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RESUMEN

Se analizaron 20 aortas de ratas Wistar comprendidas entre 330-370 g de peso, procedentes
del Bioterio del Instituto de Ciencias Basicas y Preclinicas “Victoria de Gir6n” con el
objetivo de identificar y caracterizar la lesion aterosclerética, y relacionarla con indicadores
de estrés oxidativo como la malonildialdehido. Para el estudio anatomopatoldgico y
morfométrico de las arterias, se utilizo el sistema aterométrico. Se tomaron, ademas,
muestras de sangre para medir los niveles de malonildialdehido. Los resultados mas
relevantes fueron que las estrias adiposas estuvieron presentes en los distintos pesos y su
mayor presentacion se observo entre los 330-345 g; las placas fibrosas empezaron su
aparicion lentamente en el segundo grupo, y la placa grave fue mayor su presentacion en el
grupo de peso comprendido entre 363-370 g. Con respecto a los niveles de malonildialdehido,
se observo un incremento significativo en los grupos de mayor peso, relacionado con la
gravedad de la placa de ateroma.
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La aterosclerosis puede interpretarse
como la respuesta defensiva obligada del
tejido conectivo de la pared arterial ante
una agresion permanente de caricter
exponencial. El orden bioldgico de la
pared se ve alterado por los agentes agre-
sores como consecuencia obligada de la
biologia de los seres vivientes, en la zona
agredida se produce la correspondiente
respuesta tisular defensiva caracteriza-
da por los fenémenos de la respuesta
inflamatoria de la inmunidad.

El aumento de la expectativa de vida
en cualquier pais viene acompafiado de un
incremento notable de la mortalidad y
morbilidad por aterosclerosis, siendo esta
la causa fundamental de investigacion den-
tro del grupo de las enfermedades crénicas
no transmisibles. '

En 1958 uno de los grupos dirigido
por Holman,1 defini6 4 tipos o varieda-
des de lesiones aterosclerodticas: estrias
adiposas (EA), placas fibrosas (PF), pla-
cas complicadas y placas calcificadas.



Pero, posteriormente en 1960, Holman y
otros en Un reporte del Comité de Lesio-
nes de la Sociedad Americana para el
Estudio de la Aterosclerosis, publican que
la calcificacién de cualquier lesidén
aterosclerdtica es uno de los procesos que
contribuye a su complicacién (placa).
Esos autores consideran que ambas, las
placas complicadas y las calcificadas, tie-
nen el mismo valor de gravedad para la
vida del paciente y por lo tanto deciden
reunirlas en una sola variedad y darles el
nombre de placa grave o complicada.?

Las fuerzas hemodindmicas como el
shear stress (SS) ejercen sus influencias
sobre las células endoteliales, de forma di-
ferente de acuerdo con las caracteristicas
e intensidad de este.**

La idea de que la hiperlipidemia pro-
duce lesiones a través de un estrés
oxidativo sobre el endotelio es compa-
tible con los estudios experimentales
y clinicos, los cuales demuestran que
las vitaminas antioxidantes (betaca-
rotenos y vitamina E) y los farmacos
que reducen la formacién de oxidantes
ejercen un efecto protector sobre la
aterosclerosis.”?

El aumento local de las concentra-
ciones de las especies reactivas de oxi-
geno puede conducir a dafio tisular por
varios mecanismos. Una consecuencia de
la modificacién oxidativa directa de los
componentes celulares es la alteracion
de la estructura y funcién celular. En
relacion con los lipidos, cuando estos se
oxidan, se generan radicales que traen
como consecuencia la peroxidacién
lipidica.”®

Teniendo en cuenta lo planteado an-
teriormente, se realizé esta investigacion
con el objetivo de identificar y caracte-
rizar la lesion aterosclerdtica, y relacio-
narla con indicadores de estrés oxidativo
como la malonildialdehido (MDA).

METODOS

Se realizd un estudio prospectivo de
corte transversal durante el periodo de
tiempo de octubre de 2002-mayo de 2003,
donde el universo estuvo constituido por
14 ratas Wistar, con un peso comprendi-
do entre 350 + 20 g que fueron obtenidas
del Bioterio del Instituto de Ciencias Ba-
sicas y Preclinicas “Victoria de Girén”,
donde se mantuvieron en condiciones
estdndar de laboratorio. Ciclo luz-oscu-
ridad 12:12, agua y comida ad libitum.
Las ratas fueron divididas segun sexo y
peso.

