como se ha dicho, po
siblemente derivan de la media arterial, (Spaet et al 1975).

1.4.2.2. Pared Arterial v Lipidos en la Arteriosclerosis

Durante muchos afios no se pudo aclarar exactamente
cual era la procedencia de los lIpidos y su influencia en
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la etiopatogenia de la arteriosclerosis. Hoy en dia parece
definitivamente demostrado que el material lipfdico de 1la
lesifn y especificamente el colesterol proceden del plasma
cifculante.

Los lfpidos plasmdticos son transportados por cuatro
tipos de lipoprotefnas :

1.~ Quilcomicrones, definidos como partfculas de lipo-
proteinas transportadoras de los trigliceridos ingeridos en
la dieta, por consiguiente son particulas caracteristicas
de la fase postprandial.

2.~ Lipoproteinas de muy béja densidad (VLDL). Trans-
portan la mayor parte de los triglicé&ridos circulantes du- -
rante las fases de ayuno. Dentro de la composicién de las
VLDL la fraccidn Apo A, serlfa la que participarfa de una
forma mds activa en este transporte.

3.~ Lipoprotefnas de baja densidad (LDL). Transportan
la mayor parte del colesterol circulante. Dentro de su com-
posicidn las fracciones Apo B proteina tendrifia un papel pre
ponderante en la funcifn de transporte.

4.~ Lipoproteinas de alta densidad (HDL). Transportan
cantidades relativamente pequefias de colesterol y triglicé-
ridos. Dentro de su composicién la fraccién Apo C serfia la
que desarrollarfa la mayor parte de la funcién de transporte.

Los estudios morfoldgicos realizados en humanos con ar
teriosclerosis espontinea y en animales a los que se les ha
producido arteriosclerosis por lesién endotelial (Moore 1973)
O por dieta aterogénica (Imai et al 1968) sugieren que son
las c8lulas espumosas ("Foam cells") las que contienen la
mayor parte del material lipidico contenido en las placas ar
teriosclerdticas (Geer, 1965, Joris et al 1979). En este fe-
némeno, se han implicado a las células sangulneas como fuente
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de elementos macrof&gicos pero sin que se haya podido de-
mostrar de una forma cierta (Day, 1967, Wissler et al ,
?968, Stary, 1976, Freudenberg y Riese, 1976, Baba et al
1977) .

Los estudios de la composicidn lipfdica de las lesio
nes arterioscler8ticas han demostrado una notable similitud
entre la arteriosclerosis espontinea en el hombre (Bottcher
et al 1962, Day, 1967) y los animales (Wissler 1968). Esta
gran similitud persiste cuando la arteriosclerosis es indu
cida en animales, sea por lesidn (Bjorkerud y Bondjers,
1972) o por dieta aterogénica (Lofland et al 1965). En to=-
dos los estudios, especialmente en los llevados a cabo en
lesiones primarias, predomina la presencia de colesterol
esterificado con una alta proporcién de &cido oleico-&cido
linoleico. La diferente composicién de los &cidos grasos
de los &steres de colesterol en el plasma (con alto conte- :
nido en &cido linoleico) y en las lesiones abrticas (con
alto contenido en &cido oleico), (Swell et al, 1960) no in
valida la proposicién de que el colesterol adrtico deriva
del plasma (hoff et al, 1975). La diferencia est& de cual-
quier modo justificada ya que la participacién de &cidos
grasos en los &ésteres de colesterol que se encuentran en
la pared arterial, esta determinada primariamente por la
actividad celular local.

Los fibroblastos humanos disponen de receptores es

pecificos para lipoproteinas ( Goldstein y Brown, 1977)

y las cé&lulas musculares lisas se piensa que tienen recep
tores similares que jugarfan un papel en el control de es
ta transformacién intracelular del colesterol (Bierman et
al, 1975). El enzima responsable de la esterificacién del
colesterol serfa la colesteril ester sintetasa microsomal,
segn ha sido descrita por St.Clair et al (1970) y su pre
sen#ia‘en la aorta ha sido confirmada por otros investiga
,dores (Kothari et al, 1973, Hashimoto et al, 1974). Smith
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et al (1974) confirmaron la acumulacidn intracelular de
oleato de colesterol en las estrias grasas, pero también
opservaron acumulaciones significativas de colesteril-
linoleatd y de colesterol libre, especialmente cuando se
desarrollan placas fibrosas. La elastina parece jugar un
papel importante en la captacidén de estos lipidos extra-
celulares por la-pared arterial (Kramsch et al 1973) y

se ha sugerido que la propiedad del calcio para unirse a
los centros sin carga de la elastina, favorecerfia este pro
ceso. Ademds de esto, los glicosaminoglicanos extracelula-
res parece también ser importantes en la captacidn de 1li-
pidos por la pared arterial, proceso que ha sido Gltimamen
te revisado (Morris et al, 1978).

Aparte de que esta acumulacidén de lipidos extra e
intracelular contribuye al desarrollo de la placa arterios
clerStica, en la actualidad se concibe que las lipoprotei-
nas, actuando conjuntamente con otros elementos derivados
del plasma, podrfan estimular la proliferacién de cé&lulas
musculares lisas.

Esta posible capacidad mitogénica de las lipoprotei-~
nas se fundamenta en estudios llevados a cabo recientemen-
te en cultivode células musculares lisas (Fischer et al,
1976) . Sin embargo, Ross y Harker (1976) informan que se-
gin sus trabajos, las lipoproteinas probablemente propor-
cionarfan los nutrientes necesarios para la proliferacidn
celular especialmente para la formacidn de una nueva mem-
brana. La inhibicién lipfdica incrementada en las lesiones
arterioscler6ticas mis avanzadas podrian agravar la lesidn
por la estimulacién subsiguiente de la proliferacién de las
células musculares lisas. Estudios en animales de experimen
tacién utilizando dietas ricas en colesterol parecen indi-
car que el colesterol plasmi&tico circulante cuando alcanza
niveles elevados podrfa por si solo contribuir a la lesién
endotelial en los estadios iniciales de la arteriosclerosis
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(Shimamoto et al, 1971, Armstrong et al, 1980). Sin embargo
dado que la interacién del colesterol ex6geno con la pared
Qterial ‘podria ser distinta a la producida por el coleste
rol endSgeno, estas observaciones experimentales deberfan
interpretarse con cierta cautela (Imai et al, 1976).

A lo largo de estos dltimos afios no habfa sido consi
derada la posibilidad de que los mecanismos de eliminacién
de lipidos pudieran jugar un papel importante en la etiopa
togenia de la arteriosclerosis. Como la mayor parte de 1li-
pidos que se acumulan son 8steres de colesterol, los meca-
nismos de eliminacién de estos &steres podrfa ser conside-
rado como un importante mecanismo de defensa (Wolinsky et
al 1978).

Sin embargo son varios los aspectos que deben ser te
nidos en cuenta con respecto a esta eliminacién de lfpidos.
En estos ltimos afios se ha informado que una deficiencia
relativa del enzima lisosomal: colesterol-&ster-hidrolasa
puede ser responsable de la acumulacién de &steres de co-
lesterol que normalmente se observan en la arteriosclerosis
(Shio et al, 1974). Es posible que en algunas circunstan-
cias, un nivel normal o quiz&s elevado del enzima no pueda
hacerse cargo de la totalidad del flujo y acumulacién de
lipoproteinas en la pared arterial ( de Duve, 1974). En
otras ocasiones una deficiencia genética primaria del en-
zima podria ser responsable en parte de la acumulacién de
lfpidos y de la arteriosclerosis (Subbiah et al, 1967).

La naturaleza de esta colesterol-&ster-hidrolasa dcida ha
sido mejor caracterizada por Brechner et al (1973) y Taka
no et al (1974) que localizaron la actividad enzimdtica
en los lisosomas de las células lisas.

Hay pruebas de que la Intima de las arterias recibe
él oxfgeno y el resto de requerimientos metabSlicos a par
tir‘de'la'prOpia sangre circulante, mientras que la media
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y la adventicia reciben estos nutrientes desde los "vasa
vasorum”, por lo tanto, la unidn entre la fIntima Y el res
to del vaso es muy susceptible a cualquier circunstancia
qhe produzca hipoxia ya que esto disminuye el metabolismo
y eliminacién de las lipoproteinas (Walton, 1975) . De he-
cho existen datos de que tanto la oxigenacién disminuida

a nivel de la Intima, como la exposicidn crénica al mon&xi
do de carbono, aceleran la arteriosclerosis experimental

y la proliferacién de cé&lulas musculares lisa, mientras que
en la hiperoxigenacién se impide el desarrollo de la arte-
riosclerosis experimental, (Wissler et al, 1975).

Gracias a los datos epidemiol6gicos, se ha podido es
tablecer una importante correlacién'entre concentraciones
altas de HDL en el plasma y disminucién de la incidencia y
progresidn de la enfermedad arteriosclerStica (Rhoads et
al, 1976, Gordon et al 1977, Moore et al 1979). Dado que
las molé&culas de HDL atraviesan fiacilmente la pared arte-
rial (Reichl et al, 1973) y son capaces de transportar co
lesterol de la pared arterial (Miller et al, 1975). Sin
embargo, se ha sugerido también que la HDL y otras lipo~-
proteinas en la regulacién del metabolismo lipfdico ha si
do revisado ampliamente en distintos momentos (Eisenberg, 1976,
Small y Tall, 1978, Gotto et al, 1980).

Un factor adicional en la movilizacién de los &ste-
res de colesterol desde la pared arterial es posiblemente
el estado fisico-quimico de esos lipidos en las lesiones,
Y por consiguiente su utilidad como substratos enzimiticos.
El estado fisico de los lipidos en las lesiones ha sido ex
tensamente estudiado por Small (1977). En la Intima normal,
los lipidos se presentan en fase lamelar, mientras en las
estrfas lipidicas existe un liquido termotrfpico o aceitoso
en fase cristalina que esti formada primariamente por los
ésteres de colesterol que estan presentes. En las lesiones
avanzadas, esta fase liquida-oleosa cristalina esté& saturgﬁ
da de colesterol libre y cristales de monohidratos de coles

terol.
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Desde un punto de partida fisico-quimico, a la tem-
peratura corporal los &steres de linoleato de colesterol
podrian gser mds estables en la fase liquido-ocleosa cristali
na que los ésteres de oleato de colesterol; y &stos tende:
rfan a acumularse como cristales. La integracién perfecta
de estos conceptos con los resultados de los estudios enzi
mi&ticos, estan pendientes de las conclusiones aportadas
por estudios actualmente en curso.

1.4.2.3. Plaquetas

Ta

A lo largo de estos dltimos afios, el papel de las
plaquetas ha variado, de ser consideradas Gnicamente re-
lacionadas con los problemas terminales de la arterios-
clerosis a ocupar un lugar de relieve en el inicio de 1la
enfermedad.

Dada la importancia de estas observaciones y siendo
de hecho la fuente de inspiracién de esta tesis, el papel
de las plaquetas en la etiopatogenia de la arteriosclero-
sis va a ser ampliamente expuesto en el pr&ximo apartado.



1.5. PAPEL DE LAS PLAQUETAS
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1.5.1. PLAQUETAS/PARED ARTERIAL Y PROLIFERACION DE LAS

- CELULAS MUSCULARES LISAS.

b

Como ya se ha dicho anteriormente, los factores
hemodin&micos, sumados a la lesifn endotelial y la proli
feracidn de cé&lulas musculares lisas, se ha considerado
que tienen gran importancia en el desarrollo de la arte-

riosclerosis.

Recientemente han ido aumentando las sospechas de
gue las plaquetas‘por interaccidn con la pared arterial,
podfan estar implicados en los estadios primarios de la
enfermedad.

Pruebas de que las plaquetas y otros elementos for
mes de la sangre pueden participar en la lesién primaria
del endotelio vascular en regiones con flujo turbulento
se han obtenido en los trabajos de Mirphy et al (1962),
Goldsmith, (1974). El exdmen de la superficie endotelial
de vasos de ce;dos, ratones, palomas (Jorgensen et al 1972
Joris et al, 1979) y humanos muertos repentinamente (Jor-
gersen et al 1973) demuestran agregados, compuestos por
elementos formes, la mayor parte de ellos plaquetas y glo
bulos blancos. Si esta acumulacidén es secundaria a la le-
sidn causada por los factores hemodindmicos, las células
sanguineas y plaquetas contribuirfan probablemente a in-
crementar la permeabilidad celular en determinadas zonas.

