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Acrénimos

Aa: Densidad de area de a-actina (area de actina / area de referencia).
AGL: Acidos grasos libres.

AHA: American Heart Association (asociacion americana del corazon).
AIT: Accidente isquémico transitorio.

ALT: Alanina aminotransferasa.

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico.

Apo A-1: Apolipoproteina A-1.

ARA II: Antagonistas del receptor de la angiotensina Il.

AST: Aspartato aminotransferasa.

ATP-lll:  Adult treatment Panel (ATP) Il criteria. (Programa
norteamericano para la deteccion, evaluacion y tratamiento de la
hipercolesterolemia en adultos).

CA: Coeficiente aterogénico.

CAM: Moléculas de adhesion celular.

CEP: Células endoteliales progenitoras.

CETP: Proteina de transferencia de ésteres de colesterol.

c-HDL: Colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad.

CHOD-PAP: Método enzimatico colesterol / esterasa colesterol oxidasa /
peroxidasa.

Cl: Cardiopatia isquémica.

c-LDL: Colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad.

CML: Célula muscular lisa.

Cox-2: ciclooxigenasa-2.

DAB: Diaminobencidina.

DIA: Densidad integrada de a-actina.

DM tipo 2: Diabetes Mellitus tipo 2, no insulin dependiente.

DMS: Minimas diferencias significativas.

DPX: Material sintético adhesivo con un indice de refraccion similar al
vidrio empleado como medio de montaje.

EAP: Enfermedad arterial periférica.

EGHNA: Enfermedad grasa hepética no alcohdlica.

EHNA: Esteatohepatitis no alcohdlica.

eNOS: Oxido nitrico sintasa endotelial.

FA: Fosfatasa alcalina.
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FMV: Flujo mediado por vasodilatacion.

FNT: Factor de necrosis tumoral.

FNT-a: Factor de necrosis tumoral alfa.

FT: Factor tisular.

GGT: Gamma glutamil transpeptidasa.

GIM: Grosor intima media.

GOT: aspartato aminotransferasa.

HAI: indice de actividad histoldgico.

H4B: Tetrahidrobiopterina.

HDL: Lipoproteina de alta densidad.

H-E: Hematoxilina-eosina.

HMG-CoA: Hidroximetil glutaril coenzima A.

H,O,. Perdxido de hidrogeno.

HPS: Heart Protection Study.

HTA: Hipertension arterial.

IC: Ictus isquémico.

ICAM-1: Molécula de adhesion intercelular-1.

IDL: Lipoproteina de densidad intermedia.

IECA: Inhibidor de la enzima de conversion de la angiotensina.
IL: Interleucina.

IMC: indice de masa corporal.

LEI: LAmina elastica interna.

LEE: Lamina elastica externa.

LDL: Lipoproteina de baja densidad.

LDLox: Lipoproteina de baja densidad oxidada.

LXR: Receptores hepaticos X.

MCP-1: Proteina quimiotactica para monocitos.

MIRACL: Myocardial Ischemia Reduction with Agressive Colesterol
Lowering.

MMP: Metaloproteinasas.

NADPH: Enzima nicotinamida-adenina-dinucledtido-fosfato.
NAFLD: Nonalcoholic fatty liver disease. (Enfermedad hepéatica grasa no

alcohalica).
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NAS: NASH Activity Score. (indice de actividad de la esteatohepatitis no
alcohdlica).

NASH: Nonalcoholic steatohepatitis. (Esteatohepatitis no alcohdlica).
NO: Oxido nitrico.

NRS: Suero normal de conejo.

O™ Superoxido.

OH™: Hidroxilo.

PA: Activador del plasmindgeno.

PAI: Inhibidor del activador del plasminégeno.
PBS: Solucién tampdn fosfato salino.

PCR: Proteina C reactiva.

PGI2: Prostaciclina.

PPAR: Receptores activados por proliferadores peroxisémicos.
ProBNP: Pro-hormona péptido natriurético tipo B.
Rho: Proteina isoprenilada.

RI: Resistencia a la insulina.

RM: Resonancia magnética

RMN: Resonancia magnética nuclear.

RNAm: Acido ribonucleico mensajero.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.

SCA: Sindrome coronario agudo.

SEM: Error estandar de la media

SM: Sindrome metabdlico.

TAC: Tomografia axial computerizada.

TG: Triglicéridos.

TLR4: Receptor Toll-Like 4.

t PA: Activador del plasmindgeno tisular.

TxA,: Tromboxano A,.

TRC: Transporte reverso de colesterol.

US: Ultrasonogréfico.

VCAM-1: Molécula de adhesion celular vascular-1.
VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular.
VLDL: Lipoproteina de muy baja densidad.

Vv: Densidad de volumen a-actina.
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Introduccion

IMPORTANCIA DE LA ARTERIOSCLEROSIS Y LA ENFERMEDAD
GRASA HEPATICA NO ALCOHOLICA Y SU INCIDENCIA EN LA
POBLACION

La arteriosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica de la pared
vascular, desencadenada por factores tanto locales (hemodinamicos),
como sistémicos (por ejemplo, hipercolesterolemia, hipertension,
infecciones virales, inmunocomplejos, etc.), que se inicia en la primera
infancia y que progresa de manera asintomética hasta la vida adulta. La
disfuncidon endotelial es un trastorno sistémico y reversible, implicado en
la atraccion de células inflamatorias hacia la pared vascular y en el inicio
de la arteriosclerosis, constituyendo el proceso patolégico mas precoz de
la aterotrombosis (Behrendt y Ganz, 2002; Weiss y col., 2002), definida
como una rotura de la placa aterosclerética con trombosis superpuesta, y
es la causa principal de mortalidad en el mundo occidental. Por tanto el
término de “aterotrombosis”, recoge tanto a la aterosclerosis como sus

complicaciones trombéticas.

En las etapas tardias de la vida, esta compleja enfermedad se manifiesta
clinicamente causando la mayoria de los episodios patoldgicos
cardiovasculares, entre los que se incluyen la cardiopatia isquémica (Cl),
el ictus isquémico (ll), el accidente isquémico transitorio (AIT), y la
enfermedad arterial periférica (EAP). Desde el punto de vista clinico, esta
enfermedad se debe considerar una entidad patologica Unica que afecta a
distintos territorios vasculares, como son el coronario, el cerebral y el
vascular periférico. Asi, cuando un paciente se presenta por sintomas en
un territorio, el 25-30% tiene ya una manifestacion en otro territorio, y un

5-10% tiene ya los tres territorios afectados (Viles-Gonzéalez y col., 2004).

La enfermedad cardiovascular es hoy en dia la primera causa de
mortalidad en Estados Unidos, llega al 80% por encima de los 60 afos
(Hajjar y Kotchen, 2003) y también en Europa, tanto en hombres como en
mujeres, seguida a distancia del cancer. En nuestro pais, en Espafa,

representa el 40% del total de defunciones. A partir de los afos 60,
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coincidiendo con la creacién de unidades coronarias y un mayor manejo
del infarto de miocardio, se ha retrasado la mortalidad unos diez afios
mas tarde en los pacientes con enfermedades cardiovasculares. En
cambio, paradojicamente la incidencia de la enfermedad esta subiendo.
Son los tratamientos y no la prevencion, ya que el numero de enfermos
aumenta. Segun el Consejo Mundial de la Salud, comparando el afio 1990
con la prediccion para el 2020: en los paises desarrollados la incidencia
estd aumentando, como ya se ha comentado, en limites del 29% en la
mujer y del 48% en el hombre. Pero en los paises que se estan
desarrollando sube al 120% en la mujer y al 137% en el hombre (Yusuf y
col., 2001). Esto supone una verdadera epidemia de gran envergadura,
con repercusiones econémicas muy preocupantes para poder mantener

este ritmo y alargar la vida de la manera que se esta haciendo.

La incidencia de enfermedad cardiovascular, es debida a la diabetes
mellitus (DM), obesidad, hipertension arterial (HTA), tabaco y sindrome
metabdlico. Asi las predicciones indican que se va a producir un
incremento extraordinario en la prevalencia de la enfermedad
cardiovascular durante los préximos afios debido al aumento de la
obesidad y la diabetes en la poblacion general (Fuster, 2008). Tan
tremenda explosion ha llevado a destacar el papel de la prevencién en las
Gltimas décadas en los paises desarrollados. Sin embargo, desde el punto
de vista historico esto constituye una acusada paradoja, pues en el mas
antiguo Tratado de Medicina Interna conocido (Nei Ching, atribuido al
“emperador amarillo” Huang Ti, 2650 a.C.), ya se afirma catego6ricamente:
“Los doctores superiores previenen la enfermedad, los doctores
mediocres la tratan antes de ser evidente y los doctores inferiores la

tratan una vez desarrollada”.

La naturaleza crénica del proceso ateromatoso, que se inicia en las
primeras décadas de la vida, conduce a la formacion de la placa fibrosa,
qgue consiste en una acumulacién de material lipidico y proteoglicanos,

elementos celulares, tejido fibroso y depdsitos de calcio. Segun la
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Asociacion Americana del Corazon, las lesiones aterosclerbticas se
clasifican en ocho tipos, segun su grado de progresién (Stary, 2000).

Las lesiones ateroscleréticas, a medida que se desarrollan, pueden limitar
eventualmente el flujo sanguineo y producir sintomas de isquemia
cronica. Por el contrario, si la progresién es rapida debido a una rotura de
la placa acompafada de complicaciones tromboticas, se producen los
sindromes agudos (Fuster y col., 1992). La composicion de la placa
aterosclerdtica, mas que su tamafio (gravedad de la estenosis), se
considera el mayor determinante en el desarrollo de los sindromes
agudos mediados por trombosis. De hecho, observaciones clinicas y
patolégicas indican que las placas con alto contenido en lipidos (lipido
extracelular) son méas vulnerables y trombogénicas que las que son ricas

en colageno.

Existen diversos factores de riesgo cardiovascular que se han asociado al
incremento de la trombogenicidad sanguinea y de la placa, tales como la
elevacion del colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (LDL),
niveles bajos de colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (HDL),
el tabaquismo, la obesidad, la HTA, la hiperglucemia e hipertrigliceridemia
transitoria, la DM y la inactividad fisica. También se han propuesto
diversos biomarcadores como factores predictivos significativos de la
aterosclerosis y de sus complicaciones trombaticas (Viles-Gonzalez y col.,
2004); asi pues hay marcadores de inflamacion (proteina C reactiva
“PCR”, interleucinas, ligando CD40, amiloide sérico A, y moléculas de
adherencia vascular y celular) y por otro lado, marcadores de trombosis
(fibrinbgeno, factor de Von Willebrand, inhibidor del activador del

plasminégeno-1, fibrinopéptido A y fragmento de protrombina).