Las ratas fueron sacrificadas por dis-
locacién cervical y decapitacidn,
obteniéndose, ademas, muestras de sangre
para determinar los niveles de MDA por el
método de Ohkawa.” Se tomaron muestras
de la aorta descendente que fueron conser-
vadas a - 20 °C hasta el momento del pro-
cesamiento.

PROCEDIMIENTOS TECNICOS

Cada arteria se abri6 longitudinalmente
por su cara ventral y se extendié sobre un
cartén poroso previamente humedecido por
su adventicia de manera que la intima
arterial quedd expuesta para ser analizada.
Ese procedimiento fue el sugerido y adop-
tado por un grupo de expertos de la OMS
desde 1957.> La preparacion se cubrié con
un algodon, se identificaron las arterias de
acuerdo con el nimero correspondiente de
cada rata y se fijaron en formalina neutra
bufferada por mas de 72 h. Posteriormente
se procedié a la coloracién utilizando el
método de Holman" (Sudan IV), para poder
destacar las lesiones adiposas en color rojo
intenso y delimitar mejor los bordes de las
otras lesiones. Una vez preparadas las ar-
terias de esa manera se procedio a los ana-
lisis cualitativo y cuantitativo.
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Andlisis cuantitativo y cualitativo

El anélisis cualitativo consistié en la
identificacién de cada tipo de lesion
aterosclerdtica (LA), estria adiposa (EA),
placa fibrosa (PF) y placa grave (PG) (com-
plicada y calcificada). Se calcé en un acetato
transparente el 4rea total de la arteria (en
mm?) y su longitud (en milimetros).

Cada tipo de lesion aterosclerética se
calc6 también dentro de la arteria ya re-
presentada, previa adecuada identificacion
de su variedad lesional. Se identificé cada
arteria con la numeracion correspondiente
a la autopsia.

Para realizar el anlisis cuantitativo se
midié con un digitalizador (Digitizer KD
4300) acoplado a una PC-486 DX4-100 MH,
el area total de la arteria, el area total de
cada tipo de lesidn aterosclerética y la lon-
gitud de la arteria. A partir de estas medi-
ciones se elaboraron las variables del siste-
ma aterométrico (SA).

El tratamiento automatizado de la in-
formacion se realiz6 en una PC-486, DX4-
100 MHZ-32 MB RAM, utilizando los soft-
ware Atherosoft I-IV y el paquete estadisti-
co comercial NCSS (Number Cruncher
Statistical System) version 5.4. Para la
aterometria de esta investigacion se utiliz6
la metodologia denominada sistema
aterométrico (SA), el cual se define como
un conjunto de métodos y procedimientos
que crea variables interdependien-tes uti-
les para la caracterizaciéon de la lesiéon
aterosclerética en cualquier arteria, sector
arterial o grupo de pacientes. '?

En este trabajo se utilizaron las varia-
bles arteriales del SA, las cuales se divi-
den en descriptivas y ponderativas o de es-
timacion de la gravedad.

Variables arteriales descriptivas: variables
primarias

S = Area total de superficie endarterial

expresada en nfm
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| = Longitud del vaso en estudio expre-
sada en mm

x =Area total de superficie endarterial
afectada por estrias adiposas, expre-
sada en mi

y = Area total de superficie endarterial
afectada por placas fibrosas, expre-
sada en mi

z = Area total de superficie endarterial
afectada por placas graves, expresa-
daenmrh

s = Area total de superficie endarterial
afectada por cualquier tipo de lesién
aterosclerdtica, expresada enfnm

s” = Area total de superficie endarterial
libre de lesion aterosclerdtica, expre-

sada en mfh

Dada la posibilidad de que las ratas
tuvieran la misma cantidad total de
aterosclerosis, pero distribuida de manera
diferente de acuerdo con las distintas lesio-
nes (ver ejemplo), se pudo inferir que la
rata A estaba mucho mas severamente afec-
tada que la B, por su mayor contenido de
placas fibrosas y graves. Para darle solu-
cion a esta probabilidad se procedi6 a ela-
borar variables vectoriales, de manera que
solo se representaran igual en el mismo
espacio mediante el vector resultante aque-
llas ratas que tengan la misma cantidad de
aterosclerosis en cada tipo de lesion.