. Tal como se ha dicho parece que la fijacidén o depd
sito de plagquetas sobre la superficies endoteliales lesio
nadas dependeria principalmente de una compleja molécula
relacionada con el factor VIII. Esta molé&cula, llamada
factor Willebrand, que esta normalmente presente en el
plasma circulante (Cornu et al, 1963, Zimmerman et al 1971)
plaquetas (Howard et al 1974) asi como en las zonas endo-
teliales (Bloom et al 1973) y subendoteliales (Ramd et al
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1980) probablemente depositado sobre las fibrillas de co
lidgeno (Nyman, 1980) parece que estarfa relacionado con—la
ipteraccidn plaquetas/pared arterial en las zonas del endo
telio lesionado (Baumgartner et al 1977, Weis et al 1978,—
Sakariassen et al 1979, Fuster et al 1981). En contraste
con este mejor conocimiento de la adhesién plaquetar, 1la
posible existencia de factores que favoreciesen la adhe-
rencia de leucocitos a la pared vascular lesionada parece
méds dificil de entender aunque no puede descartarse, (
Stewart et al 1974, Joris et al 1979).

Observaciones recientes han suscitado la posibilidad
de que las plaquetas serian uno de los principales facto-
res estimulantes de la proliferaci®n de las células muscu-
lares lisas que tiene lugar en los estadfos iniciales de
las arteriosclerosis. '

'En la arteriosclerosis experimental inducida por le-
sidn endotelial, uno de los primeros fenfmenos es la apari
cidn de plaquetas que han sufrido la degranulacién intraci
toplasm&tica y estan adheridas a la superfifcie endotelial
y a las &reas denudadas del subendotelio. Este fenémeno
precedéria a la migracién y proliferacién de las células
musculares lisas (Stenerman Y Ross, 1972, Harker, Ross et
al 197e6). ‘

Un hallazgo importante realizado por Ross y Glomset
(1973 y 1974) ha sido la necesidad de una sustancia deri-
vada de las plaquetas paré’que,ge produzca la prolifera-
cidn de cé&lulas musculares lisas y fibroblastos en culti-
Vo, se supone que esta sustancia es responsable en gran
jpa,rte' de la proliferacifn de células musculares lisas de
las.lesiones arterioscler6ticas.

Segn esto, el suero derivado de plasma no serviria
paxa el crecimiento en los cultivos de cé&lulas musculares
lisas. La adicién de plaquetas al plasma pobre en plaquetas,
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Y posterior coagulacifn por el calcio produce suero que
%}rve paFa-el crecimiento de las cé&lulas, siendo tan
efectivo como el suero derivado de la sangre total. Estos
experimentos han permitido a Ross, Glomset Yy Harker (1976)
formular una hip6tesis sobre la etiopatogenia de la arte-~
riosclerosis. Seglin esta“bipétesis la secuencia de lé pro
duccién de arteriosclerosis seguirfa la evolucién que se
muestra en la Figura 11. '
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Fig. 11. Esquema de la Hip6tesis sugerida por Ross y Glomset
| 1976. |

En sIntesis, tras un traumatismo o lesién el endo-
- telio desaparece. Inmediatamente las plaquetas se.agregan
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-

sobre la zona lesionada para formar un pPequefio microagrega
do. Las plaquetas se adhieren sobre el tejido conjuntivo
p?esto al desnudo (coldgeno) y por esta reaccién de adhesién
Y agregacién las plaquetas pierden sus gr&nulos.

Como respuesta las cé&lulas musculares van a mlgrar
desde la media hacia la fntima donde se multipllcan acti-
vamente en la zona traumatizada, Por otra .parte algunas
célulds endoteliales a nivel de la zona lesionada se divi
den y regeneran para recubrir la zona denudada. Posterior
mente la Intima se engrosarfa como consecuencia de la mul
tiplicacidén de células muscufares a nivel de la lesibn.
Esta dltima fase regresarfa parcialmente y el endotelio
regeﬁeggdo volveria a ser normal pero la 1ntima'énntinua-
ria engrosada conteniendo numerosas cé&lulas musculares.
Cuando los traumatismos son-érdhicos © se repiten frecuen
temente, en lugar del curso normal, se observa ure persis-
ten;é multiplicacién de cé;ulas~musculares Y un engrosa-
niento, de la pared vascular con participaciéh‘del tejido
coﬁjuntivo e impregnacién por lipidos que dan lugar a la
aparigién de las denominadas células espumosas.

Cuando las plaquetas son destruidas por coﬁgelacién
y descongelacién, o bien son incubadas en presencia de
trombina, se obtiene el exéracto, cuando este se afiade al
plasma, substituirfa a las plaquetas en el proceso de ini
ciar el crecimiento. E1 PDGF(platelet derived growing factor)
tiene un peso molecular bajo(13.000 d), protefna termoesta-
ble, recientemente purificada por Antoniades et al (1979).
El PDGF, junto con el factor plaquetario 4 (PF 4), que es
unvfactor antiheparina, y la B-Tromboglobulina, como se ha
dicho en el apartado 1.2.2.2 de esta tesis, son liberadas
por los granulos de las plaquetas durante la activacidn
plaquetaria, (Raplan et al 1979 a y b ).

‘ Si estas tres proteinas pueden sintetizarse o no a
'partir de otra proteina anterior, no se sabe todavia.

~
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Interesantes estudios secuenciales realizados en palomos
susceptibles a la arteriosclerosis demuestran una eleva-
9i6én progresiva de la actividad pro PF4 del suero. Este
aumento de actividad coincide con el desarrollo de la
arteriosclerosis; en contraste se observ6 una disminu-

cibén de la actividad pro PF4 en los palomos resistentes

a la arteriosclerosis (Fuster et al 1977). Puede conce-
birse que el incremento de la actividad PF4 del suero en
los palomos susceptibles a la arterisoclerosis ests de-
terminado gené&ticamente, y quiz&s tambi&n el contenido

de PDGF de las plaquetas que podria ser el mediador de 1la
proliferacién de la célula. muscular lisa. De todos modos
este incremento en la actividad PF4 en los palomos suscep
tibles a la arteriosclerosis, es como mInimo. un indicador
de un recambio de plaquetas aumentado, secundario a la
adhesifn de las plaquetas sobre la superficie endotelial
dafiada (Lewis y Kottke 1977). Ultimamente, se ha indicado
que el PDGF podrfa originarse en la hip6fisis y serfa trans
portado por las plaquetas hasta lugares que presentan dafio
endotelial (Antoniades y Scher 1977, Tiell et al 1978). Lo
m&s probable sin embargo es que el PDGF y este factor de
crecimiento originado en.la. hipSfisis (también llamado fac
tor de crecimiento para los fibroblastos) son dos protefnas
diferentes, la segunda con capacidad de promover la prolife
racifn en vivo, no solo de las c&lulas musculares lisas,
sino también de las células endoteliales (Gospodorowicz

et al 1978, Stenerman 1979).

Gracias a los experimentos con animales, se ha conse-
guido un mejor conocimiento de la importancia de las plaque
tas en el inicio de la arteriosclerosis. Cuando se inhibe
la funcién plaquetaria de algunos animales de experimenta-
cifén se observa una resistencia a la arteriosclerosis. Cohen
Y Mc Combs (1968) tras admisnistracién de p32 a conejos,
obtuvieron una reduccién de los contajes de hasta 1/4 de la
normalidad. Cuando se alimenta a estos animales con yema de
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huevo, se observa que existe un menor grado de arterioscle
rosis en estos animales que en los conejos control, que s;
alimentap con la misma dieta. En contraste, los conejos con
trombocitosis producida por flebotomfas repetidas, presen-
tan un incremento en el grado de arteriosclerosis. Friedman
et al(1977) produjeron una marcada trombocitopenia (recuen-
tos de plaquetas inferiore a 10.000 mm3) en conejos por ad-
ministracidn de suero antiplaquetas. Lesionando el endotelio
de estos conejos con un catéter de polietileno, no se produ-
cian lesiones arteriosclerf6ticas. En animales con tromboci-
topenias menos importantes, se desarrollaron algunas lesio-
nes pero siempre fueron menos importantes que las que se
producfan en los animales controles no trombocitop&nicos.

En Rochester (Minesota) se ha mantenido una colonia
de cerdos que presentan una importante anomalfa de la fun
cidn plaquetaria: la enfermedad de Von Willebrand homozi-
g6ética. Fuster y colaboradores, han demostrado que estos
cerdos con ausencia del factor Von Willebrand, presentan
marcada pérdida de la capacidad de las plaquetas de adhe-
rirse a la pared vascular (Fdster, 1981) y son resistentes
al inicio y progresidén de la arteriosclerosis, tanto es-
pont&nea (Fuster et al 1979) como inducida por dosis mode-
radas de colesterol en la dieta (Fuster et al 1978). Sin
embargo los cerdos que teniIan menos afectada la funcién
plaquetér, (cerdos con Von Willebrand heterozig6tico) eran
menos resistentes a la arteriosclerosis (Fuster et al 1979).

Estas experiencias indican que la interferencia del
funcionalismo plaquetar tiene gran importancia en los esta
dfos iniciales de la arteriosclerosis.
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1.5.2. PLAQUETAS/PARED ARTERIAL Y SISTEMA DE LAS

¥ PROSTAGLANDINAS. -

El papel que juegan las prostaglandinas en el pro-
ceso de la interaciién plaqueta/pared arterial se encuen-
tra actualmente en investigacién . En 1969 Piper y Vane
encontraron que una sustancia inestable podfa contraer la
aorta aislada del conejo, que fue llamada R.C.S. (Rabbit
aorta contracting substance) era liberada por el pulmén
gfl cobaya. A su vez esta sustancia (RCS) era liberada
también por las plaquetas durante la agregacidn (Vargaftig
et al 1973) . Se descubrié tambié&n que esta sustancia era
un precursor de la prostaglandina (Gryglewski y Vane, 1972)
que fue caracterizado (Svensson et al 1975) encontrandose
que contenia un factor inestable, responsable de la activi
dad vasoconstrictora del mdsculo liso (Needleman et al 1977,
Shimamoto et al 1977, Svensson 1977) .Lo mi&s importante es
que este factor inestable es el inductor de la agregacidn
plaguetaria mas potente que se ha descubiero (Hamberg 1975)
habiendo sido identificado como Tromboxano prostaglandina
(Tx A2).

En el afio 1976 fue descubierto un nuevo metabolito
de la prostaglandina por el grupo de Moncada y Vane que fue
llamado prostaciclina (PGIZ,,ver apartado 1.2.2.2 de esta
tesis) . Este compuesto parece ser el principal metabolito
de las prostaglandinas en el tejido vascular, particular-
mente en el endotelio, decreciendo progresivamente en ac-
tividad en direccién a la adventfcia (Moncada 1977). La
PGI2 es un potgnta vasodilatador a nivel sistémico (Jentzer
et al 1979, Armstrong 1980) pero la accién quizds mds im-
portante es que la_9612 es a su vez el mas potente inhibi-
dor de la agregacidn plaquetaria que se ha descubierto ha-
ﬁ#fhoyﬁ(Higgs,et al 1978 y posee propiedades antitrombdti-

~ cas.
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Basandose en la informacién anterior, se ha sugerido que
bajo condiciones fisiolSgicas, las plaquetas se adhieren
8 las zonas vasculares lesionadas, liberan Tx A, que pro
mueve la posterior agregacifén de plaquetas a estas zonas
(Moncada y Vane, 1979). Simult&neamente, las plaquetas
liberarfan endoperSxidos, que potencian la sintesis de
PGI, por la pared vascular, de esta forma se limitarfa
el proceso de agregacifn plaguetarfa y se prevendria la
trombosis (Needleman 1978). Realmente en la actualidad
parece existir datos que hacen pensar que un desequili
brio entre este balance de la actividad proagregante y
absagregante entre ambos sistemas de prostaglandinas

(Tx As/PGIz) podria ser un factor importante que conduci
ria a la enfermedad vascular, (ver Figura 12).

l"'"
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l : PG ENDOPEROX.
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L . |

Fig 12, Sistema de las prostaglandinas en la plaqueta
- Yy en la pared vascular.