En los ultimos afios se ha demostrado, en diferentes estudios clinicos,
que el tratamiento con inhibidores de la hidroximetil glutaril coenzima A
(HMG-CoA) reductasa o estatinas, muestra acciones beneficiosas sobre
las enfermedades cardiovasculares. El efecto observado en la clinica tras

el tratamiento con estatinas es mayor que el esperado, por la reduccién
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de los valores lipidicos. Estos datos sugieren la existencia de efectos
producidos por las estatinas independientes de su accion hipolipemiante
(Badimon y Vilahur, 2011). El concepto de arteriosclerosis pues, como
enfermedad inflamatoria, ha permitido avanzar en el conocimiento de

esta enfermedad y en la investigacion terapéutica.

Dada la complejidad del desarrollo de la lesion aterosclerotica en el ser
humano, resultaria interesante investigar en modelos animales en los que
dicho desarrollo fuera mas semejante a la enfermedad humana. No
obstante, la mayoria de estos experimentos han sido realizados en
conejos, animales herbivoros y cuadripedos, que de forma espontanea,
no desarrollan aterosclerosis, siendo ésta inducida por una dieta
hipercolesterolemiante con concentraciones séricas de colesterol muy por
encima de las que se observan en la clinica humana, resultando ser una
arteriosclerosis predominantemente xantomatosa, con gran variabilidad
individual en su extension. En consecuencia, nuestro grupo propone el
modelo animal de aves para el estudio de la aterosclerosis por ser
bipedos, omnivoros, hipercolesterolémicos, e hiperglucémicos, que
desarrollaran lesiones aterosclerosas espontaneas en la aorta abdominal
con concentraciones de colesterol proximas a las de los humanos, asi
como por su facil manejo y coste (Ayala y col., 2003; Ayala y col., 2004;
Ortega y col, 2004). A partir de experiencias previas de nuestro grupo de
investigacion, se pudo comprobar que los pollos alimentados con huevos
eran un buen modelo de experimentacion en arteriosclerosis y que los
antagonistas del calcio (verapamilo, nifedipino y diltiazem) producian una
disminucién de los niveles lipidicos en sangre y en aorta, con una
disminuciéon en la extension de las placas arteriosclerosas, tanto
macroscopicamente como microscopicamente (Garcia Pérez, 1992;
Garcia Pérez y col., 2003 y 2005; Ayala y col., 2005). Posteriormente se
reprodujo el modelo experimental en pollos aterogénicos alimentados con
dieta rica en colesterol, observando disminucion de la placa
arteriosclerosa en el grupo al que se le habia administrado atorvastatina
(Ortega, 2002; Ortega y col., 2002).
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Dada la légica limitacion de estos estudios en la especie humana, desde
un punto de vista diagnoéstico (uso Unicamente de técnicas por imagen,
ecografia, angiografia, TAC...) y también de disefio experimental, nuestro
biomodelo permitira reproducir los procesos fisiopatolégicos y abordajes
clinico-dietéticos que se practican en el hombre, permitiendo ademéas una

valoracion exacta de las lesiones, merced al analisis histopatoldgico.

Actualmente, desde el punto de vista clinico, se relacionan por métodos
no invasivos (ecografia) la probabilidad de eventos cardiovasculares con
la afectacion del grosor intima-media y/o desarrollo de placas
ateromatosas en carotida (Junyent y col., 2005), de ahi la importancia de
valorar estos procesos en troncos supra-aorticos, siendo una técnica no
invasiva, con gran fiabilidad, reproducibilidad y de bajo coste, lo cual
permite una estratificacion del riesgo cardiovascular mas alla de los

factores de riesgo convencionales.

Por otro lado, dada la importancia que esta adquiriendo en las sociedades
desarrolladas el sindrome metabdlico y patologias relacionadas, resulta
muy interesante el cuantificar y comparar los procesos de arteriosclerosis
en troncos supra-aodrticos con la enfermedad grasa hepatica no alcohdlica
(EGHNA).

En la actualidad, la EGHNA es la enfermedad hepatica mas prevalente en
los paises desarrollados, con una prevalencia de hasta el 30%. Es un
espectro anatomoclinico que abarca desde la esteatosis simple, a la
esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) donde ademas de la infiltracion
grasa se puede acompafar de actividad necroinflamatoria, y a cirrosis
grasa, pudiendo ésta conducir a carcinoma hepatocelular. Contribuyen a
ello los factores medioambientales como la obesidad y el sedentarismo, la
resistencia a la insulina y el estrés oxidativo, junto a una predisposicion
genética; y se asocia de manera independiente a una disfuncion
endotelial y a placas, asi como a placas y engrosamiento de la capa

intima de las carétidas (Moreno Sanchez, 2009).
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Para su diagnéstico, la prueba fundamental es la biopsia hepética con el
fin de realizar una gradacién y estadificacion lesional del higado, sin
embargo la biopsia tiene en su contra no sélo el ser un procedimiento
invasivo y costoso, sino también la variabilidad de la muestra. Por ello los
investigadores se esfuerzan en encontrar un método no invasivo, barato,
reproducible y de seguridad diagnostica suficiente. Se han desarrollado y
validado estudios con un sistema de prediccion de la fibrosis (Angulo y
col.,, 2007) basado en seis variables clinicas y analiticas, la edad,
glucemia, indice de masa corporal (IMC), plaquetas, albimina y cociente
entre la aspartato aminotransferasa (GOT) y la alanina aminotransferasa
(ALT), en una cohorte de 733 individuos, pudiendo haber evitado la

biopsia en el 75% de los casos.

Las dificultades previas en su diagnostico, y las afadidas al estudio de
todos los factores involucrados en la EGHNA en la poblacion humana, los
estudios en modelos animales proporcionan una perspectiva crucial en la
patogénesis de la esteatohepatitis. Asi nuestro trabajo de investigacion
tiene la ventaja de emplear el mismo modelo animal en el que se
encuentra esta alteracion junto con la arteriosclerosis en troncos supra-
aorticos, al darles una dieta hiperlipémica, o que nos permite comparar
histolégicamente de forma paralela ambas afectaciones en un mismo

grupo experimental (Adanez y col., 2005; Martin Castillo y col., 2005).
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1.1. DEFINICION HISTOLOGICA Y DESARROLLO DE LA LESI ON
ARTERIOSCLEROTICA

Histologicamente la pared arterial esta constituida por 3 capas o tunicas:

intima, media y adventicia (Fig. 1).
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Fig. 1. Esquema de la estructura histologica en las arterias.

(Modificado de Stijn A.l. Ghesquiere 2005).

Las lesiones arterioscleroticas (ateroma) son engrosamientos focales de
la capa mas interna de la arteria, la intima. EI Comité sobre Lesiones
Vasculares de la American Heart Association (AHA) realizd hace algunos
afos, una clasificacion de las lesiones arterioscleréticas humanas,
basadas en la estructura y composicién histolégica, designada en
nameros romanos, indicando asi la frecuente secuencia de progresion de
la lesion. Describi6é la intima arterial normal y las regiones propensas a
arteriosclerosis, pues representan engrosamientos adaptativos de la
intima, de tipo excéntrico, a fuerzas mecanicas locales (Stary y col.,
1992). La estria grasa inicial y las lesiones intermedias (tipo I, 1l y 1ll), que
no producen manifestaciones clinicas (Stary y col., 1994); las lesiones

avanzadas (tipo IV, V y VI) y sus precursores (Stary y col., 1995),
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obtenidas en su mayoria de muestras humanas durante intervenciones
terapéuticas o en autopsias. Y por ultimo, han realizado una clasificacion
actualizada de las lesiones arterioscleroticas, con su nomenclatura (Stary
2000).

1.1.1. Intima normal

En primer lugar (Stary y col., 1992), revisan la definicion de intima normal
como la regién de la pared arterial incluida entre la superficie endotelial
hacia la luz, y el margen luminal en la media. La lamina elastica interna
(LEI), generalmente considerada como parte de la media, marca el borde
entre intima y media. Sin embargo, la LEI esta ausente en algunas zonas
de la pared arterial, coincidiendo con transiciones geométricas
(bifurcaciones, trifurcaciones, ramas arteriales y curvaturas), por lo que la

demarcacion entre intima y media puede ser dificil en estos casos.

La intima estd compuesta por dos capas, una interna adyacente a la luz y
al endotelio, llamada capa proteoglicana, por contener abundante tejido
conectivo no fibroso finamente reticulado, identificado como
proteoglicanos por microscopia electronica (Wight y Ross, 1975;
Richardson y col., 1988). En esta capa las fibras elasticas son escasas y
contienen aislados macréfagos y aisladas células musculares lisas de
fenotipo sintético (ricas en reticulo endoplasmatico rugoso). En cultivos
celulares, este fenotipo sintético, puede sintetizar una amplia variedad de
componentes de la matriz intercelular (Burke y Ross, 1979).

La otra capa, se encuentra por debajo de la capa de proteoglicanos y
adyacente a la media, se denomina musculoelastica, por la abundancia
de células musculares lisas y fibras elasticas, con mayor cantidad de
colageno que la anterior. Estas células musculares lisas son de fenotipo

contractil (ricas en miofilamentos) y organizadas en capas.
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Asi entre los componentes celulares mas importantes de la intima, se
encuentran las células endoteliales y las células musculares lisas. Los
macrofagos se encuentran aisladamente, y los mastocitos en arterias
normales se han descrito por varios autores (Sundberg, 1955; Pollak,
1957; Stary, 1990), pero son relativamente raros y no se encuentran en
todas las personas. Por tanto, la poblacién de mastocitos es baja pero,
conforme progresa el proceso arteriosclerotico, su numero aumenta,
como ocurre con los macrofagos y los linfocitos T. El citoplasma de los
macrofagos contiene granulos con una serie de mediadores, como la
histamina o las citoquinas, asi como dos proteasas principales: triptasa y
quimasa, que tienen que activarse para liberar el contenido de sus
granulos. Dependiendo del tejido y el tipo de estimulacion, varia el grado
de degranulacion del mastocito, que es completa en caso de shock
anafilactico o parcial y reiterado en las placas de ateroma. La mayoria de
los mediadores liberados por los mastocitos activados tienen propiedades
proinflamatorias (Lindstedt y Kovanen, 2004). El grado de degranulacion
de los mastocitos es mayor en las areas con abundante infiltrado
inflamatorio, macréfagos y linfocitos T, lo que sugiere que la activacion y

la degranulacion de los mastocitos es de origen inflamatorio.

Las células endoteliales forman una capa continua de células poligonales,
alargadas y aplanadas. El eje longitudinal de la célula endotelial esta
orientado en la direccion del flujo, a excepcion de las areas de flujo
turbulento y desplazamientos suaves de cizalla. La superficie luminal esta
revestida por un glucocaliz, con una variedad de receptores de membrana
para LDL nativo y modificado (Fogelman y col., 1988), insulina (Bar,
1982) e histamina (Simionescu y col., 1982), con un recambio de células

endoteliales variable y que disminuye con la edad.