Variable

Rata A Rata B
X 0,10 0,80
Y 0,45 0,10
Z 0,40 0,05
S 0,95 0,95

Variables vectoriales

V = X2+ Y?+ Z2m0odulo del vector esta-
do lesional



Cos a = X/V componente de estrias
adiposas del total de lesiones

Cos B = Y/V componente de placas
fibrosas del total de lesiones

Cos g = Z/V componente de placas gra-
ves del total de lesiones

Variables ponderativas (indices)

W = 2Y + 3Z indice de obstruccion. Re-
presenta el volumen de obstruccion
promedio de todas las lesiones
aterosclerdticas distribuidas en cada
arteria.

P = 4W/r indice de estenosis. Se define
en relacién con el aumento de la re-
sistencia por la obstruccion y el ta-
mano de la arteria expresado median-
te su radio (r = radio de la arteria).

B =S + X donde (s = S- s/S) indice de
benignidad. Es la suma de la superfi-
cie relativa de endarteria no afecta-
da por algun tipo de lesion (sana) y
la superficie relativa de estrias
adiposas, o sea, la superficie relati-
va de endarteria que no emerge o
protruye hacia la luz.

RESULTADOS

La distribucion, segin sexo y peso, de

la poblacion de 14 aortas se presenta en la

tabla 1. El mayor nimero de ratas corres-
pondi6 al grupo de peso comprendido entre
363-370 g; la distribucidon por sexo guardd
igual proporcion.

TABLA 1. Distribucion segun peso y sexo

Aorta

Grupo segin

peso Macho Hembras Total

330-345 3 2 5

346 - 362 2 4 6

363-370 5 4 9
Total 10 10 20

Como puede observarse en la tabla 2,
el porcentaje de ratas afectadas por estrias
adiposas se comporto en los 2 sexos de igual
manera, mientras que en ratas machos la
placa fibrosa (PF) tuvo un mayor niimero de
aparicién y se comport6 en perfecta con-
cordancia con los resultados del porcentaje
de superficie intimal (ISI) ocupado por la
lesion aterosclerdtica (LA) en el mismo
sexo, siendo mayor el porcentaje de super-
ficie intimal en la placa grave (PG) en el
grupo de peso comprendido entre 363-370
g. La PG se presento en los 2 sexos con
igual porcentaje a diferencia de las lesio-
nes elevadas que predominaron en las ratas
hembras, en donde también predominaron

TABLA 2. Lesiones aterosclerdticas. Nimero de ratas afectadas y media aritmética del porcentaje del area
intimal ocupada por lesion aterosclerdtica segtin grupo de edades y sexo

Grupo segun peso
Lesiones
aterosclerdticas Sexo Ratas Area% 3330-345 346-362  363-370
Estria adiposa M 6 4,1 2 2 2
H 6 8,6 3 2 1
Placa fibrosa M 8 08 1 5 2
H 7 1,2 1 4 2
Placa grave M 7 0,1 1 2 4
H 7 0,7 1 2 4
Lesiones elevadas M 6 08 1 2 3
H 7 1,2 1 2 4
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el ISI de ambos tipos de LA. Por tanto, el
comportamiento del total de aterosclerosis
se mostr6 con mayor énfasis en dicho sexo.

Los indices aterométricos recogidos
en la tabla 3, presentaron las caracteris-
ticas siguientes: la obstruccion y el este-
nosamiento exhibieron un incremento
constante con el peso en uno y otro sexos,
mientras que los indices de benignidad
disminuyeron en la medida que aumenta
el peso.

TABLA 3. indice aterométrico, segiin grupo de peso y sexo

1A (%) Peso Grupo segln
1A (%)
Obstruccion M 1,6 330-345 2
H2,6 346-362 1
363-370 4
Estenosis M18 330-345 07
H3,2 346-362 1
363-370 29
Benignidad M99 330-345 99
H9,8 346-362 9,2
363-370 85

En la tabla 4 se muestra el comporta-
miento del indice de MDA en los diferen-
tes grupos, donde hubo un incremento sig-
nificativo de forma ascendente en los de
346-362 y 363-370.