Esto explicarfa porque los esquimales de Groenlandia
gue tienen cierta tendencia al sangrado y no desarrollan
MQrioaclerosis, parecen tener menos 'I'xAz Yy una gran can-
tidad de &cidos grasos con 20 C‘\y 5 insaturaciones que son
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precursores del agente antiagregante PG12 (Dyerberg, 1978).

N El grupo de Gryglewski (1978) ha encontrado que la
ggrmaciﬁn de Tx Az esta aumentada en las plaquetas de co-
nejos con arteriosclerosis inducida por dieta aterogénica

y que la formacidén PGI, esta disminuida en las arterias de
estos mismos animales. El grupo de Sinzinger (1979) ha es-
tudiado arterias humanas arteriosclerSticas de diferentes
localizaciones, encontrando que las cantidades de PGI2
producidas serfan mi&s bajas que las encontradas en arterias
morfolSgicamente inalteradas que se utilizaron como control.
Mdem&s las arterias de especies propensas a desarrollar ar-
teriosclerosis muestran una produccidén de PGI2 mis bajas
(Sinzinger 1978).

Estos hallazgos han permitido al propio Gryglewski
(1980) avanzar una hip6teis segtin la cual, la ateroscle-
rosis serfa una enfermedad'resultante de la intoxicacién
de la prostaciclin-sintetasa por diferentes substancias
entre ellas los lipoper&xidos o los correspondientes ra-
dicales libres que pueden producirse durante la hiperli-
pidemia. El déficit de prostaciclina tenderfa a producir
una disminucidn en los niveles de AMP(c) en las plaquetas
Y en la pared arterial, lo cual incrementarfia 1la agrega-
bilidad y la permeabilidad endotelial ( Numano, 1977).

El endotelio arterial cuando queda desprovisto de
su capacidad para sintetizar prostaciclina (Angelo et al
1978, Gryglewski et al 1978) se convierte en una super-
ficie idSnea para que se produzca la adhesién y agrega-
cifén plagquetaria. La agregacién de las plaquetas estaria
activada no solo por la falta de esa oposicibén de la pros
taciclina en la superficie endotelial, sino también por
las. bajas concentraciones de prostaciclina circulante y
por la desviacién del metabolismo del &cido araquidbnico
haéiaAla‘produccién de metabolitos proagregantes en lugar
de hacia la produccifn de prostaciclina. A partir de las
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plaquetas agregadas se liberarfan substancias que causarian
lesiGn andotelial, respuesta inflamatoria de la pared, mi-
gracién de células musculares lisas y formacién de la pla-
ca aterosclerfitica, segtn ha sido descrito por Ross y Harker
(1976) .

Si los razonamientos anteriores son correctos, la tera
pia substitutiva con prostaciclina podrfa aliviar los sfinto-
mas de la aterosclerosis en el hombre. De hecho se ha podi-
do comprobar la evidencia de una mejorifa clinica en algunos
casos de arteriosclerosis obliterante tratados con prosta-
ciclina o andlogos (Olsson, 1980, Szczeklik et al 1979).

1.5.3. FACTORES DE RIESGO. SU POSIBLE IMPLICACION CON LAS

PLAQUETAS .~

Los estudios epidemiolfgicos de los ﬁltiﬁos 20 6 30
afios han establecido una serie de hallazgos que comunmente
se encuentran en pacientes que tienen la enfermedad arte-
rioscler6tica. Estos hallazgos han sido denominados facto-
~res deriesgo, (Kannel et al, 1967). Los mi&s importantes
que se conocen hasta ahora son: fumar cigarrillos, facto-
res genéticos o historia familiar de enfermedad arterios-
cler6tica, hiperlipoproteinemia, hipertensién y diabetes
mellitus. Cualquiera de estos factores de riesgo incremen-
ta el grado de incidencia primario de enfermedad arterios-
clerStica (Keys, 1970, Blackburn, 1974) haciendo que la en
fermedad se manifieste a una edad m&s temprana (Fuster,
1975) y una vez se ha hecho aparente clinicamente, acele-
rando su progresisn secundaria (Moss, 1975). Vamos ahora
a intentar aclarar los posibles mecanismos por medio de los
cuales los factores de riesgo pueden contribuir al desarro-
116 de la enfermedad arteriosclerStica poniendo un especial
énfasis en su posible papel en el proceso de lesi6n endote-
- lial e interaccién de las plaquétas con la pared arterial.
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FUMAR CIGARRILLOS

b - Es’el primero, hoy dia esta ampliamente reconocido
que el fumar incrementa la reactividad plaéuetaria Y pue
de alterar la produccifén de prostaglandinas y los meca;—
nismos que pueden promover el desarrollo de la arterios-
clerosis (Mustamlet al , 1963, Brinson, 1974, Wennmalm,
1978).

Una segunda alternativa por la que ei fumar ciga-
:{illos incrementa el proceso de enfermedad arterioscle-
r6tica es por su efecto directo sobre la pared arterial.
El monb6xido de carbono produce hipoxia en los tejidos ar
teriales (Kjeldsen, 1969 a y b, Davies, 1976). La nicoti
na produce movilizacidn de catecolaminas (Koch et al,1980)
a la vez que causa lesiones en la pared arterial e incre-
menta la reactividad de las plaquetas (Rowsell et al, 1966
Haft, 1973). Una glicoproteina del tabaco (TGP) puede
producir una reaccién de hipersensibilidad que tambié&n
tiene como consecuencia lesifén endotelial (Becker et al
1976 y 1977) . Finalmente una tercera alternativa por la
cual el fumar cigarrillos puede influir sobre el proceso
arteriosclerStico serfa a través de su efecto disminui-
dor del nivel de apoprotefnas HDL (Berg et al 1979).

DISLIPOPROTEINEMIA

Numerosos trabajos demuestran que la hiperlipopro-
teinemia, y particularmente la hipercolesterolemia en
edades jo6venes, incrementa la incidencia y progresidn
de la enfermedad arteriosclerdtica (Gotto, 1979). Por
ello, la hipercolesterolemia familiar, relacionada con
un fallo en el metabolismo del colesterol a nivel de la
pared arterial, es el factor de riesgo mds cldsico y con_
vincente (Brownet al, 1976, Goldstein et al, 1977).
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Probablemente son varios los mecanismos por los
cuales una alteracién de los lipidos plasmiticos pueden
fniciar el proceso arteriosclerbtico. El primero de
ellos parece ser que la hipercolesterolemia favoreceria
el proceso de la lesiSn andotelial (Nelson et al, 1978,

" Armstrong, 1980) y tambifien la iniciacién y progresién
de la placa arteriosclerStica. Segundo, existen pruebas
de que la hiperlipoproteinemia incrementa la reactividad
plaquetaria (Carvalho et al, 1974, Shattil et al, 1977,
Harker et al, 1979) y puede alterar la produccisn de pros
taglandinas  (Stuart et al, 1980). Tercero, parece que

. estas lipoproteinas pueden promover la proliferacién de
células musculares lisas (Ross , Glomset y Harker, 1976,
Fischer-Dzoga et al, 1976). Cuarto, recientemente se ha
sugerido que los factores que alterasen el proceso de
eliminacién del colesterol podrfa favorecer su acumula-
cidn y también la progresidn de la enfermedad. Tal como
se ha mencionado anteriormente, una disminucién en el en
zima lissosmal colesterol-ester-hidrolasa (De Duve, 1974)
O una disminucidn en la concentracién de HDL (Barr et al,
1955, Castelli et al, 1977,Moore et al, 1979) son tambié&n
factores recientemente implicados como responsables en es
ta alteracidn de los mecanismos de eliminacidn.

; Es interesante observar que una dislipoproteinemia
qﬁe,cursa con una disminucidn de la concentracién plasmd
tica de HDL sin hiperlipoproteinemia asociada, suele ver
se en pacientes con una historia familiar importante de
enfermos aterosclerSticos (Pometta et al, 1979).

También se ha sugerido que una disminucidén en la
fraccién de HDL es quiz&s la anormalidad metab&lica méds
relevante de algunos de estos pacientes con amplia his-
Ebria familiar de enfermedad aterosclerbtica en los que
nélia ha detectado cualquier otro factor de riesgo mds
é&pécificd (Gagne et al, 1979). Adem&s se ha observado
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que una baja proporcidén de HDL estd asociada con un ele-
vado riesgo de aterosclerosis (Mordasini et al, 1977).
,gpvefsaqgnte, puede observarse en individuos que practi-
can un déporte regularmente una elevada concentracién de
HDL posiblemente asociada con un riesgo disminuido de
aterosclerosis, igualmente se ha observado este fenémeno
en individuos con un consumo moderado de alcohol (Wilson,
1970).

FACTORES GENETICOS

o Si se excluyen los pacientes con hiperlipoprotein-
mia familiar, existen datos de que los factores gen&ticos
estan asociados de forma muy importante con el desarrollo
de la arteriosclerosis, especialmente en edades j6venes
(8lack et al, 1966). Sin embargo, el razonamiento de que
esta tendencia familiar puede estar influenciada por la
transmisién gen&tica no estd aclarada completamente sobre
todo si se considera hasta que punto los elementos gené&-
ticos actuan en combinacibn con factores ambientales como
los nutricionales, socioeconémicbs y otros factores de

riesgo.

Una de las hip6tesis sugiere que el factor genético
contribuye a una respuesta hiperactiva por parte de la pa
red arterial frente a la lesidn endotelial; es decir, que
se podrfa inducir una proliferacifn exagerada de células
musculares lisas o fibroblastos o una excesiva produccidn
de coldgeno que se iniciase antes o despues del nacimiento.

Es compatible con esta hip&tesis el incremento de
la proliferacidn de cé&lulas musculares lisas en los en-
grosamientos de la Intima que se observan en edades j6-
venes, especialmente en poblaciones que genéticamente
‘estdn predispuestas para desarrollar placas arterioscle-
r8ticas en estas &reas localizadas ( Dock, 1946), habla
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sefialado que los nifios varones empezaban su vida con un nd-
mero casi tres veces mayor de zonas de engrosamiento de la
fntima que las nifias; este autor Propuso que estas diferen-
élas;en él grosor de la Intima era la responsable de las
diferencias en la incidencia de enfermedad coronaria arte-
riosclerStica entre hombres y mujeres. En 1974, Pesonen
cuantificé el engrosamiento de la Intima de arterias coro-
narias de nifios finlandeses de menos de un afio de edad que
habfan muerto por causas no infecciqgas., Este autor encon-
traba un incremento del grosor de la fntima en los nifios
varones per¢ ademds ha observado tambié&n qué los nifios,cuyos
gﬁdres y abuelos hablan nacido en la zona oriental de Fin-
landia, tenfan un engrosamiento de la Intima mds pronuncia-
do que los nifios cuyos padres y abuelos habfan nacido en la
zona occidental de Finlandia. Desde el punto de vista gené-
tico esto tiene un gran interé&s ya que se sabfa desde hacia
muchos afios que la incidencia de enfermedad coronaria era
mucho m&s alta en Finlandia oriental que en la parte occiden-
tal del pais.

En la experiencia clinica diaria es raro ver a un
paciente de 50 aﬁos o menos con enfermedad coronaria arterios
clerGtica que no tenga relacién con uno de los siguientes
factores de riesgo; historia familiar con varios casos de
enfermedad coronaria arterioscler&tica en edades tempranas
o h&bito de fumar cigarrillos. Es menos raro ver pacientes
mis viejos con enfermedad arteriosclerStica que no han te-
nido relacidn con los factores de riesgo mencionados; posi-
bleﬁente en estos pacientes algdn tipo de factor predispo-
nente o‘ambiental por si solo puede contribuir al desarro-
llo de la enfermedad.