El endotelio arterial es permeable a todas las proteinas plasmaticas. La
frecuencia de transporte de las lipoproteinas y de otras macromoléculas a
través del endotelio, parece ser dependiente de las concentraciones

plasmaticas y del tamafio y carga de las particulas o proteinas, asi como
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de la localizacion a lo largo del arbol arterial, de la edad, de la presién
sanguinea y del tono vascular del individuo (Huttner y col, 1973a, 1973b).

El endotelio sano tiene propiedades de trombo-resistencia, actia como
una barrera de proteccion anticoagulante, por el contenido de
trombomodulina en la membrana plasmatica luminal y su habilidad para
unirse a la trombina (Owen y Esmon, 1981), por lo que ésta pierde su
capacidad hemostatica (conversion del fibrindbgeno en fibrina y activacion
plaquetaria). EI complejo trombomodulina-trombina, activa a la proteina C,
gue se une como cofactor a la proteina S producida por el endotelio, e
inactiva el factor Va de la coagulacion y el factor VIII. Asi pues, metaboliza
rapidamente agentes que agregan plaguetas, y sintetiza y secreta
prostaciclina (PGI2) (Thorgeirsson y Robertson, 1978) y activador del
plasminégeno (PA) (Levin y Loskutoff, 1982), el cual activa la plasmina y
promueve la trombolisis. Por el contrario, el endotelio también produce
agentes que promueven la coagulacion como el factor tisular (FT), el
factor de Von Willebrand y el inhibidor del activador del plasminégeno
(PAI) (Davignon y Ganz, 2004).

El endotelio arterial normal no permite la adherencia de grandes niumeros
de leucocitos. Sin embargo, en estudios que muestran activacion de
células endoteliales de venas umbilicales humanas, con citoquinas, tales
como interleucina-1 y factor de necrosis tumoral (FNT), o LDL oxidadas,
hay un incremento de la adherencia de leucocitos debido a la expresion
de moléculas de adherencia especificas de leucocitos (Bevilacqua y col.,
1987; Rothlein y col., 1986; Berliner y col., 1990).

Por otro lado, las células endoteliales normales son muy importantes en la
regulacion del tono vascular. Las células endoteliales adrticas porcinas y
humanas, y las células musculares lisas, sintetizan y secretan 6xido
nitrico (NO) y PGI2. Esto previene la agregacion plaquetaria y causa
vasodilatacion por su capacidad para estimular la produccion de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) (Moncada y col., 1977; Spector, 1988). El
oxido nitrico se produce a partir de la oxidacién del nitrogeno terminal de
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la guanidina de la L-arginina, a través de la sintasa endotelial del 6xido
nitrico (eNOS), que convierte la arginina intracelular en citrulina y éxido
nitrico (NO). La acumulacion del calcio intracelular, inducido por los
neurotransmisores, estimula la eNOS. El éxido nitrico se estimula por el
estrés tangencial (fuerzas de cizalla) del arrastre del flujo sanguineo, con
lo que adecta la luz de los vasos. También secretan otra sustancia

llamada factor relajante derivado del endotelio.

Las células endoteliales provocan vasoconstriccion a través de un péptido
llamado endotelina, por activacién de los canales dependientes de calcio
en las células musculares lisas; la angiotensina Il y el tromboxano A2.
Asimismo, participa en el catabolismo de los triglicéridos y de las
particulas ricas en lipidos, a través de la lipoprotein-lipasa extrahepatica.
Y finalmente, es capaz de transformar los impulsos mecanicos en sefiales
bioldgicas, y dada su estratégica posicion, detecta la presencia de una
serie de estimulos sistémicos modificando su funcidn en respuesta a los

mismos (Verma y Anderson, 2002).

El engrosamiento normal de una arteria debe reconocerse dentro de un
rango cuantitativo amplio, llamado ratio media. Este ratio en arterias
normales de humanos puede variar desde 0’1 a 1 (Stary, 1987). En
muestras obtenidas de arterias de sujetos sanos de todas las edades, y
en animales, se han encontrado segmentos gruesos. Estos
engrosamientos pueden ser focales (excéntricos) o de forma mas extensa
(difusos), y representan adaptaciones fisioldgicas a los cambios de flujo y
de tensibn en la pared. Las estructuras de estos engrosamientos
adaptativos estan compuestas por elementos normales, a diferencia de
los cambios arterioscleroticos, descritos mas adelante, y son regiones

propensas a la formacion de arteriosclerosis (Stary y col., 1992).

1.1.2. Lesiones tempranas

En segundo lugar (Stary y col., 1994), definen la estria grasa inicial y las

lesiones intermedias (tipo I, Il, lll). Ambas lesiones de los tipos | (lesion
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inicial) y I, representan pequefios depdsitos lipidicos (lipoproteinas y
ésteres de colesterol) en la intima arterial, y el tipo Il incluye aquellas
lesiones generalmente llamadas “estrias grasas”, siendo visibles por lo
general a simple vista como estrias amarillentas sobre la superficie de la
intima. Los cambios en la composicién de la matriz y arquitectura de la
intima, son minimos o0 ausentes. Hay pequefios grupos aislados de
macrofagos cargados con gotas lipidicas (células espumosas) en el tipo I.
Microscopicamente el tipo Il consiste en capas de células espumosas
macrofégicas estratificadas, y en menor cantidad células musculares lisas
ricas en reticulo endoplasmatico rugoso (fenotipo sintético) cargadas de
lipidos. Se han identificado también linfocitos T, pero en menos cantidad
que los macrofagos, y células “mastoides” aisladas. Estas lesiones estan
ya presentes en lactantes (Stary y col., 1994). La capacidad de los
macrofagos para acumular grandes cantidades de lipidos depende de la
expresion de sus receptores “scavenger” o basureros (Matsumoto y col.,
1990; Yla-Herttuala y col.,, 1991). Asi se ha observado que la
hipercolesterolemia causa incremento de la adherencia de monocitos al
endotelio en animales de experimentacion, en cerdos (Gerrity, 1981),
palomas (Lewis y col., 1985), conejos (Rosenfeld y col., 1987) y monos
(Faggiotto y col., 1984), particularmente sobre regiones propensas de la

intima.

Es evidente que ciertas lesiones tipo Il avanzan a tipo lll, representando
éstas una lesion intermedia (pre-ateroma), con las lesiones mas
avanzadas. En este tipo, hay aislados acumulos de lipidos extracelulares,

por debajo de las capas de macréfagos.

Las lesiones arterioscleroticas son consideradas avanzadas por criterios
histoldgicos, cuando las acumulaciones de lipidos, células y componentes
de la matriz, incluyendo minerales, provocan una desorganizacion
estructural, dafio y engrosamiento de la intima, con deformidad de la
pared arterial. Estas lesiones arterioscleréticas pueden progresar sin
comprometer la luz debido a la dilatacion compensadora del calibre

vascular, lo que se denomina remodelacion positiva (Glagov y col., 1987).
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1.1.3. Lesiones avanzadas

En tercer lugar, las lesiones avanzadas, como se ha comentado
previamente se dividen en tres tipos: IV, V y VI. Las lesiones tipo IV
(ateroma) presentan una acumulacion extensa y bien definida en la intima
de lipidos extracelulares (core lipidico), de tipo excéntrica, con
desorganizacion de la intima. Entre el core lipidico y la superficie
endotelial, la intima contiene macrofagos y aisladas células musculares
lisas, con y sin inclusiones lipidicas, sobre todo en la periferia de la lesion,
inmersos en una capa rica en proteoglicanos, con minimo colageno, lo
que la hace susceptible a la formacion de fisuras (tipo VI), de ahi su gran
importancia en la clinica, al desarrollar complicaciones subitamente. Son

frecuentes desde la tercera década de la vida.

Debido a la desorganizacion del core lipidico en las células y en la
estructura de la matriz intercelular de la intima, se forma nuevo tejido
conectivo reparador formado por colageno y células musculares lisas
ricas en reticulo endoplasmico rugoso, dando lugar a la lesion tipo V. Los
capilares en los margenes del core lipidico pueden ser mas numerosos
qgue en el tipo IV. Asi pues, cuando el nuevo tejido es parte de una lesion
con core lipidico se denomina fibroateroma o tipo Va. Estos pueden
formar varias capas, con varios cores lipidicos separados por capas
espesas de tejido conectivo fibroso, amontonados irregularmente uno
sobre otro, llamado fibroateroma multiestratificado. El core lipidico mas
profundo y cercano a la media puede haberse formado el primero, lo cual
se explica por repetidas disrupciones de la superficie de la lesion,
hematomas y depdsitos trombdoticos. Si predominan depositos de
minerales, que reemplazan los restos acumulados de células muertas y
los lipidos extracelulares, se denomina tipo Vb o lesiones calcificadas. Y
si el core lipidico esta ausente o es minimo, se denomina tipo Vc o
lesiones fibroticas. Estas lesiones fibréticas pueden ser el resultado de

varios procesos, incluyendo la organizacion del trombo, la extension del
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componente fibroso de un fibroateroma adyacente o la regresion del core

lipidico. Son mas evidentes en arterias de extremidades inferiores.

Como en el tipo IV, las lesiones tipo V, pueden desarrollar fisuras,
hematomas y/o trombos (lesion tipo VI, lesiébn complicada), siendo
importante en la clinica por su morbilidad y mortalidad. Los factores que
juegan un papel facilitador de las disrupciones de la intima y trombosis,
son la presencia de células inflamatorias en las lesiones (Tracy y col.,
1985), la liberacion de sustancias téxicas y enzimas proteoliticas por
macréfagos (Steinberg 'y Witztum, 1990), espasmos coronarios
(Nobuyoshi y col, 1991), debilidad estructural relacionada con la
composicion de la lesion (Richardson y col., 1989) y la tension de la pared
arterial (Ku y col., 1985). Aunque el hematoma normalmente se forma por
erosion de la superficie de la lesion, también hay evidencia de hematomas
que se forman dentro de las lesiones por hemorragias debidas a los
nuevos vasos formados (Beeuwkes y col., 1990). Estas lesiones tipo VI,

son muy obstructivas y producen sintomas.

Un resumen de la evolucién y progresion de las lesiones arterioscleroticas

se muestra en lafigura2 ayb.

(@] 1&\197 artexy at N
S -prone 1 tion Typell lesion

Adaptive
thickening
(mooth muscle)

—Macrophage
?gaxn Jca/enf.

, Small pools of
extracallular
Bpad

Fig. 2a. Esquema de la evolucién y progresion de las lesiones arterioscleréticas

en un corte transversal del vaso (Stary y col. 1995).
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Tipo | (lesion inicial)
células espumosas
aisladas

Tipo Il (estria grasa) acumulo
de lipidos intracelulares

Tipo lll (intermedia) tipo 1l &
pequefios depositos de lipidos
extracelulares
Tipo IV (ateroma) tipo Il & core
Lipidico extracelular

Tipo V (fibroateroma) core

lipidico & capa fibrética, o
miltiples cores lipidicos &
capas fibréticas, o

principalmente calcificadas o
principalmente fibréticas

Tipo VI (lesién complicada) fisura
en la superficie, hematoma-

hemorragia, trombo —>

Fig. 2b. Desarrollo de las diferentes estadios de las lesiones aterogénicas (Stary

y col. 1995).