TABLA 4. Comportamiento de indices de MDA en los diferentes
grupos

Grupo MDA
(nmol/mL)
X + DE p
330- 345 0,65 + 0,38
346 - 362 1,66 = 0,52 0,05
363-370 2,42 £ 0,92 0,05
DISCUSION

Los resultados referentes al comporta-
miento de las estrias adiposas de acuerdo
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con el sexo difieren a lo encontrado por
Stary, Holman y otros,’!:* los cuales plan-
tean que en las ratas hembras predomina
este tipo de LA.

Matsuda, Ross, Tanganelli y muchos
investigadores expertos en ateroscle-
rosis,'*!5 plantean que las EA son las pre-
cursoras de las PE, y estas de las PG,
interpretdndose esas transformaciones ace-
leradas como producto de las agresiones que
se cometen contra la pared arterial y con-
tra el metabolismo general. Un hecho que
refuerza estos criterios es precisamente que
las placas fibrosas se desarrollan en las
mismas areas donde se encuentran las EA.
La disminucion de las EA coincide con el
incremento en la formacién de las PE.

Con respecto a los resultados de la ta-
bla 4, se confirman los encontrados por otros
investigadores respecto al papel del estrés
oxidativo en el dafio endotelial y el desa-
rrollo de la placa de ateroma, porque el
aumento local de las concentraciones de
especies reactivas de oxigeno produce oxi-
dacion de los lipidos, generandose radica-
les que conducen a la peroxidacién
lipidica.”®

Se concluye que la aterosclerosis es
una enfermedad de distribucion universal,
presente en casi todas las aortas estudia-
das, independientemente de peso, sexo, el
tipo de alimentacion, la cantidad de alimen-
to consumido. Las estrias adiposas estuvie-
ron presentes en los distintos pesos. Su mayor
desarrollo se observo entre los 330-345 g
de peso. Las hembras se mostraron mas
afectadas en el area de superficie intimal
poresa LA.

Las placas fibrosas predominaron en el
grupo de pesos 346-362 g. Los machos pre-
sentaron mas placas fibrosas, mayor superfi-
cie intimal afectada por ese tipo de LA que
las hembras en todos los grupos de peso.

La PG fue mayor en el grupo de peso
comprendido entre 363-370 g. El porcenta-



je de superficie intimal ocupada por PG se
presento en los 2 sexos con igual forma, a
diferencia de las lesiones elevadas en las
que predominaron en las ratas hembras.

La transformacién de las lesiones
ateroscleréticas de EA a PF y la de esta a
PG es continua y su progreso mas este pro-
ceso queda demostrado por los valores ob-
servados en los indices aterométricos (obs-
truccidn, estenosis y benignidad).

Las hembras exhibieron los mayores va-
lores en los indices de obstruccién y de es-

tenosis, mientras que los varones de benig-
nidad.

Los datos obtenidos mediante los indi-
ces aterométricos del SA demuestran la
utilidad de esa metodologia para caracteri-
zar la LA en cualquier arteria o grupos de
sujetos

Los resultados del estudio de los nive-
les de la MDA, refuerzan el criterio de
otros autores del importante papel del estrés
oxidativo en el dafio endotelial y el desa-
rrollo de la placa de ateroma

SUMMARY

20 aortas from Wistar rats ranging between 330-370 g of weight from the Breeding Place of “Victoria de Girén”
Institute of Basic and Preclinical Sciences were analyzed aimed at identifying and characterizing the atherosclerotic
injury and at relating it to oxidative stress indicators as malondialdehyde. For the anatomopathological and
morphometric study of the arteries, it was used the atherometric system. Blood samples were also taken to
measure the levels of malondialdehyde. The most relevant results were that the adipose striae were present in the
different weights and their greatest presence was observed between 330 and 3345 g. The fibrous plaques began
their slow appearance in the second group and the severe plaque was more observed in the weight group 363-370
g. As regards the MDA levels, there was a significant increase in the groups of higher weight, according to the
severity of the atheroma plaque.

Key words: Atherosclerotic injury, oxidative stress, atherometric system.
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