A parte de la hiperlipoproteinemia, la homocisti-
nuria.es otra de las anormalidades genéticas bien definidas
quc ‘han sido relacionadas con una alta incidencia de arterios
clerosis (Mc Cully, 1969, Harker et al, 1976) creen que la en
: farmcdad vascular pudiera estar relacionada con la lesidn
endotelial producida por la homocistinemia.
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Si se tienen en cuenta otros aspectos gené&ticos de
la enfermedad, es posible considerar que las cé&lulas mus
q?;gres %1sas que proliferan tras una lesién endotelial—
provengan de una mutacién de células musculares lisas que
se teproducirian y darian lugar a una proliferaci®n mono-
clonal -y engrosamiento de la Intima. Realmente los culti-
vos de células provenientes de placas arteriosclerSticas
estdn constituidos casi siempre por cé&lulas de un solo ti
po (Benditt et al, 1973). Sin embargo, la respuesta fren-
te a una lesidn parece consistir m&s en un fenémeno hiper
pldstico que un fenfmeno de tipo neopl&sico y segfin Fialkow
(1974) debe considerarse la intervencién de varios tipos
de cé&lulas.

HIPERTENSION

Si bien la hipertensidén podrfa incrementar la inciden
cia de enfermedad aterosclerética (Welch et al, 1970, Waters
et al, 1978) también es mis conocido como un factor secunda
rio que empeora el prondSstico de los pacientes que ya tienen
una manifestacidén clinica de enfermedad aterosclerStica. No
existen demasiados estudios de los efectos de la hipertensi-
én propiamente sobre las placas arteriosclersticas.

En principio, la hipertensién y la distensién arterial
puls&til podrian conducir a la proliferacién de cé&lulas mus
culares lisas con engrosamiento de la media y lo m&s impor-
tante con un incremento del contenido de la pared arterial
en elastina, coligenc y glicosaminoglicanos (Leung et al 1976,
Report of the hypertension task force, 1979, Fischer et al
1980) todo ello contribuye al crecimiento de la placa ateros
ClerStica. En segundo lugar, no es raro pensar que un factor
clave de la hipertensifn para inducir la aterosclerosis po-
drfa ser la lesifén endotelial causada por el efecto de la
tensidn sobre la pared arterial. En realidad, lo que se pro
' pone es que en la hipertensién, un incremento en la permeabilidad
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del endotelio, favoreceria una captacién aumentada del co-
lesterol y de los constituyentes plaquetarios que son capa
ce’s de promover la proliferacién de las células musculares
lisas. En tercer lugar, Wolinsky et al (1978 a y b) han in
dicado que tanto en la rata como en los primates, la hiper
tensifén esta asgs:i;&da con un incremento en el nGmero de li-
sosomas presentes en las células musculares lisas de la
aorta; esto se asocia con una disminucidn relativa de las
actividades del colesteril estereasa-lisosomal de la eli-
minacién del colesterol de la pared arterial, esto dltimo
promoverfa las lesiones aterosclerdticas.

DIABETES MELLITUS

La aterosclerosis acelerada es la complicacién m&s
importante de la diabetes insulin-dependiente que se inicia
en edades tempranas (Paz-Guevara et al, 1975, Report of the
National Comission on Diabetes USA, 1976). Existe una hip6-
tesis que se supone que el mecanismo de la aterosclerosis
esta relacionado en parte o se afiade a alteraciones de los
lipidos plasmidticos. Por ello inicialmente se habfa sugeri-
do que los efectos vasculares de la Diabetes mellitus eran
el resultado de la dislipoproteinemia que a menudo suele
asociarse (Howart et al 1978, Sosenko et al 1980).

Wolinski et al (1978 b) han estudiado ratas insuli-
no deficientes obtenidas por inyecciones de Streptozocin o
por Alloxan. La actividad especifica del enzima colesterol-
esterhidrolasa lisosomal esta disminuido significativamente,
lo cual presumiblemente favorece la acumulacién de coleste-
rol en la pared arterial; ademfs el tratamiento con insulina
reestablece los niveles normales del Enzima.

Lehner et al (1971) han informado que la arterios-
clerosis aértica inducida por dieta con elevado contenido en
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colesterol producida en monos, se agrava de forma signi-
ficativa por la induccién de diabetes mellitus.

'y .
Una segunda hip&tesis, quizds complementaria de la
hip6tesis lipidica, es la que relaciona los mecanismos
de la enfermedad vascular de la diabetes mellitus con la
activacifén de las plaquetas. También existen datos de un
incremento de la reactividad plaquetaria en la diabetes
mellitus (Mustard et al, 1977) quiz&s un incremento en el
factor Von Willebrand (Pandolfi et al, 1974, Bensoussan
et al, 1975) en el control de la produccidn de prostaglan
dinas por las plaquetas (Colwell et al 1975, Halushka et
al 1977) podrian ser las responsables para esta activacidn
plaquetaria. Conjuntamente con este incremento en la reac-
tividad plaquetaria, se ha observado una produccibén signi-
ficativa de microtrombos en la microangiopatfa diabé&tica
(Timperly et al, 1975).



1.6. NECESIDAD DE LOS MODELOS
EXPERIMENTALES
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1.6.1. METODOS

"y El uso de modelos experimentales en la investigacién
sobre la aterosclerosis y la acumulacién de conocimientds
sobre la etiopatogenia de esta enfermedad se desenvuelven
a lo largo de lineas paralelas. Una revisidn de la litera
tura revela que la mayor parte de la informacién existen-
te sobre la que nosotros basamos nuestos conocimientos del
proceso ateroscler8tico, se debe a estudios realizados en
animales. '

* Se han utilizado numeroso métodos para reproducir le
siones similares a las humanas y las complicaciones clini
cas correspondientes, con la intencién de entender mejor
la morfogénesis de la aterosclerosis.

Estos m&todos incluyen métodos nutricionales fisicos,
quimicos e inmunolbSgicos (Tabla 4) usados solos , en combi
- naci6én simult&nea o en combinacién secuencial. Tales inves
tigaciones, han indicado que la mayor parte de factores
aterogénicos actfGan principalmente a trav&s de dos vias :

. Proliferacidn de células musculares

. Lesién endotelial

1.6.2. ANIMALES

CONEJO.~- El conejo fue el animal utilizado en los
primeros trabajos experimentales realizados por Ignatowsky
(1909) Anitschow et al (1913) y Ssolowyew (1929) y desde
entonces, ha sido uno de los m&s utilizados(Prior et al -
1961, Constantinides 1965, Vesselinovitch 1974, Wissler
et al 1974, Gresham y Howard 1962, Kritchevsky y cols.

1973,1976).
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Aunque las lesiones guardan una relativa similitud
con las obtenidas en humanos, se presentan una serie de
ihcovenientes como son: el conejo es un animal vegetaria
no, con un metabolismo del Colesterol distinto al del h;g
bre, las lesiones experimentales solo se producen bajo
condiciones de extrema lipidemia, la distribucién topogra
fica e histolSgica de las lesiones no es la misma que la
humana.

Como resumen de las observaciones reaiizadas en los
Q}versos estudios, parecen concluir gque la morfologfa de
las lesiones obtenida, y la similitud de estas lesiones
con la humana, depende mucho de los métodos utilizados
para la induccidn

CERDO.- Luginbuhl y Jones ( 1965 ) French y Jennings
(1965) fueron los primeros que sefialaron la presencia de
aterosclerosis espont&nea en algunas razas de cerdos.
Detweiler et al ( 1968 ) detectaron lesiones cerebrales
aterosclerfticas que se desarrollaban espontdneamente en
cerdos alimentados con desperdicio de la comida humana.

Los cerdos han sido utilizados por diferentes inves
tigadores (Rowsell et al 1960, Florentin et al 1968, Lee
et al 1970, Daoud et al 1976, Fuster 1979). Las ventajas
de la utilizacifén del cerdo como modelo experimental de
aterosclerosis son : Anatomfa y fisiologila similar a la
humana, facilidad para obtener lineas genéticamente pu-
ras, mayor tamafio que permite mediciones mis faciles (di
ficiles en especies pequefias). Como inconvenientes hay
que citar que desgraciadamente el cerdo es un animal ca-
ro y diffcil de manejar. Otra desventaja es la necesidad
de producir alteraciones importantes del metabolismo de
los lipidos y en ocasiones hay que afiadir la lesidn qel
endotelio para obtener la enfermedad experimentalmente.
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PRIMATES.- Su proximidad filogen&tica y su gran simi-
litud antropomdrfica, hacen de los primates (no humanos)
lds animales mds adecuados para el estudio de 1la enferme-
dad humana.

Las ventajas de estos animales son evidentes ya que:
es f4cil encontrar especies de monos omnivoros. El meta-
bolismo, estructura anatdmica, fisiologfa cardio pulmonar,
histogénesis y topografia de las lesiones aterosclerdti-
cas, guardan una estrecha relacidn con el modelo humano,
Finlayson y Simons (1963) describen estrias grasas espon-
téheas en un 44% de primates cautivos. Las repercusiones
clinicas de la enfermedad desarrollada experimentalmente
son a su vez muy similares a las humanas.

Algunas especies de monos desarrollan facilmente le-
siones y niveles lipidicos elevados que, dad la facilidad
operativa, pueden ser controlados o modificados por proce
dimientos mé&dicos o quirdrgicos.

En afios recientes, se ha dado gran é&nfasis a la iden
tificacién y estandarizacién de los primates no humanos
como modelos para el estudio de la aterosclerosis(Kottke,
Subbiah, 1978). De estos estudios los m&s interesantes pa
recen ser los ( Vesselinovitch y Wissler, 1966 a,b,1979) rea-
lizados en monos rhesus (Macaca mulata) en los que se han
conseguido lesiones similares a las humanas empleando die
tas ¢on diferentes contenidos lipidicos durante perifiodos
variables de tiempo. Stary (1976) ha estudiado a su vez,
la localizacidn precisa de las lesiones coronarias en
este tipo de monos.

Adem&s de monos rhesus, se han empleado‘otras especies
de primates con buenos resultados, asi Wagner y Clarkson
(1975) en un estudioc comparativo en otras especies han en-
contrado que los monos.de cola corta (Macaca arctoides)
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desarrollan lesiones con una mayor proporcién de tejido
conectivo y lipidos que los monos rhesus al mismo tiem-
Po que presentan lesiones importantes a nivel de corona
rias, con estrechamiento de hasta un 75% de la luz art;
rial. El mono verdoso africano (Cerapithecus aethiops)
parece ser mAs adecuado para estudios quirGrgicos, ya
que desarrolla lesiones focales del tipo placa ateros-
clerStica. El mono ardilla (Saimuir sciureus) presenta
una respuesta muy variable frente a dietas aterfgenas,
pero sus especiales: caracteristicas le hacen adecuado
para estudiar las influencias de las variaciones gené-
ticas.

En resumen puede decirse que, pese a su proximidad
‘taxondmica con la especie humana, la gran variabilidad
de las lesiones y la imprecisién en su localizacién, 1li
mitan en parte el uso de primates en estudios de etiopa
togenia, quedando mds indicados como modelos para el es
tudio de regresidn o complicaciones de la enfermedad.

‘RATA.- Se habla descrito que la aterosclerosis no

. Se presentaba de forma espont&nea en la rata, ni se la
podfa inducir experimentalmente. En 1956 Fillios et al
describe la produccién de lesiones aterosclerSticas en
v8lvulas cardfacas y en la porcién inicial de la Aorta,
con una dieta rica en Colesterol, adicionada con Tioura
cilo y Acido C6lico, en perfodos de tiempo comprendidos
entre treinta dias y un afio. Sin embargo, no se observa
ban las complicaciones tipicas de infarto y otras secuelas.
En contraste, Thomas et al (1959) usando una dieta similar
a la que se afiadfa. mantequilla, consigue la produccién de
infarto de miocardio e infarto renal pero sin lesién vas-
cular aterosclerdtica. Gresham et al (1960) estudia una
serie de dietas sobre las bases anteriores, llegando a la
conclusidén de que si al Colesterol se le aflade la mante-
quilla se producen infartos, pero si’la mantequilla se
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sustituye por aceite de cacahuete, desaparecen los in-
fartos y en cambio surgen lesiones tipicas sudanoffli-
chs en cayado aértico.