En la figura 2b se ilustra la transformacion de hematoma y/o trombo a
tejido fiboromuscular, con incremento en el engrosamiento de la capa del
tipo V. Asi una lesion puede ir repetidamente incrementando el grado de

oclusion, pasando temporalmente al tipo VI.
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1.1.4. Nomenclatura actual

Por ultimo, y en cuarto lugar, hace unos afios han actualizado la
clasificacion histologica de las lesiones arterioscleroticas (Stary, 2000),
surgiendo como una necesidad ante el estudio de varias autopsias. Asi
pues, las lesiones morfolégicas que fueron catalogadas como tipos Vb
(lesiones calcificadas) y Vc (lesiones fibrgticas), son reemplazados al final
de la secuencia como lesiones tipo VIl y VIII. Este cambio refleja mucho
mejor las direcciones en las cuales, los tipos de lesion pueden cambiar
morfoldégicamente. Esto es en parte consecuencia de los resultados de
varios grupos de investigacion con animales de experimentacion y
estudios de regresion (Stary, 1999), al disminuir drasticamente los altos
niveles lipidicos sanguineos y observar los cambios histologicos. En estos
estudios las lesiones morfol6gicas similares a los tipos IV y V humanas (el
tipo VI no se ha detectado en animales), conducen a las asignadas como
VIl 'y VIII. Ademas, debe afnadirse que la composicion histologica
designada como tipos VII y VIII también puede ser producida por

procesos distintos a la regresion lipidica (Stary, 1999).

En la clasificacion original, los cambios minimos (lesiones tipo II) se
subdividen a su vez, en lesiones originadas en arterias altamente
susceptibles al desarrollo de arteriosclerosis (tipo lla) y moderadamente

susceptibles (tipo IIb) con un desarrollo lento, o no del todo.
En la figura 3 puede observarse la Ultima y actual clasificacion, donde la

alta o moderada susceptibilidad de las arterias al desarrollo y progresion
de la lesion arteriosclerosa, se diferencia con flechas gruesas o delgadas.
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Fig. 3. Clasificacion actual de la evolucién de las lesiones arterioscleréticas
(modificado de Stary y col. 2000).

Intima de arterias altamente susceptibles Intima de arterias moderadamente susceptibles

!
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Il, multiples capas de células espumosas

f

I, células espumosas aisladas

I, aislados lipidos extracelulares

}

IV, core lipidico extracelular

V, capas de tejido fribromuscular

> VI, fisura, hematoma, trombosis

> VII, calcificacion predominante

VIII, tejido fibroso predominante

\ 4

1.2. ENFERMEDAD ATEROTROMBOTICA

La arteriosclerosis, principal causa de enfermedad arterial coronaria, es
una respuesta exagerada de la pared vascular a las agresiones,
caracterizada por inflamacion crénica y proliferacion fibrocelular o, mejor,

consecuencia de un proceso inflamatorio cronico desarrollado como
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respuesta a multiples estimulos, en el que se suceden episodios de dafio
y reparacion tisulares, con participacion de diversos mediadores quimicos,
generalmente en el contexto de una dislipidemia, condicionado por
factores genéticos y mecanismos hemodinamicos. EIl proceso se inicia
por un dafio endotelial con aumento de su permeabilidad y activacion
celular, lo que da lugar a una insudacién de plasma y una atraccion de
monocitos, acompafadas o seguidas de proliferacion y migracion de las
células musculares lisas (CML) con sintesis de matriz colagena. Y tienden
a desarrollarse en éreas con endurecimiento adaptativo preexistente de la
intima, en lugares de esfuerzo inducidos por movimientos de oscilacién o
desplazamiento suave de cizalla (arbol coronario, bifurcacion carotidea,

aorta abdominal).

Como se ha descrito en el apartado anterior, la lesion arteriosclerética
(ateroma) es un engrosamiento focal asimétrico en la capa mas profunda
de la arteria, la intima. Esta formado por un core, con células espumosas
y acumulos de lipidos extracelulares, rodeado por una capa delgada de
células musculares lisas y una matriz rica en colageno. Linfocitos T,
macrofagos y células mastoides infiltran la lesion, sobre todo en el
hombro del ateroma, donde el casquete es mas fino. Estas células
inmunes presentan signos de activacion y producen citoquinas

inflamatorias.

Desde el punto de vista clinico, esta enfermedad se debe considerar una
entidad patolégica Unica que afecta a distintos territorios vasculares:
coronario, cerebral y vascular periférico. El conocimiento de la
enfermedad ha superado el concepto de oclusion progresiva de la luz de
la arteria coronaria por el continuo crecimiento de las células musculares
lisas en la placa, para dar paso al reconocimiento de que la rotura de la
placa y la trombosis superpuesta (aterotrombosis) son las causas
principales de los sindromes coronarios agudos (SCA) y la muerte por
causas cardiovasculares. En consecuencia, el principal determinante de
esta enfermedad es la composicion de la placa (como determinante del

riesgo de rotura), mas que la estenosis luminal (Corti y col., 2001).
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Cuando se hablaba de placas que dan lugar al infarto, siempre se referian
a placas con un gran contenido de grasa y un casquete fibroso fino. Pero
esto no siempre es asi, pues hay placas que no tienen grasa y dan lugar a
infartos y a otros accidentes vasculares, datos basados en estudios con
resonancia magnética en humanos (Fayad y Fuster, 2001). Asi pues, las
dos terceras partes de los SCA se deben a la rotura de placas
aterotromboticas de alto riesgo con formacion superpuesta de trombos, y
en la tercera parte de los SCA, especialmente en los cuadros de muerte
subita por causas coronarias, no hay rotura de una placa aterotrombotica,
sino la erosion endotelial superficial de una lesion intensamente
estendtica y fibrosa, junto con una hipercoagulabilidad de la sangre. Los
procesos de rotura de la placa ocurren con mayor frecuencia en varones
menores de 50 afios, mientras que los de erosién se producen con igual
frecuencia en varones y mujeres de estas edades. El proceso erosivo se
encuentra incrementado en pacientes fumadores y afecta especialmente

a mujeres premenopausicas.

1.2.1. Rotura de la placa

Histologicamente, las lesiones con tendencia a la rotura (también
denominadas vulnerables o de alto riesgo) estan constituidas por una
zona central extensa de lipidos extracelulares, una acumulacion densa de
macrofagos, un numero reducido de células musculares lisas vasculares y
un casquete fibroso fino. Por lo que no es sorprendente que estas placas
tengan una estabilidad menor y una tendencia a la rotura mayor que las
placas fibrosas con coldgeno abundante. La rotura de la placa se suele
producir en el punto mas débil “hombro”, en donde el casquete es mas
fino y muestra una infiltracion mayor por células inflamatorias (Van Der
Wal y col., 1994). Una vez que la placa sufre la rotura, la zona central
lipidica sumamente trombdgena y con abundante factor tisular queda
expuesta al torrente sanguineo e inicia la formacién de un trombo
superpuesto, que da lugar a la oclusion vascular y la consiguiente

sintomatologia isquémica distal al mismo (Fuster, 1999). Las lesiones
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causantes de los sindromes coronarios agudos contienen muchos mas
macrofagos que las lesiones que producen una angina estable (el 14%
frente al 3% de placa ocupada por macréfagos). Los macrofagos son
capaces de degradar la matriz extracelular mediante fagocitosis directa y
mediante la secrecibn de enzimas proteoliticas (metaloproteinasas,
colagenasas, gelatinasas y estromelinasas) capaces de degradar tanto el
colageno como la lamina elastica de la placa aterosclerotica (Galis y
Khatri, 2002). Ademas los macrofagos también secretan citoquinas y
factores quimiotacticos, que atraen un mayor ndmero de
monocitos/macréfagos, células T y células cebadas o mastocitos al nucleo
ateromatoso. Junto con la generacion de productos toéxicos (radicales
libres y productos de la oxidacion de los lipidos), estas enzimas facilitaran
el dafio de la pared vascular y contribuiran a debilitar la cubierta fibrosa
predisponiéndola a la rotura.

Hoy dia, sin embargo, no se puede hablar del término de placa vulnerable
en si misma, pues no hay una placa vulnerable, sino muchas. Asakura y
col. (2001), demuestran mediante angioscopia como hay varias placas
vulnerables, no solo en la arteria responsable del infarto, sino también en

el resto del lecho coronatrio.

A lo largo de los ultimos decenios, los estudios anatomopatoldgicos han
demostrado un nimero aumentado de vasa vasorum en las lesiones
ateroscleroticas avanzadas, con un aumento de densidad de
microcapilares en el “hombro” de la placa en lesiones con hemorragia
interna y en fibroateromas con débil capa fibrosa, asi como en lesiones
con elevada infiltracion de macrofagos (Moreno y col., 2004). Estas
observaciones ponen de manifiesto la relacion entre la inflamacion y la
neovascularizacion. La angiogénesis contribuye pues, a la inestabilidad
de las placas debido a una mayor exposicion local a fuerzas mecanicas
en areas de neovascularizacién, y a un aumento de infiltracion de
monocitos/macrofagos favorecido por la existencia de células endoteliales
activadas (que expresan proteinas de adhesion) en los neocapilares

(Kockx y col.,, 2003). Se ha postulado también que las células
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progenitoras presentes en la placa o circulando por la sangre,
provenientes de la médula 6ésea, podrian dar origen a estos neocapilares.

A diferencia de lo que ocurre con la mayor parte de las placas coronarias
de alto riesgo, las placas carotideas de alto riesgo son considerablemente
mas estendticas. No presentan muchos lipidos, sino que son bastante
heterogéneas y muy fibrosas. En la arteria carétida se pueden dar tres
mecanismos: por placas de gran contenido en grasa que se rompen, por
un problema de hipercoagulabilidad de la sangre o, lo mas frecuente, por
placas muy fibroticas que estenosan mucho el vaso. En este ultimo caso,
la placa se rompe entre la media, donde estan los vasa vasorum, y
produce el accidente cerebrovascular, bien porque un hematoma parietal
protuye y completa la obstrucciéon vascular, o bien porque se abre a la luz
del vaso y emboliza un coagulo. Probablemente juegue un papel
importante la energia cinética de la sangre durante la sistole, que con el
impacto en esa zona fibrosa y estenosada produce mucha mas vibracion
en la pared, lo que puede dar lugar a la diseccién, la rotura de vasa
vasorum, el hematoma de pared y el -consiguiente accidente
cerebrovascular agudo (Glagov y col., 1988). Sin embargo, en el territorio
coronario, la mayor parte del flujo coronario ocurre en diastole y no existe
por tanto esa energia cinética suficiente para romper una placa muy

estenosada.