Otra serie de autores; Sos et al (1960), Gillman et
al (1960) Altman (1972) y Aubert (1974) utilizan la vita
mina D2 como inductor de la arteriosclerosis consiguien-
do diferentes grados de necrosis mioc&rdica con calcifi-
cacidén y fibrosis de la aorta. El principal inconveniente
de estos mé&todos es el alto Indice de mortalidad y las le
~siones fibrosas poco caracteristicas.

' Por otra parte, la rata ha sido considerada como el
primer modelo animal a utilizar en el "screening"” de far
macos que puedan prevenir o combatir la aterosclerosis
(Day et al 1979).

El hecho de que se haya observado aterosclerosis es-
ponté&nea en ratas reproductoras (Wexler 1964) y mis re-
cientemente incluso en machos viejos no reproductores
(Wexlexr 1979) hace que la rata vuelva a ser considerada
un animal de utilidad como modelo experimental de ate-
rosclerosis, ya que pese a sus incovenientes presenta
unas innegables ventajas en cuanto a tamafio, manejabili-
dad, precio y expresidn estadistica de resultados.

OTROS ANIMALES DE INTERES

AVES.- Las aves muestran a menudo lesiones arterios
clerbticas importantes y en algunas especies, como en ga
llina, se presentan lesiones avanzadas similares a las
humanas. El pollo ha sido utilizado en los estudios de
Katz et al en 1953 y 1961, Weiss (1959) Simpson (1961)

~Bn la paloma tambi&n se han realizado estudios in-
 teresantes en cuanto a enfermedad esponténea y relacidnm
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con la dieta (Gresham et al 1963',Aclarkson et al 1967).

* La codorniz japonesa también esti siendo empleada
~como modelo de aterosclerosis experimental con muy bue-
nos resultados (Day 1977, 1979).

En general, puede decirse que aunque las aves pre
senten la ventaja de su disponibilidad y facilidad de
'manejo, las diferencias con el tipo de alimentacién hu-
mana, crean un factor limitante para su empleo masivo.

OTROS MAMIFEROS.- El perro y el gato han resulta-
do ser bastante resistentes a la aterosclerosis, y han
requerido, para que se produzca la lesidn, la supresidn
de la actividad tiroidea y la adicidn de &cido C6lico,
adem&s de Colesterol en sus dietas.

Malmros y Sternby ( 1968 ) han inducido lesiones
en perros eutiroideos con una dieta semisintética, con
teniendo Colesterol y aceite de coco. Mahley et al
(1974) han producido una alteracidn metabdlica en pe-
rros muy similar a la hiperlipoproteinemia tipo III en
el hombre.

1.6.3.ELECCION TEORICA DE UN MODELO

, Desde los primeros trabajos llevados a cabo en co
.nejos, se han utilizado numerosos animales, incluyendo
pollos, perros, ratas, palomas, codornices, cerdos y no
..menos de 18 especies de primates. No todas las especies
,corrieﬁtemente empleadas en la investigacifn de la ate-
. rosclerosis, han sido plenamente caracterizadas, de he-
cho existen modelos que permiten escoger el animal més
adequado para cada problema. En la seleccién de modelos,
. gon varias las consideraciones que deben jugar un papel
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importante, entre ellas: Disponibilidad, Utilidad y

? Adaptatividad Estas consideraciones est&n a su vez in-
f;uencﬁadas por: tamafio de la poblacidn, facilidad de
manipulacidn, coste del transporte, tamafio del animal,
similitud con el hombre, adaptibilidad con el entorno
y la nutricién. Estos mismos o parecidos aspectos han
sido revisados por Virag (1980) que resume en forma
de tabla (tabla nQ 5) sus impresiones sobre los mode-
los experimentales.

Idealmente el investigador deberfia estar completa-
mente familiarizado con el modelo experimental seleccio
nado, a fin de mejorar el rendimiento de los estudios.
Otra condicién exigible, serfia que la induccién de las
lesiones fuera similar a las humanas (né solo en el as-
pecto morfol&gico al final, sino también en las histo-
génesis) en el modelo escogido. Sobre esta condicién el
propio Virag (1980) ha revisado las caracteriéticas moxr
fol6gicas de las lesiones espontd&neas o provocadas en
diferentes especies. El resumen se expone en la tabla ne6.

La Gnica salvedad a esta tabla, es que debe tenerse
en cuenta que la lesiSn esponti&nea en la rata parece que
también puede existir, .segln se ha citado anteriormente
(Wexler 1964 y 1979) lo que incrementa el interé&s por es
te animal como modelo experimental. De todas formas, el
hecho de que un animal padezca espontdnemente la enferme
dad, puéde resultar contradictorio, ya que si bien es de
seable que pueda padecerla, lo que le hace similar al hom
bre, no es menos cierto que esto hace inmediatamente pen-
sar en que la enfermedad esponti&nea puede actuar como
"ruido de fondo" que puede encubrir o falsear las observa

ciones.

El modelo experimental ademds deberia permitirnos el
inducir respuestas consistentemente reproducibles para
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permitir la comparacién de los datos obtenidos en otros
- experimentos usando té&cnicas similares. Esto a su vez
'} permitirfa la oportunidad de investigar varios factores
que podrfan afectar a procesos relacionados, ofreciendo
a los‘investigadores una oportunidad para explorar mejor
los mecanismos implicados.



2. EXPERIMENTAL



2.1. PROGRAMA DEL TRABAJO
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2.1. PROGRAMA DEL TRABAJO EXPERIMENTAL

122

Desarrollo y caracterizacién del modelo
experimental.

‘) :

Estudio en diferentes fases de la produccién
de la lesidn arteriosclerStica de los siguien
tes aspectos:

- Funcionalismo plaquetario

- Produccifén de prostaciclina (PGIz) por la
pared arterial. '

- Morfologia del endotelio adrtico y participa
*cién de los elementos formes.

Desarrollo del programa:

A -

En la primera parte del trabajo experimental se resumen los
resultados obtenidos hasta alcanzar un modelo experimental
vdlido, que es el que se expone en la pg. 133 de esta tesis.

La segunda parte del trabajo experimental, que representa
propiamente el ndcleo central de esta tesis, se ha realizado
sobre el modelo experimental ya definido en la primera parte.
Para el estudio de la evolucién de los parimetros previamen-
te establecidos, se han elegido los siguientes tiempos:

CUATRO HORAS. Cuatro horas después de la primera administra-
cién de vitamina D,.

VEINTICUATRO HORAS. Veinticuatro horas después de la primera
administracién de vitamina D2 e inmediatamente
antes de la segunda.

TRES DIAS. - Veinticuatro horas despu&s de la tercera admi-
nistracién de vitamina D2 (72 horas desde el

inicio).

CINCO DIAS. - Iniciada ya la fase hiperlipfdica (120 horas
desde el inicio).

DIEZ DIAS . - En pleno tratamiento hiperlipfdico. (240 horas
' desde el inicio).

QUINCE DIAS.- Al final del tratamiento (360 horas desde el
inicio).
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2.2.1. MATERIAL

ANIMALES

. Ratas Sprague-Dawley, colonia autSctona, hembras
de 230 1 11 g.

APARATOS

.‘Agitador magnético Janke-Kunkel K.G., mod. Ika
Combimag. -

. Agregdémetro de Born, con registro gr&fico Bausch
y Lomb.

. Balanzas de precisién Sartorius, Mettler mod. 10
TM y Mettler mod. P 1200. ‘

. Bafios Marfa F.G.: Bode y Co. y Kotterman.

. C&mara de deshidratacién por punto critico E3000
Polaron. ' '

. Centrifugas Janetzky mod. K 24, Janetzky mod. T 32,
Janetzky mod. T 23 y Eppendorf mod. 3200.

. Computadora Compucorp mod. 445/11 Estadistico.
. Congelador -702 C V6stch Frommern/Wirtt.

. Cronfmetros. |

. Diodo de "sputtering" E5000 Polaron.

. Estufas Memmert y Investers.

+ Frigorificos.

. Microscopios de laboratorio Ortolux.Leitz Wetzlar

y Jena.
. Microscopio estereoscSpico para diseccidn Oiimpus.
. Microscopio electrénico de "scanning" Stereoscan

S-4 Cambridge Inst. Co. Ltd. y Stereoscan 180
Cambridge Inst. Co. Ltd.
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. Microtomo de congelacién Pel Cool. M.S.E.

. Microtomo de parafina tipo Minot. Reichert.
.ﬂProceSador automdtico de tejidos. Shandon-Ellidt.
. TermSmetro de precisién.

. Termostatos Braun Melsungen mod. AG.

MATERIAL DE LABORATORIO

a) DE VIDRIO :

. C&mara de contaje de Thoma.
. Erlenmeyers de varios voltimenes.

. Matraces y vasos de precipitados de varios
voldmenes.

. Pilpetas.

.. Pipetas Pasteur.

. Placas de Petri.

. Portaobjetos y Cubreobjetos.

. Probetas de varios volGmenes.

. Tubos capilares.

. Tubos de centrifuga siliconados.

. Tubos de ensayo.
b) DE PLASTICO :

. Jeringas de varios tamafios.
. Placas de Petri.
.  Tubos de varios tamafios.

. Tubos de polietileno de varios colores.
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. Puntas desechables para pipetas automiticas.
c) VARIOS:

. Agujas hipodérmicas.

. Pipetas Eppendorf para voldmenes comprendidos
entre 5 y 1000 ml.

. Sondas para rata.

MATERIAL QUIRURGICO

. Bisturi con hojas intercambiables.
. Pinzas nbrmales con y sin diente.
. Pinzas para Oftalmologia.

. Tijeras normales y para Oftalmologia.

REACTIVOS

. Acetato de amilo.

. Acetato s6dico Merck

. Acetona.

. Acido acético glacial.

. Acido clorhidrico Merck.

. Acido c6lico.

. Acido pery&dico.

. ADP Merck.

. Alébhol’absoluto Merck.

. Aiumbre‘aluminico potdsico.

. Azul Alcian Merck.
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Azul Evans Merck.
Amobarbital.
aBisulfito s6dico.
Carbonato de Litio.
Clorhidrato de Procaina Merck.
Cloruro s8dico Merck.
Colageno Stago segfin Caen y Legrand.
Colesterol.
Dietilbarbiturato s&dico.
Eosina Panreac.

Eosina azulada Merck.
Formaldehido Merck.
Fosfato s8dico monobédsico.
Fucsina b&sica Merck.
Glucosa. .
Glutaraldehido)Merck.
Hematoxilina Merck.
Heparina.

Hidrato de cloral.
Hidrdxido aménico.
Hidréxido sédico.

Iodato s&6dico Merck.
Nittato de plata Merck.
Parafina Mérck.

Rojo de Alizarina.

Sudan III Merck.
‘Sudan IV Glrr. |

Tetréxido de Osmio Merck.
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. Tiouracilo.

. Trishidroximetilaminometano.
. Verde Azul.

. Vitamina Dz Merck.

. Xilol.

L
SOLUCIONES HISTOLOGIA / MORFOLOGIA

BANO DE ACIDO SULFUROSO

. Metabisulfito s&dico 10 %
. Acido Clorhidrico 1 N

. Agua destilada

Prep&rase antes del uso.

ACIDO PERYODICO
. Acido perydédico
. Agua destilada c.s.p.

AZUL ALCIAN

. Acido acé&tico glacial
. Agua destilada

. Azul Alcian

AZUL DE EVANS
. Azul de Evans
. Soluéidn fisi6logica

CARBONATO DE PLATA
. Sol. sat. de Carbonato de Litio
. Sol, sat. de Nitrato de Plata 10 %

Al mezclar ambas soluciones aparece un
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100 ml.

500 mg.
100 ml.

3 ml.
97 ml.

100 mg.
5 ml.

10 ml.
10 ml.

precipitato

blanco amarillento que debe decantarse y lavarse

varias veces.

Se disuelve el precipitado con unas gotas de hidré
xido aménico y se afiaden 50 ml. de Agua destilada.