La aorta toracica tiene placas con una proporcion elevada de lipidos
extracelulares y se caracterizan por un casquete con un mayor contenido
de macréfagos que de células musculares lisas. Estas placas se pueden
romper, formar un codgulo y dar lugar a un accidente cerebrovascular
idiopatico. La caracterizacion reciente de la placa adrtica mediante
resonancia magnética ha confirmado su elevado contenido en lipidos
(Fayad y col., 2000).

En la circulacion periférica, las placas de alto riesgo de las extremidades
inferiores, parecen ser muy estenoticas y fibrosas (Ouriel, 2001), por lo

qgue la sangre circula a gran velocidad por un tunel y debido al “efecto
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Venturi” arrastra el endotelio. Esto asociado a la hipertrombogenicidad de
la sangre en la enfermedad arterial periférica, es el principal factor que
contribuye a los sindromes isquémicos agudos (dolor isquémico subito,
gangrena). Esta relacion estd apoyada por la elevada prevalencia de
causas conocidas de un estado hipertrombdtico de la sangre, como la
diabetes, el tabaquismo y la dislipemia (McDermott y col., 2001), en los

pacientes con enfermedad arterial periférica (Sambolay col., 2003).

1.2.2. Sangre vulnerable o de alto riesgo

En un tercio de los casos de los sindromes coronarios agudos, en
particular en la muerte subita, no se produce rotura de la placa
aterosclerdtica vulnerable, sino erosién superficial de la placa
moderadamente estendtica y fibrosa (Virmani y col., 2000), se identifica
como la pérdida de la monocapa endotelial en segmentos arteriales. En
estos casos la formacion del trombo depende principalmente de un estado
hipertrombogénico de la sangre provocado por una serie de factores
sistémicos, tales como la elevacion del colesterol-LDL, el tabaquismo y la

hiperglucemia (Rauch y col., 2001).

Observaciones recientes sugieren que la hipertrombogenidad asociada a
estos factores podria deberse a la activacion de interacciones leucocito-
plagueta asociadas con la liberacion de FT y la activacion de la trombina.
Hay estudios donde se ha asociado valores elevados de FT en sangre
con hipertrombogenicidad en pacientes con angina inestable vy
enfermedad coronaria cronica, y se ha demostrado también que las
concentraciones sanguineas de factor tisular predicen el resultado en los
pacientes con angina inestable (Soejima y col., 1999). Ademas los
macréfagos apoptoticos, las microparticulas y las CML activadas
(Llorente-Cortes y col.,, 2004) presentes en la placa aterosclerdtica
parecen ser una fuente de microparticulas de FT y, por tanto, podrian

contribuir a la complicacion aterotrombotica.
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Asi pues, en individuos diabéticos, hipercolesterolémicos y fumadores, se
activan las células blancas en sangre, las cuales se vuelven apoptéticas,
los monaocitos liberan factor tisular a la sangre, y esto unido a los citados
factores de riesgo, hace la sangre muy hipercoagulable, tanto que basta
gue haya una arteria sin endotelio para que se produzca un coagulo de

sangre.

1.2.3. Disfuncion endotelial

El endotelio ha sido intensamente estudiado desde hace unos veinte
afos, fecha en la que se comenzd a conocer que era una membrana
biolégica muy activa. En 1980 se descubrié la existencia de un factor
difusible desde el endotelio que tenia capacidad vasorrelajadora
(Furchgott y Zawadzki, 1980), y posteriormente se identific6 este factor
como Oxido nitrico (Moncada y col., 1988), el cudl regula el tono vascular,
reduce el grado de activacion de plaquetas y leucocitos impidiendo su

agregacion y adhesion a la pared del vaso.

Sin embargo, esta funcion endotelial dura unos 30 afos, al cabo de los
cuales comienza un proceso lento y progresivo de muerte y regeneracion
celular. La continua influencia de la presion tangencial, el estrés oxidativo
y los factores de riesgo cardiovasculares, como la hiperlipemia, la edad, la
hipertension, la diabetes y el tabaquismo, aceleran el envejecimiento de
las células endoteliales, y por tanto, el proceso de regeneracion, con
menor actividad. El endotelio experimenta cambios que dan lugar a un
aumento de su permeabilidad, al paso de diferentes sustancias desde la
sangre al interior de la pared del vaso, junto con una disminucion de la
sintesis y liberacion del o6xido nitrico, de forma que estimulos
vasodilatadores inducen vasoconstriccion o bien vasodilatacion muy
pobre, por lo que se altera el equilibrio fisiolégico con un claro predominio
de los agentes vasoconstrictores.

Habitualmente las lipoproteinas de baja densidad (LDL) entran a través de

las uniones intercelulares de la pared arterial y se acumulan en el espacio
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subendotelial en cantidades que son reguladas por el endotelio. Cuando
existe una elevacion de las concentraciones plasmaticas de LDL y el
endotelio lesionado se hace mas permeable, con una mayor infiltracion
lipidica, se produce un aumento de la presencia de estas particulas en la
pared. Debido a la tendencia de las LDL a unirse a los proteoglicanos, se
incrementa su tiempo de residencia en el espacio subendotelial (Tozer y
Carew, 1997) y aumenta la probabilidad de oxidacion, por la produccion
de radicales libres del endotelio adyacente, por células del musculo liso
y/o macroéfagos aislados (Morel y col., 1984), con lo que se producen LDL-
oxidadas (LDLox). Estas pueden activar al endotelio (Rangaswamy y col.,
1997), estimular la expresion de moléculas de adhesion (Van der Wal y
col, 1992) y la secrecion de factores quimiotacticos, como la proteina
guimiotactica para monocitos (MCP-1), incrementando la adhesion y
migracion de células circulantes y de células del musculo liso hacia la
intima. La LDL-oxidada es rapidamente captada por los monocitos a
través de un receptor scavenger o basurero, con capacidad de inhibir la
motilidad de los macrofagos, y los induce a producir citoquinas
proinflamatorias. Este receptor basurero, al no estar regulado por el
contenido de colesterol intracelular, da lugar a una sobrecarga de lipidos
en los macrofagos y las células del masculo liso, formandose “las células
espumosas”, célula prototipica en la aterosclerosis.

En el interior del nucleo de la célula endotelial existe un sistema llamado
“REDOX”, son unos receptores como el Toll-Like 4 (TLR4) y el NF-kB, que
se manifiestan en el endotelio dafiado. Estos receptores hacen que se
liberen unas proteinas en el endotelio, que son moléculas de adhesion
gue atraen a los monocitos, la molécula de adhesion celular vascular-1
(VCAM-1) y la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1). Los
monocitos penetran y limpian el vaso de la grasa —si no es excesiva-
ayudados por el HDL. El problema surge cuando la cantidad de grasa
entrante es muy elevada, entonces el mecanismo de defensa se convierte
en enfermedad, porque entran demasiados monocitos y se crea alli una

laguna de monocitos activos que inician la propia enfermedad vascular.
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De todos los estudios realizados con las proteinas de adhesion que se
liberan para atraer al monocito cuando hay dafio endotelial, el VCAM-1 es
la proteina mas importante que atrae al monocito como mecanismo de
defensa. Solo el ICAM-1 tiene una cierta especificidad, y aunque existe un
gran margen de error, puede ser un marcador de dafo endotelial cuando

esta muy elevado.

Dentro de la respiracion celular, se produce el estrés oxidativo, con la
presencia de los denominados radicales libres de oxigeno, que son
pequefias particulas con uno o mas electrones no pareados. Entre ellas

se encuentran el superoxido (O7) y el hidroxilo (OH").

La produccion exagerada de radicales libres tiene un gran protagonismo
en la disfuncion endotelial (Koppenol y col., 1992). El anion superéxido
reacciona rapidamente con el NO, lo inactiva y da lugar al peroxinitrito,
esto promueve la degradacion oxidativa de un cofactor necesario para la
eNOs, la tetrahidrobiopterina (H4B). El desacoplamiento que se produce,
da lugar a més produccién de anién superéxido, en detrimento de la de
NO. Se produce asi, un circulo vicioso con cada vez una mayor
produccion de radicales libres y una menor disponibilidad de NO. Su
produccion aumenta por estimulos proaterogénicos, como la angiotensina
I, el estiramiento mecanico y las citoquinas proinflamatorias.

El estrés oxidativo desencadena también el proceso de lipoperoxidacion,
considerado como el fendmeno bioguimico que inicia el proceso
arteriosclerotico, como se ha comentado previamente, con lo que la
LDLox es citotdéxica para las células endoteliales, inhibe la respuesta
vasodilatora de los agentes que actian a través del NO y favorece la
agregabilidad plaquetaria. Por otra parte, el estrés oxidativo puede afectar
la expresion genética de varias moléculas: eNOs, VCAM-1, asi como de la
proteina quimiotactica de los monocitos (MCP-1), (Landmesser y col.,
2004).
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1.2.4. El monocito y los * vasa vasorum”

Una vez que los factores de riesgo producen el dafio endotelial, se inicia
la entrada del colesterol de baja densidad y se pone en marcha el
mecanismo de defensa; mediante receptores en los que la genética, como
se vera mas adelante juega un papel muy importante, se generan en el
endotelio proteinas del tipo ICAM, VCAM, P-selectina..., que atraen al
monocito hacia el interior del vaso para intentar sacar el exceso de grasa.
Este mecanismo de defensa es el que propicia la ruptura de la placa,
pues el mecanismo de defensa se ve superado y se excede, va
demasiado lejos, y no puede evitar que entren mas monocitos de los que
en realidad se necesitan. El proceso en ese comienzo de la enfermedad
crece excéntricamente, cosa que hizo pensar que no es un problema de
la intima, sino de la parte externa de la arteria, preservando la luz
vascular (remodelado positivo), y cuanto mas excéntrica es la placa, mas
grasa contiene, completamente contrario a lo que antes se pensaba.

En los aflos 1960 y 1970 ya se apuntaba que la media y la adventicia eran
importantes en esta enfermedad, pero no se disponia de la tecnologia
actual, y se enfoco todo al coagulo que se formaba por la ruptura de la

placa.

En estudios realizados (Moreno y col., 2004) se observa un fendmeno
proliferativo en la adventicia y en la media, con presencia de macrofagos
y de pequefios vasos. Llamé la atencién que en el enfermo diabético
estos vasos proliferan mas que en un individuo sin diabetes, y son muy
parecidos a los que se ven en la microangiopatia diabética. Son vasos
muy irregulares y con aberturas, lo que permitiria la salida de hematies,
que se comportarian como cuerpos extrafios y acudirian los macrofagos
con la mision de fagocitarlos. La diferencia es que el hematie es grande y
cuando sale de los “vasa vasorum” deja orificios también grandes, de tal
forma que, por donde ha pasado un hematie, el orificio permite la salida
de cuatro macrofagos, produciéndose asi un infiltrado celular que consiste
en conglomerados de macrofagos con hematies. Este proceso

inflamatorio, va avanzando hacia el depdésito de grasa de la intima, pues
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es probable que la intima haya llamado a estos vasos para que saquen la
grasa. En estudios sobre arterias coronarias humanas obtenidas de
corazones inmediatamente después de su extraccion durante
intervenciones de trasplante cardiaco (Juan-Babot y col., 2003) se ha
observado una importante formacion de neovasos en lesiones avanzadas
s6lo donde la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) era altamente significativo, y en términos cuantitativos
principalmente asociado con las células musculares lisas, siendo éstas las
productoras del VEGF.

La adventicia segun datos conocidos recientemente, se caracteriza por
ser una capa arterial con células multiformes o pluripotenciales, asi parte
de las células de la media son fibroblastos procedentes de la adventicia

qgue se han transformado en células musculares.

Estos macréfagos que penetran pueden liberar una serie de sustancias,
como el “factor de crecimiento de fibroblastos” que son muy destructoras,
su mision es destruir al hematie y el problema es que destruyen el tejido
de alrededor, como es la rotura de la capa elastica interna, con lo que el
vaso se relaja al perder su eficaz arquitectura, el lugar donde se
almacenaba la grasa queda mucho mas debilitado, pierde la cohesion, y
se puede producir facilmente una ruptura de la placa facilitada por lo que
en principio era un elemento de defensa. Por tanto, la ruptura de la capa
elastica interna se ve sobre todo en placas que se rompen a la luz, placas
de tipo VI. Asi pues, el nUmero de “vasa vasorum” y la ruptura de la capa
elastica interna, tienen mas importancia en la lesion que lo que
cladsicamente se consideraba fundamental, como era la cantidad de

lipidos en un areay la debilidad de la capa que envolvia esos lipidos.

1.2.5. Trombosis

La etapa final de la cascada inflamatoria tiene lugar cuando el contenido
de la placa con material altamente trombogénico, entra en contacto con la

sangre y se desencadena la trombosis, que es la base de las
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consecuencias clinicas mas graves de la aterosclerosis. En el afio 1996
se logré cristalizar el factor tisular y se demostré6 que en los trombos
recientes formados en accidentes coronarios agudos, habia una relacion
directa entre la cantidad de macrofagos y el factor tisular, en las placas de

ateroma.

El factor tisular se genera desde el macrofago y activa la via extrinseca de
la coagulaciéon, dando lugar a la sintesis de trombina, y ésta transforma el
fibrinbgeno en fibrina. La trombina llega a la plaqueta circulante y
probablemente es el estimulo mas importante que tiene dicha plaqueta.
Lo primero que se ve en el coagulo es una capa de fibrina, probablemente
generada por el factor tisular, y como consecuencia acuden las plaguetas
activadas. A su vez, el sistema de coagulacion de la plaqueta genera mas
trombina, y la trombina genera fibrina (las plaquetas sin una red de fibrina
no se mantendrian, se marcharian facilmente). En el momento que el
coagulo se hace oclusivo, su cola es de fibrina, porque se produce un

fendmeno de éxtasis que activa el sistema de coagulacion.

La explicacion de la liberacion del factor tisular es debido a que si el
macrofago tiene un gran contenido de LDL oxidado y el HDL no es
suficiente para sacarlo, este monocito entra en un proceso de suicidio, de
apoptosis en el que la célula va desapareciendo lentamente, algo muy
distinto al proceso de necrosis secundario a isquemia. Asi pues, en este
proceso de apoptosis se libera el factor tisular para su autodestruccion, es
decir, es un producto de liberacion residual, y no se libera por una célula
activa de defensa. Se ha visto que hay una relacién directa entre la
agresividad de la apoptosis y la cantidad de factor tisular que se libera
(Hutter y col., 2004).

Probablemente es un fenémeno biolégico muy importante en donde una
célula, en este caso un macréfago, cuando no puede cumplir su misién
porque esta llena de grasa, se suicida y se inicia la liberacion de
productos téxicos; como el factor tisular. Entonces, nos encontramos con

una célula muy activa que es el macrofago, que tiene como misién
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mediante los receptores “basureros” tomar el exceso de LDL oxidados; los
receptores PPAR (receptores activados por proliferadores peroxisémicos)
estdn en muchas células, son un complejo muy sofisticado y un
importante factor regulador del metabolismo de los carbohidratos y de los
lipidos, del que se conocen al menos tres tipos, pero lo que si parece
claro es que se encarga de lanzar el LDL oxidado fuera de la célula,
potencia el “transporte reverso de colesterol”, a la vez que da lugar a la
apoproteina E que activa el HDL para que recoja el exceso de LDL
oxidado. Este fendmeno de transporte es muy importante y complejo,
extrae el colesterol de tejidos extrahepaticos y lo moviliza hacia el higado
para su metabolizacion y eventual excrecion intestinal con los acidos
biliares (Ibafiez, 2010). Para que el monocito cumpla esta mision de
limpieza, tiene que haber una buena integracién de muchos receptores,
un sistema PPAR muy robusto, un transporte bueno, una apo-E que sea
adecuada y un HDL preparado para culminar el trabajo. Cuando, debido a
condicionamientos genéticos, alguna de estas moléculas no existen, se
desarrolla una enfermedad aterosclerdtica muy agresiva. Si el monocito
esta alterado genéticamente, es muy vulnerable y no puede realizar su

labor de defensa.

Durante el fendmeno apoptético se liberan también metaloproteinasas
(MMP), familia de endopeptidasas que degradan proteinas de la matriz
extracelular, con la consiguiente degradacion de la placa fibrosa y la
complicacion de la aterosclerosis al favorecer la trombosis y la formacion
de aneurismas. Durante las fases iniciales, el remodelado de la matriz
extracelular representa un mecanismo compensador que evita la
estenosis arterial, mientras que en fases ulteriores del proceso
aterosclerotico, la degradacion de la capa fibrosa o la erosion endotelial
mediada por MMP favorece la rotura y la desestabilizacion, y promueve la
trombosis. Finalmente, la formacién de aneurismas representaria una fase
avanzada del proceso de remodelado arterial por degradacion de la matriz
extracelular mediada fundamentalmente por MMP-2 y 9 (Paramo y col.,
2005). Hay estudios (Orbe y col, 2003) donde se evidencia un incremento

significativo de MMP en lesiones avanzadas, sobre todo en &reas con alto
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contenido en macrofagos y, por tanto con mayor inflamacién, y la
inhibicién de las MMP podria contribuir a la estabilidad de la placa al

promover un incremento del contenido de colageno.

Por ello, la apoptosis de los macrofagos podria representar el vinculo de
union de la inflamacion y las complicaciones tromboticas que tiene lugar
durante la enfermedad aterosclerética (Littlewood y Bennett, 2003), pues
el factor tisular es el mecanismo mas importante de generacion de
trombina inducida por la inflamacion. Por otra parte, la exposicion al
torrente circulatorio del coldgeno subendotelial, tras la erosiéon de la
intima, conlleva activacion y adhesion plaquetarias, y con ello, la
secrecion de factores de crecimiento, trombina y citoquinas
proinflamatorias, como el ligando CD40; todos contribuyen a la migracion
y proliferacion de células musculares lisas y monocitos. Ademas las
plaguetas activadas liberan tromboxano A2 (TxA2), potente
vasoconstrictor y agregante plaquetario, que influird en la disfuncion
endotelial, y son capaces de inducir la expresion y secrecion de
guimiocinas por los monocitos, como MCP-1.

1.2.6. El crecimiento de la placa

A la placa que estenosa la luz del vaso, se ha llegado por distintos
caminos, pero el proceso mas frecuente e importante probablemente sea
la formacién de un coagulo, que no ha tenido una manifestacion clinica
evidente y que se organiza con tejido conectivo. Las técnicas de imagen
han ayudado mucho a comprender esta fisiopatologia, y la resonancia
magnética nuclear (RMN) de alta resolucién ha aparecido como una de
las posibles pruebas de imagen no invasivas para la definicion in vivo de
la placa aterosclerética, pudiendo diferenciar el casquete fibroso de la
zona central necrética (Yuan y col., 2002), observando que el grado de
estenosis no es una progresion paulatina, sino que cambia suUbitamente.
Se trataria de accidentes vasculares agudos recurrentes, en los que el
trombo se organiza y va estenosando mas y mas la luz del vaso,

pudiendo llegar a provocar angina.

34



Definicion histolégica y desarrollo de la lesion arteriosclerotica

El uso de gadolinio aporta informacion adicional debido a que facilita la
identificacion de la neovascularizacion en las placas aterotromboticas. Asi
la RMN pone de manifiesto que el coagulo se esta organizando y que se
sustituye por tejido conectivo, como se puede ver en estudios
experimentales (Worthley y col., 2000), cuya duracion es de unas ocho
semanas. En este estudio por primera vez, la resonancia magnética
proporciona informacion sobre el grado de evolucion del trombo,
utilizando dos modelos experimentales (conejo y porcino). Asi pues, se
obtienen datos que confirman que durante este periodo de organizacion,
el trombo es muy activo, porque actiia como un cuerpo extrafio en el que
penetran los monocitos activados, se liberan los factores de coagulacion,
el factor tisular, etc., y un trombo que ocurrid6 hace un mes, de nuevo se
puede complicar facilmente con otro trombo; lo que demuestra que en los
enfermos coronarios agudos, son las primeras ocho semanas donde
existe recurrencia trombatica, y es precisamente en este tiempo cuando el
coagulo se esta organizando y existe todavia actividad protrombatica.

Es importante pues, no solo disponer de informacion puntual sobre la
estructura y localizacion del proceso aterosclerético, con las nuevas
tecnologias como la RMN, sino conocer la progresion en el tiempo de las
lesiones vasculares y conocer los mecanismos celulares implicados en el

desarrollo del dafio vascular.

1.3. FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

La investigacion epidemiologica en los ultimos treinta afios ha establecido
un numero de factores de riesgo, que son comunes en pacientes que
presentan enfermedad aterosclerdtica. Entre los factores de riesgo de
mayor importancia se encuentran el tabaquismo, el sedentarismo, la
hipertension, las hiperlipemias, el estrés y la diabetes. Otros factores de
riesgo no modificables, son la propia anatomia vascular del corazon, la

predisposicion genética, la edad y el sexo.
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1.3.1. Factores de riesgo no modificables

1.3.1.1. Anatomia vascular del corazén

Desde el punto de vista hemodinamico, una zona vascular sin ninguna
curvatura ni bifurcacion, es un sistema de flujo laminar, antiadhesivo o
antiinflamatorio, ya que el NO que se libera evita la llegada del macréfago;
antitrombdtico por la liberacion de prostaciclina y del activador del
plasmindgeno tisular (tPA) que facilitan una inhibicién de las plaquetas y
un aumento de la fibrinolisis; y ademas, desde un punto de vista funcional,
hay una tendencia a la relajacion o vasodilatacion también por el NO. La
morfologia de las células endoteliales donde el flujo es laminar y uniforme,
es en forma elipsoide y alineadas en direccion al flujo. Todo esto se
complica por un problema reoldgico, ya que cuando en una zona de la
arteria existe una bifurcacion o una angulacién, se produce una
turbulencia de sangre con el consiguiente dafio endotelial. En esta zona
las células tienen una forma poligonal y no presentan una orientacion
especial. Estas Ultimas areas tienen una permeabilidad incrementada a
macromoléculas como LDL y son lugares preferentes para la formacion

de lesiones (Gimbrone, 1999).