EOSINA

. Eosina azulada Merck
. Eosina "Panreac"

. Alcohol 96Q c.s.p.

FORMOL SALINO
. Formaldehido 37=40 % (neutro)
. Solucién fisiolbgica

GLUTARALDEHIDO _
. Gutaraldehido 25 %
. Solucién fisiol8gica

GLUTARALDEHIDO=FORMALDEHIDO
. Formaldehido 37 % Merck

. Glutaraldehido 25 8 Merck
. Tampén fosfato de Millonig
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10
90

12
88

11
4
88

g.

L.

ml.
ml.

ml.
ml.

ml.
ml.
ml.

Este fijador debe prepararse inmediatamente antes

del uso.

HEMATOXILINA DE MAYER

. Hematoxilina 10 % en Alcohol
. Iodato s&dico

. Alumbre alumfnico pot&sico

. Hidrato de cloral

. Acido citrico

. Agua destilada c.s.p.

HERXEIMER

. Sudan III

. Sudan IV

. Alcohol 709
. Acetona

10
0,2
50
50

0,5
0,5
50
50

ml.
gr.
gr.
gr.

gr.
L.

gr.
gr.
ml.
ml.
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ROJO DE ALIZARINA
.,Rojo de Alizarina 100 mg.
. Agua destilada c.s.p. 100 ml.

REACTIVO DE SCHIFF

. Fucsina bdsica 1 gr.
. Agua destilada 200 ml.
. Ac. clorhidrico 1 N ; 20 ml.
. Bisulfito s&dico anhidro ' 1 gr.

Hiérvase 200 ml. de Agua destilada, agré&guese la
Fucsina y agitese. D&jese enfriar hasta 502 C y
ffltrese. Agréguese el H Cl 1 N y déjese enfriar
hasta 259 C ; an&dase el bisulfito. Manté&ngase en
la oscuridad. El liquido tarda unos dias en volver
se amarillo o color paja, lo que indica que esté&
listo para su uso. Agréguese una pequefla cantidad
de Carbf6n Activado. Agitese hasta la desaparicién
del color y filtrese. :

TETROXIDO DE OSMIO

. Tetr6xido de Osmio 0,1 gr.
. Tamp6n fosfato de Millonig c.s.p. 10 ml.
VERDE LUZ

. Verde luz S.F. 100 mg.
. Agua destilada c.s.p. , 100 ml.

SOLUCIONES TAMPON

TAMPON FOSFATO DE MILLONIG
a)Fosfato s6dico monobdsico monohidrato 2,26 %

c)Glucosa al 5,4 3
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d) Solucidn a 41,5 ml.
Solucién b 8,5 ml.
" Ajustar pH 7,3
Solucidén final del tampén
Solucién ¢ 5,- ml.
Solucién 4 : 45,- ml.

TAMPON MICHAELIS (VERONAL ACETATO)

. Solucién HC1 0,1 N

. Solucién Veronal Acetato:
Acetato s&dico CH.; CO0 Na : 3 H,0 19,4 gr.
Dietil barbiturato sédico 29,4 gr.
Agua destilada hasta 1 litro

. Solucién tampdén final:

Solucién HClL 0,1 N 5,- ml.
Solucién Veronal acetato 5,- ml.
Agua destilada 15,- ml.

Ajustar pH 7,3

TAMPON TRIS 0,05 M
. Tris (hidroximetil) aminometano 24,2/ litro. Sol A.
. Acido clorhidrico 0,1 N 8,5 g/ litro. Sol B.

25 ml. sol. A + 45 ml. sol. B y llevar a 1 litro

PH 7,3.

TAMPON TRIS SALINO

. Cloruro sédico ' 2,605 gr.
. Tris (hidroximetil) aminometano 3,6342 gr.
. Agua destilada c.s.p. 1,- 1.

Ajustar a pH 7,5 con HC1 1 N.

OTRAS SOLUCIONES

LIQUIDO DE RECUENTO DE PLAQUETAS
. Clorhidrato de procaina 2,43 gr.
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. Cloruro s&dico | 0,20 gr.
. Agua destilada 0,20 gr.
~PFiltrar

Este liquido se conserva en nevera durante 10 dias.
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2.2.2. METODOS

'} METODO' DE PRODUCCION DE ARTERIOSCLEROSIS

METODO DESARROLLADO POR VILLAVERDE Y COLS.

Se utilizan ratas hembras Sprague-~Dawley, que se
someten durante 15 dfas a un tratamiento aterogénico que
consta de dos fases, la primera o hipervitaminica D, con
la siguiente composicién :

" Vit. D, 320.000 UI
Colesterol 40 mg.
Aceite de Oliva 1,5 ml.

que se administra mediante sonda a razén de 1,5 ml/Kg/dfa
durante los tres primeros dfas en los cuales afin se man~-
tiene la alimentacién con pienso normal y agua "ad libitum".

La segunda fase consta de una dieta hiperlipidica
que sustituye al pienso normal, la composicién es la
siguiente :

Colesterol 50 gr.
Tiouracilo : 3 gr.
Acido cé6lico 20 gr.
Mantequilla 400 gr.
Pienso Standard * 500 gr.

*#(Nutroton I.N.A.P.E.S.A.)

Esta dieta se mantiene durante 12 dias, tras los
cuales se sacrifican los animales.

El desarrollo del mé&todo y caracterizacidn mor-
fol8gica y bioqufmica de las lesiones, aparece descrita
en el apartado : 2.3. (Resultados)
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METODOS DE ESTUDIO DE LA FUNCION PLAQUETARIA

RECUENTO DE PLAQUETAS

Procedimiento: Contaje de plaquétas en cémara
de Thoma,

Se toman 10 pl. de la muestra (sangre o PRP) Y
se afltaden a 990 pl. del liquido de recuento. Con esta
solucién se liena el retifculo de la c&mara. Esta se co
loca en una cdmara htmeda Y se deja reposar durante 10
minutos en posicién horizontal para que sedimenten las
plaquetas.

Transcurrido ese tiempo se lleva al microscopio
Y se cuentan las plaquetas de la fila superior e infe-
rior del retfculo. ‘

C&lculo:

La cifra obtenida se multiplica por 10.000 que
es la resultante de relacionar el factor de dilucién,
la superficie total del retfculo y el volGmen.

El resultado se expresa en plaquetas / mm3.

Si se hubiera empleado Heparina o Citrato al
10 % se deberd tener en cuenta para efectuar la opor
tuna correccién.

METODO DE BORN PARA LA MEDIDA DE LA AGREGACION
PLAQUETARIA

~ El método de Born (1962) es un test fotomé&trico
basado en la medida de los cambios de transmisién de la
luz que ocurren durante el proceso de la agregacién.
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El agregOmetro consiste en un sistema analizador
de luz, un termostato y un agitador magnético.
r’ .
Las condiciones de trabajo se han establecido en
una temperatura de 372 C y una velocidad de agitacidn de
700 r.p.m.

El agregSmetro va conectado a su vez a un siste-
ma de registro que proporciona resultados gradficos del
proceso, la velocidad del papel es de 2,5 cm/minuto. Des

., de un punto de vista prdctico los pasos a seguir son los
siguientes:

. Se establece la lfinea de base colocando en el
tubo del agregSmetro 0,4 ml. de PRP.

. Se ajusta el PRP a 550.000 plaquetas mm3 con
PRP.

. Se colocan 0,4 ml de PRP ajustado en el tubo
del agregémetro.

. Se aflade el agente agregante a estudiar en un
voldmen fijo que se determina en cada caso.

Tras la adicién del agente agregante se inicia
el fenSmeno de la agregacién produciendose cambios foto-
métricos que se registran en forma de grifica continua.
( ver figura 13).

C&lculo :

Se realiza sobre la gréfica. El1 parimetro de
mayor interés :

. Agregacidén m&xima (A.M.). Expresa en 3% la
altura alcanzada respecto a la linea de base

( figura 13).
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} Otros pardmetros que se tienen en cuenta con
)y algunos agentes agregantes son :

. Velocidad de agregacién que expresa la agre
gacidn en % obtenida en el primer minuto.

. Tiempo de latencia que expresa el tiempo
transcurrido entre la introducci6én del agen
. te agregante y el inicio de la agregacién.

— Lineade base _ _ _ _

[

Fig. 13. Representacidén esquem&tica de una gr&fica de
agregacifn plaquetaria y de los principales

parémetros utilizados en los cdlculos.
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METODO PREPARACION DE LOS AGENTES AGREGANTES .

R

ADP

‘ Se prepara una solucién madre de ADP a una con
centracién de 30 pM en Tampén de Michaelis pH 7,3. Es
ta solucidn se fracciona en alfcuotas de 250 nl que
se conservan congeladas a -609 C.

Momentos antes de llevar a cabo las agregaciones,
a partir de la solucidén madre se preparan las oportunas
soluciones en el mismo tampén de forma que afadiendo 10
ul de solucién final se consigan concentraciones de 0,93
0,46 y 0,23 nM de ADP en el PRP.

Estas soluciones agregantes se conservan en bafio
de hielo.

Coldageno :

Se prepara una solucién madre, reconstituyendo un
vial liofilizado (STAGO) con 5 ml. de agua destilada;
esta solucidn se conserva a 42 C. Poco antes de efectuar
las agregaciones se prepara la solucién final de la si-
guiente forma:

Se afiaden 100 ul de la solucidn madre a 900 pl de
tampén TRIS 0,05 M ( STAGO ) atemperado a 3392 C, se in-
cuba a esta temperatura durante 3 minutos, pasados los
cuales se pone en bafio de hielo. Se utilizan 100 pl de
esta soluc;Gh para cada agregacidn, quedando una concen-
tracifn.de 50 ng en el PRP.
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METODO DE ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE PGI

2

"} ENSAYO BIOLOGICO PARA LA DETERMINACION DE ACTIVIDAD PGI2

Se ha adaptado la técnica a la rata siguiendo las
recomendaciones de los trabajos de Hornstra et al (1978)
y T'sao (1979).

Procedimiento:

. . ‘E1 animal anestesiado 20' antes es desangrado via
cardtida.

. Se expone la cavidad toricica y se extrae el con-
junto timo, corazén, pulmén con la mayor celeridad
procurando cortar un fragmento de aorta toracica.
Este conjunto se introduce en tampén TRIS 0,06 M

- pH 7,5 que se tiene previamente a 42 C.

. Se procede al aislamiento y diseccién del fragmen-
to de arco adrtico. El fragmento de unos 6-8 mm.
deberd comprender la-salida de la arteria innomina
da, carStida comtn y subclavia izquierda. Se pro-
curard realizar estos pasos en el menor tiempo po-
‘sible siguiendo un orden cronoldgico de tal forma
que el tiempo empleado sea siempre muy parecido.

. E1 fragmento de arco a&tico se introduce en 0,4 ml.
de tampén TRIS 0,06 M pH 7,5 a 232 c.

-« De esta preparacifn se toman muestras de 10 ul a
los 3, 10 y 30' de incubacién. Estas muestras se
‘ aﬁadén respectivamente a 0,4 ml. de PRP que se en-
f cuentra en el agregémetro en las condiciones pre-
‘£ijadas (550.000 plag:/mmy, 700 r,p.m. 372 C) se
esperan 10 segundos y se afiade el agente agregante
en nuestro caso, ADP a la concentracidén 0,93 uM.
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. Se valora la actividad inhibidora del incubado
sobre la respuesta control inducida por el ADP.

. Finalizada la prueba se pesa el fragmento ensa
yado.

NOTA : Se ha elegido la zona del arco acitico para
el estudio de produccién de PGI2 like dado que esta es
la zona de la aorta que se lesiona de forma mi&s temprana
Yy constante y permite a su vez un f&cil acceso para su
. estudio con M.E.S.

Cdlculo :

La produccién de prostaciclin "like" se calcula
en funcidén del % de inhibicién de la agregacién en la
respuesta obtenida con una concentracidén conocida y
constante de ADP. Esta concentracién se introduce sis
temiticamente durante las determinaciones utilizindose
como testigo. En nuestras condiciones la concentracién
0'93 .M afiadida a 0,4 de PRP + 10 nl de tamp&n TRIS
(0,06 M pH 7,5) produce una agregacién m&xima de 71,1 %
(valor medio de 30 determinaciones). Se deshecharon los
valores obtenidos en ensayos en los que el anillo de ar
co adrtico no alcanzé un peso comprendido entre 40 y 60

mg.