1.3.1.2. Genética

La genética juega un papel fundamental en la transcripcion del llamado
sistema “REDOX”, que es quien realmente decide si el endotelio se inclina
hacia un proceso disfuncional, inflamatorio agresivo y aterogénico, o si
por el contrario se inclina hacia un proceso de proteccién. Es un sistema
muy sensible activado desde el interior del nucleo de la célula endotelial.
Hay unos receptores que se manifiestan en el endotelio dafiado, como el
Toll-Like 4 (TLR4) y el NF-kB, que deciden lo que va a ocurrir una vez
producido el dafio endotelial. Este sistema determina si van a entrar mas
0 menos monocitos, o0 si va a haber un proceso mas o menos inflamatorio
(Kim y col., 2001). Estos receptores del endotelio hacen que se expresen

unas proteinas, que son moléculas de adhesion que atraen a los
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monocitos (VCAM-1, ICAM-1 y E-selectina); éstos penetran y limpian el

vaso de la grasa (si no es excesiva), ayudado por el HDL.

Si el receptor Toll-Like 4 sufre un polimorfismo, resulta que el individuo
puede quedar protegido de la enfermedad. Si tiene una determinada
alteracion y el individuo toma una estatina, queda muy protegido contra la
enfermedad; la estatina junto con el receptor alterado previenen que entre
un exceso de grasa dentro de la arteria, y si no se utiliza la estatina la
evolucion es mucho mas problematica. Si existe lo contrario, una
sobreestimulacion del receptor y hay mucha grasa en la sangre, puede
dar lugar al desarrollo de una enfermedad muy agresiva. Se trata pues, de
“un sistema de equilibrio”, y lo mas justo se da cuando el receptor no esta

muy activado y ademas se le ayuda con una estatina.

Por otro lado nos encontramos con una célula muy activa que es el
macrofago, que tiene como misidn mediante los “receptores basureros”
tomar el exceso de LDL oxidado. Los receptores PPAR estan en muchas
células y es un complejo muy sofisticado del que se conocen tres tipos
(PPARa, PPARy y PPARB) implicados principalmente en la modulacion
de diferentes genes mediadores de la adipogénesis, del metabolismo
lipidico y de la homeostasia de la glucosa. Se encarga de lanzar el LDL
oxidado fuera de la célula, a la vez que da lugar a la apoproteina E que
activa el HDL para que recoja el exceso de LDL oxidado. Este fendmeno
de transporte, cuando debido a condicionamientos genéticos, falla algun
paso, se desarrolla una enfermedad aterosclerética muy agresiva. Es algo
parecido a la genética del endotelio, y aqui, si el monocito esta alterado
genéticamente, es muy vulnerable y no puede realizar su funcion de

defensa.

1.3.1.3. Edad

La frecuencia de la enfermedad cardiovascular aumenta con la edad en
ausencia de otros factores de riesgo, lo cual sugiere que la edad por si

misma puede alterar la funcionalidad vascular. En la circulacién arterial y
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en la aorta, gue estad mas expuesta a la presion pulsatil, la liberacién de
NO disminuye con la edad. La célula endotelial tiene una vida media de
unos treinta afos, al cabo de los cuales comienza un proceso lento y

progresivo de muerte y regeneracion celular.

1.3.1.4. Sexo

Hay investigaciones (Yassue y col., 1990) que han encontrado una
asociacion entre la respuesta vasoconstrictora a la acetilcolina en arterias
coronarias, con el sexo masculino y la edad de los pacientes. En el caso
de las mujeres, la deficiencia estrogénica caracteristica de la menopausia
puede inducir disfuncion del endotelio, con incremento del riesgo de
enfermedad cardiovascular en la mujer, por lo que se equipara al del
hombre. EI mecanismo responsable del efecto cardioprotector de los
estrogenos se debe a su efecto antioxidante, lo que redundaria en una
mayor biodisponibilidad del NO, y su efecto protector al inhibir la
capacidad de las LDL y reducir la inflamacién vascular (Mendelsohn y
Karas, 1999).

1.3.2. Factores de riesgo modificables

1.3.2.1. Tabaquismo

El consumo de tabaco actualmente debe considerarse como el principal
factor de riesgo coronario modificable mas importante de morbilidad y
mortalidad debida a coronariopatias. Segun datos clinicos y procedentes
de autopsias, fumar se asocia con la progresion rapida de esta
enfermedad y su grado de gravedad se relaciona directamente con la
dosis diaria y con la duracion del habito, y una reduccion del riesgo con el
abandono del tabaco, haciéndose casi equiparable a la de los no
fumadores al cabo de 10-15 afos, aunque es probable que el riesgo no

llegue a ser exactamente igual al de los nunca expuestos al tabaco.
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El mondxido de carbono y la nicotina procedentes del tabaco afectan a la
funcion endotelial y aumentan su reactividad, su vasoconstriccién y su
agregacion plaquetaria, de forma directa e indirecta. El tabaco aumenta la
liberacion de catecolaminas, que aumentan los valores de fibrindgeno y
potencian la actividad plaquetaria. Ademas, el tabaco induce un aumento
agudo de la presion arterial por la liberacibn de catecolaminas, una
reduccion de la resistencia vascular coronaria, una reduccion en la
liberacion de oxigeno, un aumento de los valores de homocisteina y de
proteina C reactiva (PCR), una reduccion de HDL y un mayor depdsito de
lipidos extracelulares en la placa aterosclerética, lo que puede implicar
una mayor vulnerabilidad (Leone, 2003). El riesgo asociado al tabaco
parece ser rapidamente reversible y esta directamente relacionado con
una respuesta causa-efecto, lo que sugiere que el tabaco induce procesos
agudos en la pared vascular (rotura de placa, trombosis vy

vasoconstriccion), mas que alteraciones aterogénicas cronicas.

1.3.2.2. Sedentarismo

El ejercicio regular, alrededor de un mes de iniciado el programa, puede
retrasar la evolucion de la placa y parece que proporciona proteccion
frente al infarto de miocardio y la muerte subita por enfermedad coronaria.
La préactica regular de ejercicio baja el LDL, aumenta los niveles de HDL y
produce un efecto beneficioso sobre los triglicéridos (TG). Este cambio
lipidico tiene un impacto positivo sobre el funcionamiento del endotelio y
produce un aumento de la biodisponibilidad de NO (Walther y col., 2004).
Lo curioso respecto a la intensidad del ejercicio es que los efectos no
dependen de la cantidad realizada, sino de la fatiga fisica que se alcanza.
Asi que, a igual grado de fatiga, aunque con diferente nivel de ejercicio,
corresponde el mismo impacto positivo respecto a la enfermedad

cardiovascular.

Sin embargo, el ejercicio brusco sin asiduidad y la activacion
neurohormonal simpatica que se asocian a éste, aumentan la liberacion

de catecolaminas y pueden precipitar el inicio de un infarto de miocardio a
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través de la rotura brusca de la placa, la activacion de plaquetas, y la

coagulacion y/o vasoconstriccion coronaria.

1.3.2.3. Hipertension

La hipertension arterial (HTA) aumenta el riesgo relativo del padecimiento
y la mortalidad por enfermedad cardiovascular. Son diversos los estudios
epidemiologicos, entre ellos el de Framingham, que han demostrado que
tanto la presion arterial sistolica como diastélica se asocian de manera
positiva, gradual y continua con los episodios cardiovasculares y
coronarios, independientemente de la edad, el sexo y la raza (Franklin y
col., 2001). La hipertension produce alteraciones subclinicas en los
principales érganos de la economia. El cerebro, el corazon, el rifion y las
grandes arterias presentan alteraciones precoces en el paciente
hipertenso que pueden ser detectadas y que son de gran importancia
pronéstica para el paciente. Aunque en los ultimos afios se han
desarrollado métodos fiables para la evaluacion de lesiones cerebrales
precoces, especialmente de las lesiones de sustancia blanca, y para
determinar lesiones ateromatosas muy precoces en las grandes arterias,
fundamentalmente en las carétidas, la presencia de hipertrofia ventricular
izquierda y de pequefias cantidades de albumina en la orina
(microalbuminuria) siguen siendo los principales indicadores de la lesion

de Organo diana.

El beneficio potencial de cualquier terapéutica antihipertensiva reside en
la capacidad de reducir la probabilidad de padecer una complicacion
cardiovascular mortal o no mortal, en un individuo concreto, mediante el
descenso de las cifras de presion arterial y, por tanto, de las fuerzas de
cizallamiento que actian sobre el endotelio arterial y promueven su
disfuncion, su lesién morfoldgica, el desarrollo de la placa de ateroma vy,

finalmente, la oclusién arterial por la formacion del trombo.

Diversos estudios han demostrado que los inhibidores de la enzima de

conversién de la angiotensina (IECA) y los antagonistas del receptor de la
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angiotensina Il (ARA 1l) favorecen la estabilizacion de la placa
aterosclerotica y la reduccion de episodios cardiovasculares. La
angiotensina Il provoca disfuncion endotelial e induce la expresion de la
molécula de adhesion VCAM-1, con lo que favorece la adhesion de
monocitos a las células endoteliales y se mantiene un estimulo
inflamatorio cronico, lo que contribuye a la formacion de las lesiones
ateroscleroticas. La inhibicion de los efectos de la angiotensina Il parece
afectar no so6lo a la progresion de la lesion aterosclerética y a la
vulnerabilidad de la placa, sino también a los mecanismos

desencadenantes del inicio de la enfermedad (Kon y Jabs, 2004).

1.3.2.4. Hipercolesterolemia

La existencia de alteraciones de la pared arterial fue reconocida por los
patologos desde la antigiedad. Leonardo da Vinci describié la presencia
de alteraciones degenerativas en los vasos sanguineos. En el siglo XVI,
Andreas Vesalio describié la existencia de aneurismas arteriales. En el
siglo XVIII las observaciones microscopicas de Giovanni Battista
Morgagni permitieron relacionar la presencia de lesiones ateromatosas
con enfermedad y Rudolf Virchow, en el siglo XIX, realiza las primeras
descripciones precisas del proceso situandolo en la intima arterial y
vinculandolo con la trombosis. En la actualidad las descripciones mas
detalladas del desarrollo de la enfermedad se deben a los trabajos de
Herbert C. Stary (Stary, 2000), que clasifica las lesiones en diversos
estadios evolutivos y en todos ellos desempefia un papel importante el
depdsito lipidico, por lo que no se entiende la arteriosclerosis sin infiltrado
graso en la pared arterial. El depdsito de lipidos en la pared vascular es
consecuencia de un desequilibrio en el trafico (entrada/salida) de
colesterol en la pared arterial. Mientras que el mecanismo de entrada esta
directamente relacionado con los valores de LDL, el reflujo o transporte
reverso desde la pared hasta el higado depende de los valores de HDL.