OBTENCION DE LA CURVA DE CALIBRACION CON PGI2

Se ha valorado la potencia inhibidora de la agre-
gacién de soluciones de PGIZ. Dado que la PGI, natural
no es estable, se ha utilizado un andlogo sintético de
la prostaciclina ZK 36 374 cedido por los laboratorios
‘Schering que tiene la ventaja de su gran estabilidad
(Schror 1981). | o
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. A partir de los viales suministrados por la
firma citada cuya concentracién es de 1,35 x
103 nmoles/ml. se ha preparado una solucién
madre en tampdn TRIS 0,06 M pH 10 a una con-

centracién de 16 nmoles/ml.

. Inmediatamente antes del uso se han preparado
una serie de soluciones fijas en tamp6n TRIS
0,060 M pH 7,5 , 239 C de tal forma que en
10 pl existieran 4 x 107> , 8'x 107> , 12 x 10~
y 16 x 10~

nmoles respectivamente.

3

. Se afiaden 10 nl de estas soluciones a 0,4 ml.
de PRP que se encuentran en el agregSmetro en
las condiciones prefijadas (550.000 plaq/mm3 ’
700 r.p.m., 372 C) se espeeran 10 segundos y
se afiade el ADP a la concentracién de 0,93 uM.
Las concentraciones finales de ZK 36 374 son
10 , 20 , 30 y 40 nM respectivamente.

. Se valora la actividad inhibidora del incubado
sobre la respuesta control inducida por el ADP.

Cdlculo :
Debe tenerse en cuenta que el ZK 36 374 en la

rata posee una actividad 3,55 veces menor que la PGI2 na-
tural segdn datos del propio laboratorio.
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METODOS DE ESTUDIO MORFOLOGICO,HISTOLOGICO/HISTQQQ;MICO

o S
ESTUDIO DE LA PERMEABILIDAD VASCULAR

Segdn la técnica sugerida por Clopath ( 1979 ):
Técnica :

. Dos horas antes de la autopsia, los animales
fueron inyectados i.v. con 20 mg/Kg de AzGl de
" Evans.

. Se sacrifican los animales por inyeccién de 20 ml.
de aire.

. Se extrae la arteria cuidadosamente se limpia de
grasa y tejido conectivo. '

. La aorta abierta longitudinalmente y lavada con
agua destilada se pesa y fotografia.

En caso de interesar cuantificar la cantidad de
colorante, se corta la aorta en segmentos. El colorante se
extrae con ‘formamida a 802 C durante dos horas, leyé&ndose
el resultado el espectofotSmetro a 623 nm.

METODOS DE FIJACION :

Técnica para el estudio general de vasos y Srganos.

. Se procede a la anestesia del animal mediante

R :inyeecién intraperitoneal de una solucifn de

| amobarbital s&8dico a una concentracién de o,5.
ml. por 100 gr. de rata.
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. Se canula la arteria car6tida, se extrae la
totalidad de la sangre y se procede a una la-
vado del arbol arterial mediante solucién fi-
siolbgica.

. Inmediatamente se perfunde glutaraldehido al 3%
para realizar una fijacién previa. Esta fijacién
mantenida durante unos 20 minutos permite conser
var mejor el endotelio vascular.

. Se procede a la extraccién de la aorta y de los
diferentes 6rganos que pasan a una solucidn. de
formol al 10%.

A partir de estos O8rganos se procede al estudio
histoldégico realizando cortes por congelacién o incluyen
do en parafina dependiendo de la finalidad de la té&cnica.
Las aortas son abiertas longitudinalmente y sometidas a la
coloracién Herxeimer lo que permite evaluar macroscSpica-
mente el componente lipifdico.

A partir de estas aortas se realizan también es-
tudios histolSgicos sea mediante cortes por congelacién o
por impregnacidén y cortes en parafina.

Técnicas para el estudio mediante MES

En estos casos la fijacién se realiza por un pro-
cedimiento similar, con ligeras modificaciones.

Para la fijacifén previa se emplea la solucidn
de Formaldehido/Glutaraldehido. Las soluciones se preparan
en tampones generalmente a un pH 7,3 teniendo en cuenta
que la osmoticidad debe ser similar al tejido que se va a
fijar.
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La fijacidn previa se realiza a una presidn cons-
(tante para mantener al miximo la morfologia original
(Stachelberger et al 1977).

Para ello previamente a la perfusién del liquido
fijador se determina la presidn arterial del animal per-
fundiendo a una presién intermedia entre la m&xima Yy la
minima ( generalmente 80-90 mm de Hg).

Se realiza una postfijacién con tetréxido de osmio
‘que preserva mejor las estructuras lipoideas a la vez que
aumenta la conductividad de la muestra, favoreciendo la
observacién con el MES.

INCLUSION EN PARAFINA
Procedimientb rdpido para procesadores autom&ticos

. Lavado durante la noche
. Alcohol de 50

. Alcohol de 70

. Alcohol de 90

. Alcohol de 96

. Alcohol absoluto

. Alcohol absoluto

-

.

[ S TR NG T N N P §
o BN o N - - A - A - 5

-

. Alcohol absoluto/Xilol 30 min.

. Xilol - 30 min.

. Xilol 1 h.

. Parafina I ( 572 C ) 1 h. 30 min.
. Parafina II ( 572 C ) 1 h. 30 min.
. Parafina III ( 572 C ) 1 h. 30 min.

. inclusién definitiva en parafina 559 C p.f.
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TINCION DE HERXEIMER
T&cnica :

. E1 corte obtenido por congelacién a partir de una
pieza fijada en formalina, se sumerge por un mo-
mento en alcohol de 709 C.

. D&jese en el colorante de grasas durante 5 min.

. Enjuaguese en alcohol de 702 C sumergiendose el
corte repetidas veces, hasta que no desprenda m4s
colorante.

. Livese en agua. En este paso si se trata de un
corte, flotard en agua, momento que se aprovechari
para recogerlo c¢on un porta sumergido en el li-

quido.

. Puede contrastarse la coloracién tifiiendo duran-
te 10' con Hematoxilina de Mayer.

. LOos cortes se montan en medios acuosos.

Resultados :

Las grasas se tifien de color rojo. Si se ha con-
trastado con Hematoxilina, los n@cleos aparecen en un
tono azdl.

TINCION HEMATOXILINA-EOSINA

Té&cnica :

. Hidratense los cortes de parafina

. Hematoxilina 10-15 min.
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- Agua con carbonato de Litio hasta color azdl.
‘. L&vese en agua destilada.
. Eosina 2 min.
. Deshidrdtese, acl&rese y méntese.
Resultados :

Los ndcleos y zonas calcificadas aparecen de

A

color azdl, el citoplasma y fibras eldsticas en color rojo
amarillento.
IMPREGNACION ARGENTICA DE LA RETICULINA

Té&cnica:

. Fijacitn de los 6rganos en Formol al 10 %, cortes
por congelacidn de 15 um.

. Los cortes se recogen en permanganato pot&sico
al 0,5 %.

. Lavado en agua destilada.

. Decoloracién en &cido ox&lico al 5 %.

. Lavado en agua amoniacal hasta flexibilidad.

. Lavado.

. P&sense. los cortes a una plaéa de Petri que con-

tenga solucién de nitrato de plata al 3 % con unas
gotas de Piridina, cdbrase la placa y pSngase en
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platina caliente graduada a 70 2 C.

. Cuando los cortes hayan tomado un color amarillen
to, lavese en agua destilada.

. Imprégnese los cortes con carbonato de plata en
solucién, contenida en una placa de Petri. Cold
quese la placa en una platina caliente graduada
a 702 C, agreguese 5 gotas de Piridina'y cdbrase.
Imprégnese hasta color tabaco oscuro, aproximada-
mente entre 10 y 12 min.

. Lavado en agua destilada.

. Lavado en agua con dos gotas de Piridina por cada
20 ml.

. Reduccidn en Formol al 10 %.
. Deshid;atese, aclédrese y mdntesé.
Resultados :
Las fibrillas de reticulina aparecen en color ne-
gro y las fibras eldsticas en marrén.
REACCION DE PAS
Técnica :
. Tr&tese el corte hasta hidratacién completa.
. Col6quese 5' en solucidn de &cido peryédico o,5 %.

. Lavese en agua del grifo y luego'en agua destilada.
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. Coldquese en el reactivo de Schiff 15'. En
caso de tratarse de cortes por congelacién,
! ; bastarsn 10 min.

. ColbSquese 2' en cada bafio H, SO3 hasta tres
veces consecutivas.

. Pdsese ripidamente por agua caliente.

. Deshidratese en los alcoholes, acl&irese Yy
méntese.

-~

Resultados :
Las substancias PAS positivas aparecen en color

rosa.
AZUL ALCIAN - SCHIFF

"Té&cnica :

. POngase el corte en agua.

Tiflase en Azdl Alcian durante 30°'.

»

. Livese en agua corriente 2' y enjudguese en
agua destilada.

. Pasese al reactivo de Schiff durante 10°'.

.,Livese en 3 cambios de &cido sulfuroso, cada
uno de 2' de duracién.

. L&vese en agua corriente 5'., Deshidr&tese,
aclidrese y méntese.

Resultados :
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Los mucopolisacdridos &cidos aparecen en color
ézﬁl, los b&sicos y neutros en rosa.

"y )
TINCION ROJO DE ALIZARINA
Técnica :

. Hidr&tense los cortes en parafina.

. P4dsense a la solucifn acuosa de Rojo de Alizarina
" 0,1 % y déjense una hora a temperatura ambiente.

. Enjudguense en agua corriente.

. Tiflase durante 30' en solucién acuosa de Verde
luz al 0,1 %.

Resultados :

Las zonas calcificadas aparecen en color rojo el
resto de: la preparacién en verde.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

METODO DE PREPARACION M.E.S.

Modificaciones a partir de los métodos propuestos
‘por Stachelberger et al (1977). y Kjeldsen y Thomsen (1977):

RS Fijacién del animal anestesiado por perfusisén i.v.
con solucién de Formaldehido 4% , Glutaraldehido
1%, tamponado a pH 7,3 (Sol. tampén de Millonig).
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- Se extrae la aorta, se aisla la zona del cayado
y . Y se termina la fijacién en la misma solucién
fijadora.

. Lavado en solucién tampSn pH 7,3.
. Postfijacifn en Os 04 al 1% tamponando a pH 7,3.
. Lavado.

o . Deshidratacién por pases sucesivos en alcohol
etilico.

. Antes de la'observacién, las muestras son dese-
‘cadas por el método del punto critico, utilizando
acetato de amilo como 1Iquido de transferencia y
CO, como quhido de transicién. Las muestras fue-
ron metalizadas con el diodo de "sputtering” el
grosor de oro depositado es de 400 2 aproximada-
mente. La observacién se realiz6 en el microsco-
pio a 20 Rv de aceleracién.

OBSERVACION Y FOTOGRAFIA DE LAS MUESTRAS EN EL M.E.S.

Se ha sistematizado la observacién, para ello
se ha dividido la pantalla en 10 cuadrantes, 5 en la zona
superior Y 5 en la zona inferior.

Se realiza la observacién inicial a unos 25x.
Esta imagen inicial se copia por transparencia sobre una
lamina de celuloide, en la que figura reproducido el retf
culo. De esta forma se dispone de una esquema sobre el
}cugi aevpudpn fijar las referencias de las fotos. ( fig. 14 ).

~
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Fig. 14. Visi6én esquemdtica de la luz del arco adrtico. De
- lzquierda a derecha se representan las salidas de la arte-.

ria subclavia izquierda,carStida comdn izquierda y arteria

7

innominada.

Se procede a una observacién general a 250-500X
fijando las zonas de interés, ayuddndose de unas anota-
ciones o de un dict&fono.

Posteriormente se realizan una secuencia de foto
graffas a 500 (bajo aumento), 1000, 2500, (aumento inter-
medio), 5000 y 10000 X (gran aumento) de las zonas mis
representativas.

Por dltimo se realizan fotograffas de detalles de
especial interés, en estos casos se emplea el grado de am-
'Pliacidn m&s apropiado al elemento o campo en el gque se
centra la atencifn. Con las fotografias y el resumen obte-
nido en cada sesifn, se procede a rellenar la ficha de ca-
~da aorta estudiada.
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En los casos en que fué posible se cuantificél
el fenSmeno observado. En general se ha tomado como re-
fdrencia :la frecuencia con que aparece el fendmeno en
uno o varios campos a un aumento fijo (p.e. 500 x). Sin |
embargo los problemas té&cnicos (inclinacién de la mues-
tra) y la variacién individual entre ratas del mismo
grupo e incluso en diferentes campos de la misma mues-
tra hacen que estas cuantificaciones solo tengan un inte-
rés orientativo.

4

METODOS VARIOS

OBTENCION DE MUESTRAS DE SANGRE
Té&cnica :

. Se anestesia la rata con solucién de Amobarbital
2 %. Dosis: 0,5 ml. /100 g. de peso.

. Incisién a la altura del rombo de la traqueotomla.

. Se afsla por diseccién una de las carStidas sepa-
rando cuidadosamente el nervio vago, que se en-
cuentran préximo a ella.

. Se liga la parte distal de la car6tida para evitar
el reflujo, con ayuda de un "clamp" se pinza tam-
bién la parte proximal.

- En el segmento carotfdeo entre las dos ligaduras,
se efectla una incisién por la que se introduce
la cé&nula (tubo de polivinilo de 0,8 mm. de di&-

metro) .

. Se fija la c&nula mediante dos ligaduras.
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. Para la obtencién de muestras se aspira a
través de la c&nula con una jeringa.

OBTENCION DE MUESTRAS PARA RECUENTOS DE PLAQUETAS

Segtn hemos podido comprobar, no se pueden rea-
lizar recuentos sucesivos en un mismo animal, ya que la re-
peticidn de punciones cardiacas o la misma canulacidn caro-
tidea producen "per se" caidas en el nfimero de plaquetas,
que oscila entre 14 y 18 $ (Escolar et al 1981), posible-
mente relacionadas con fenfSmenos de lesién vascular y li-
beracién de sustancias agregantes. El procedimiento emplea
do ha sido la puncién cardfaca tnica, empleando grupos de
animales para cada tiempo de observacién.

Té&cnica :

. Se anestesia el animal con eter etflico o AmOa
barbital (100 mg/Kg).

. Se procede a la puncién cardiaca con jeringa de
pldstico tipo insulina-tuberculina, previamente

heparinizada. La aguja m&s apropiada es la 16/5.

. Se toma una muestra de sangre de 0,3-0,4 ml. y
se deposita en un tubo Eppendorf.

. A partir de esta muestra se procede inmediatamente

a realizar el recuento. Se desecha cualquier mues
tra defectuosa o que haya debido repetirse.

OBTENCION DE PLASMA

a)Plasma rico en plaquetas :
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Se recoge la muestra de sangre en una jeringa
que contiene una solucidén de heparina 100 U/ml. en so
"Mucton fisiolfgica. Este anticoagulante se emplea en
la proporcién de 1 ml. por cada 9 ml. de sangre. La
muestra obtenida se pasa a tubos que se centrifugan a
900 r.p.m. (136 Xg) durante 10 minutos. Transcurri-
do:este tiempo se separa el plasma rico en plaquetas
(PRP) .

b) Plasma pobre en plaqﬁetas :

Una vez separado el plasma rico, la muestra se
centrifuga a 12.000 r.p.m. ( 7250 x g.) durante 4 minu
tos. Tenemos asi la separacién total del plasma pobre
(PPP) de los elementos formes.

METODO DE ELABORACION DE DATOS Y ESTUDIO ESTADISTICO

Previamente se realizf§ un estudio de distribu-
cién de los datos para comprobar el tipo de distribu-
cidén. En los casos en que la distribucién resultd nor-
mal, se procedi6 a un estudio comparativo de las varia
ciones entre grupos aplicando el criterio de la "f" de
Snedecor. Cuando los resultados superaron este test, se
aplicS el test de la "t" de Student (test paramé&trico)
comparando siempre con los resultados correspondientes

del grupo control.

La "t" de Student se ha podido utilizar en los
estudios de agregacién plaquetaria y en los recuentos
de plaquetas.

Cuando los resultados obtenidos no reunian las
condiciones previamente citadas se empled para su éstg
dio comparativo el testde Wilcoxon (test no paramétrico).
Los resultados de la produccidn de PGI, fueron estudiados

con este dltimo test.
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En cualquier caso se estudiaron los niveles de

significatividad de P=<<0'05 (*), P<<0'001(**) y P -0'005
,,(***). El nivel mInimo exigido fue P<«0'0S5,



2.3. RESULTADOS

2.3.1. DESARROLLO Y CARACTERISTICAS
DEL MODELO EXPERIMENTAL
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2 3 l DESARROLLO Y CARACTERISTICA DEL MODELO EXPERIMENTAL
DE ARTERIOSCLEROSIS EN RATA.

( ’, :

El desarrollo del modelo experimental es sin
lugax a dudas el punto de arranque de esta tesis. La
corisecucisn de un modelo experimental Gtil, precisade
innumerables horas de dedicacidn de un equipo.

El modeélo de arteriosclerosis en rata utili-
zado en esta tesis ha sido desarrollado por el equipo
del Dr. C.A. Villaverde, entre cuyos colaboradores me
encuentro. Los trabajos iniciales proceden del afio -
1975, desde entonces han dado lugar a varias publica-
ciones y presentaciones & Congresos (Villaverde et al.
1975, 1976 a, by ¢, 1978 a, b y ¢, 1980, 1981 a,byc).

En el III Simposium Internacional sobtre Arte-
rioscierosis, celebrado en Berlin, Wissler (1974) expu-
so las diferencias entre las lesiones obtenidas experi-
mentalmente y las desarrolladas en el hombre. S6lo el
mono parecfa desarrollar lesiones similares a las huma-
nas y los modelos desarrollados en rata, distaban mucho
de asemejarse al humano.

Bas&ndonos en los trabajos de Gresham y Howard
(1960) que hablan conseguido lesiones experimentales con
diefas hiperlipidicas, realizamos algunas'experiencias
en r;fa, 8in que pudieramos producir lesiones arterios-
cler6ticas. La adici6n de Tiouracilo a las dietas, reco
mendada por Hartrof y Thomas (1959) indujo un escaso =~
nﬁqua de infartos, tras 3 8 4 meses de tratamiento sin
que aparecieran las lesiones ateromatosas tipicas.

‘;ﬁ
; Tk
':{/'.L? s

. ,? Continuamos la bdsqueda utilizando otros agen-
ﬁ;a leionantea. La vitamina D, habfa sido utilizada



157

por otros autores Gillman et al. (1960), Sos (1961) ,
fonstantinides (1965), Altman (1972) y Aubert (1974).

| Nosotros utilizamos tambi&n este m&todo en -
nuestras experiencias, encontrando diferencias con res
pecto a los resultados obtenidos con la dieta hiperli-
p1d1¢a. Cuando producfamos sobrecarga de vitamina D,
sola, encontribamos lesiones localizadas en la aorta,
de tipo fibroso con calcificacifn, pero que no podfan
ser coloreadas con el Sudan por lo que no pueden ser
gonsideradas como ateromatosas. Estas lesiones se pro-
ducilan en un corto espacio de tiempo (5 dfas) y la mor
talidad era muy elevada. ’

En vista de estos resultados, decidimos ensa-
yar una cambinacifn de sobrecarga de vitamina 02 en
los primeros dfas, seguida de una dieta hiperlipidica.
Dado el efecto t6éxico de la vitamina D2' se ensayaron
dos pautas: 3 & 4 dias de administracién antes de 1la
dieta hiperlipidica. Sacrificados los animales al 5 ¢
dfa, las lesiones encontradas macroscdpicamente, fueron
| pricticamente las mismas en ambos grupos, pero la super
vivencia fué& mayor en los grupos que tomaban 3 dosis de
.vitamina Dzﬁ(Ver figura 15).

SUPERVIVENCIA 33,8%
‘+ : : VIT D 4DIAS

~ Pig. 15.-  Variaci6n de la mortalidad.
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~En consecuencia ‘se eligié la pauta de 3 admi-
nistracidnes de vitamina D, (1 administracién diaria)
n;eguidas de 12 dlas de dieta hiperlipidica, tal como se
ha descrito detalladamente en el apartado Material Y
Métodos (ver M&todo de produccibén de arteriosclerosis).

‘ Los animales supervivientes a la induccién de
la arteriosclerosis por este método sufren una pérdida
de peso que se documenta en la Figura 16 a.

a) T Peso de los animales alo
g. 260~ lafgode la experiencia

250~
| 240+
| 230
i 220+
2104
2004 | —

Tl 190 | EEES IR BENa SEa mE | | SN SHBNS SN Juman g |
i 1 23 4 5 6 7 8 910111213 14 15dias

vit. D2 hiperhpidica

b) } ' ‘ Consumo de dieta hiperhipidica por los
74 animales durante la expenencia

T T T ™TT"T7
4 5 6 7 8 9 10,11 12 13 14 15dias

'.Fig. 16 a y b. Evolﬁcién del peso de los animales y
consumo de dieta hiperlipidica a los largo del tra-
tamiento.
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En diferentes experiencias, llevadas a cabo
4en los dltimos 4 afios sobre un total de 2370 animales
*distribuidos en 198 grupos de experimentacifn, se ha
prqducido una mortalidad de 28,27% con una desviacién
standard de +‘ 8,51. La mortalidad se produce en los ocho
prﬁmeros dias del tratamiento. El 50% de esta mortali-
dad se produce entre el 42 y 52 dfa (tras la fase hiper
vitaminica). Otro 30% ocurre entre el 5% y 62 dfa y el
20% restante se produce entre el 72 y 152 dfa.

" En el 94% de los animales supervivientes se
encontraron lesiones en la aorta.

4 El estudio de estas lesiones finales mediante
técnicas histoquimicas resultd positivo, detectdndose
lesiones caracteristicas que se describen a continuaciénf

LOCALIZACION DE LAS LESIONES

: A Los resultadcs~de~las autopsias realizadas el
15 dza de tratamiento, demuestran una importante afec
taﬂibn del arbol arterial, especialmente de las arterias
dcrmodiana Y gran calibre. La aorta se encuentra casi
Siampxa afactada, las lesiones no solo se producen a ni-
‘vel‘del arco adrtico sino tambi&n a nivel de colaterales
ranales e 11!acas. La tincién con solucibn de Herxeimer,
dﬂuunstra la presencia de lipidos que aparecen colorea-
dau;en rojo (Var figura\17 y 18).
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Fig. 17. Aspecto macroscSpico de la aorta de una rata al
final del tratamiento, se observan numerosas lesiones.
Tincidén Sud&n. (Herxeimer).

Fig. 18. Detalle de lesiones macroscépicas en el inicio
del arco adrtico. La muestra de la izquierda pertenece
2 una animal normal. Tincidén Suddn. (Herxeimer).
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Mediante estudios de permeabilidad con Azul
de Evans, segfin técnica descrita por Clopath et al.
1(1979), hemos comprobado depbsitos azules, de colorante
a nivel de arco abértico a las 36 horas de iniciada 1la
induccidn de la arteriosclerosis (fig. 19). Esta obser-
vacidn indica una alteracidn incipiente de la permeabi-
lidad endotelial.

Fig. 19. La aorta de la parte superior pertenece a rata
a ias 36 horas de tratamiento. Se aprecia un aumento de
la permeabilidad para el Azul de Evans con respecto a
un animal control (parte inferior).

Las lesiones finales a nivel de aorta pueden
encontrarse asociadas con otras alteraciones, hemorragias,
aneurismas, etc. (fig. 20). Simultaneamente a nivel de
corazbn, puede observarse zonas desvitalizadas incluso
macroscopicamente.
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