La dieta es el determinante fundamental del colesterol aterogénico, es

decir, el LDL. Tanto el exceso de calorias, como las grasas saturadas vy,
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posiblemente, las proteinas de origen animal tienden a elevar los niveles
de LDL.

La cantidad y calidad de las lipoproteinas plasmaticas es determinante del
desarrollo del proceso arterioscleroso y de su impacto en la aterogénesis.
La asociacion entre colesterol sérico y cardiopatia isquémica es conocida
desde hace ya muchos afos, concretamente el colesterol ligado a LDL es
uno de los principales factores desencadenantes de alteraciones en el
endotelio vascular, asi como del desarrollo y la progresion del proceso
aterogénico. Su disminucion en estudios de intervencion con estatinas se
ha asociado a una reduccion del riesgo de cardiopatia coronaria y a un
retraso en la progresion de la aterosclerosis coronaria, tanto en la

prevencion primaria como en la secundaria (La Rosa, 2003).

El transporte reverso de lipidos favorece la estabilizacion de la placa
aterosclerotica e incluso favorece su regresion. El papel protector frente a
la enfermedad aterosclerética de valores incrementados de HDL se ha
demostrado de forma experimental y en estudios de poblacion tanto
epidemiologicos como de intervencion (Badimon y col.,, 1990),
demostrando claramente la relacidon inversa entre HDL y riesgo coronario.
Entre los diferentes mecanismos de accion que se han postulado para
explicar los efectos antiaterogénicos de las HDL, los mas aceptados son
el transporte reverso del colesterol, el efecto antioxidante mediado a
través de la parooxonasa en la inhibicion de la oxidacion de las LDL, la
reduccion de los valores de expresion de las moléculas de adhesion
vasculares (selectinas, ICAM-1, VCAM-1, etc) que facilitan la adhesiéon de
los monocitos circulantes a la pared arterial y un incremento de la
capacidad fibrinolitica endégena. Adicionalmente, las HDL inducen la
produccion de prostaciclina mediante la induccion de ciclooxigenasa-2 vy,
por tanto, mejoran la homeostasis vascular contra la aterotrombosis
(Escudero y col., 2003).

Por otro lado, multiples ensayos clinicos han demostrado los efectos

independientes de las estatinas en cuanto a la reduccién de colesterol, al
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estabilizar las placas ateroscleréticas, mejorar la funcién endotelial,
disminuir el grado de inflamacion y reducir el riesgo de trombosis
(Badimon y Vilahur, 2011).

1.3.2.5. Obesidad

La obesidad es una condicion cronica que, por su creciente prevalencia y
la importancia de las complicaciones metabdlicas que supone, va a
representar en los préximos afios un auténtico problema de salud publica.
De hecho, en el afio 2000, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
declar6 la obesidad como la epidemia del siglo XXI. Puede considerarse
un sindrome de etiologia multifactorial, en el que se han implicado
multiples factores ambientales y genéticos. En la actualidad se define por
el indice de masa corporal (IMC) (peso en kilogramos dividido por el
cuadrado de la talla expresada en metros), que nos da una idea de la
corpulencia y se relaciona de forma aceptable con la proporcion de grasa
del individuo. Las personas con un IMC mayor de 25 kg/m? padecen
sobrepeso y tienen un riesgo aumentado de padecer enfermedades
cardiovasculares. Aquellos con IMC mayor de 30 kg/m?, son obesos con
riesgo elevado v, finalmente si el IMC supera los 40 kg/m?, el riesgo esta
muy aumentado. La distribucion de la grasa es un factor importante,
puesto que el riesgo para la salud es sustancialmente superior cuando la
distribucion de la grasa es abdominal (un perimetro abdominal elevado,
obesidad “en forma de manzana”), que cuando la distribucion es periférica

(“en forma de pera”).

La relacion obesidad/morbimortalidad cardiovascular es conocida desde
hace milenios. Hace mas de veinte siglos, HipoOcrates reconocio que la
“muerte subita es mas comun entre aquellos que son naturalmente
obesos que en los delgados”. La obesidad se asocia con frecuencia a la
aparicion de una serie de enfermedades y condicionantes que afectan a la
salud y a la calidad de vida, entre ellas destacan la hipertension arterial, el
accidente cerebrovascular, la diabetes mellitus tipo 2, la dislipemia, las

enfermedades cardiacas y de la vesicula biliar, la osteoartrosis, las
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enfermedades venosas de los miembros inferiores, la limitacién de la
movilidad, la gota, algunas formas de cancer, las alteraciones del suefio,
la depresion, la tension emocional, la baja autoestima, la discriminacion y
el aislamiento. La obesidad acelera pues la progresion de la
aterosclerosis coronaria, al alterar la funcion del endotelio y favorecer el
aumento de grasa, existiendo una asociacion positiva entre el IMC y la
concentracion plasmatica de LDL vy triglicéridos (TG), y una asociacion
inversa con la concentracion de HDL (Datillo y Kris-Etherton, 1992). Por
otro lado, el paciente obeso presenta en general una mayor
predisposicién a la agregabilidad plaquetaria y a la deposicién de fibrina, y
se ha observado que las concentraciones circulantes de inhibidor del
activador del plasminogeno tipo 1 (PAI-1) se relacionan con la magnitud
de las reservas grasas, y son por tanto mas elevadas en los pacientes
qgue presentan obesidad en relacién a los individuos con normopeso, y
disminuyen tras una pérdida de peso media (Svendsen vy col., 1996). Este
incremento de PAI-1 con la obesidad dificultaria la activacion del
plasminégeno y por tanto inhibiria su capacidad fibrinolitica, con
incremento del riesgo cardiovascular, ademas la sobreproduccion de PAI-
1 favorece la deposicion de fibrina en la pared vascular y la migracion de
las células musculares lisas, favoreciendo asi la formacion de las placas
de ateroma (Nordt y col., 1999). Se ha observado también una relacién
positiva entre el grado de adiposidad corporal y las concentraciones
séricas de proteina C reactiva, valores circulantes de ferritina, fibrinégeno
y de citoquinas proinflamatorias sintetizadas por los adipocitos como el
factor de necrosis tumoral-alfa (FNT-a), la interleucina-6 (IL-6), PAI-1 o la

leptina, provocando un minimo estado inflamatorio sistémico.

1.3.2.6. Hiperglucemia e hipertrigliceridemia post-prandial

Se han hecho estudios de funcion endotelial después de comer, al cabo
de seis horas y a las veinticuatro horas, y se ha observado que los
triglicéridos en sangre alteran el endotelio. Simplemente una comida rica

en grasa provoca un deterioro transitorio de la vasodilatacién inducida por
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el endotelio que no se normaliza hasta seis horas mas tarde (Davignon y
Ganz, 2004). Parece que este descenso de la vasorreactividad endotelial
estd relacionado directamente con el incremento transitorio de los
triglicéridos en el suero de forma post-prandial, no apreciandose cuando
se mide una trigliceridemia en ayunas, y es independiente del ulterior
deterioro de la funcidbn endotelial derivado del incremento de la

concentracion de colesterol en plasma.

La glucemia post-prandial ha demostrado ser también un factor de riesgo
independiente de complicaciones cardiovasculares, de modo que valores
comprendidos en el rango de 140-199 mg/dl incrementan en 1- 27 veces

el riesgo cardiovascular global.

1.3.2.7. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) y los estados prediabéticos son dos factores de
riesgo independientes de la aterosclerosis acelerada y, en consecuencia
de complicaciones cardiovasculares. La diabetes es una epidemia y sus
principales mecanismos bioquimicos involucrados en la disfuncion
endotelial se deben a los productos finales del metabolismo de la
glucosilacion, es decir, de la glucosilacibn no enzimética de proteinas
especificas de la pared vascular por un exceso de glucosa, provocando
una alteracion endotelial en su vertiente endocrina, al tiempo que facilita
la  permeabilidad de la barrera unicelular para agentes
proaterotrombdticos, con aumento de la secrecion de sustancias
vasoconstrictoras e hiperproliferativas, como la endotelina y la
angiotensina Il. Por otro lado, la adhesividad y la agregabilidad
plaguetaria estdn aumentadas, como consecuencia de un incremento de
la actividad del tromboxano A2 y de la expresion de los receptores llib-llla
por el fibrinégeno, una reduccion de la expresion de la antitrombina y la
proteina C (dos bloqueadores de la coagulacion) y un aumento de la
apolipoproteina A, homologa del plasmindégeno, con el que compite y

hace disminuir la fibrindlisis (Llyons, 1992).
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En trabajos realizados con monocitos humanos a los que se estimulaba,
se consiguié demostrar que se convierten facilmente en apoptéticos y
liberan vesiculas con grandes cantidades de factor tisular. EI monocito y
la célula neutrdfila se unen con la plaqueta, e incluso se identifico la p-
selectina de la plagueta y el CD 15 del monocito como los dos elementos
moleculares que unian uno con el otro. Asi la diabetes y los LDL
oxidados, estimulan el sistema inflamatorio de la circulacion en humanos,
por lo que los monocitos circulantes sobreestimulados hacen apoptosis
con liberacion de factor tisular, que se une a la plagueta y ésta se activa,
circulando asi la plaqueta por la sangre con una gran activacion del

sistema de coagulacion, lo que convierte a la sangre en hipercoagulable.

1.3.2.8. Homocisteina

La hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo independiente de la
enfermedad coronaria, el ictus, la arteriopatia de las extremidades
inferiores, la isquemia retiniana y las trombosis venosas. Entre las causas
de hiperhomocisteinemia, el déficit de acido félico es el mas frecuente v,
en segundo lugar, el déficit de vitaminas B12 y B6. En menor proporcion

existe una causa genetica.

Los estudios clinicos y experimentales sugieren que la homocisteina es la
responsable de la predisposicion a la arteriosclerosis y trombosis que
tienen los pacientes hiperhomocisteinémicos. La homocisteina tiene un
efecto citotoxico directo sobre las células endoteliales en cultivo y su
exceso altera la funcion endotelial, la cual mejora al disminuir la
concentracion de homocisteina con acido folico. La homocisteina
promueve la oxidacion de las LDL y la multiplicacion de las células
musculares lisas, disminuye la sintesis de ADN en las células
endoteliales, provoca una alteracion de los factores de la coagulacion y
aumenta la agregacion plaquetaria (Ueland y col., 2000).
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1.3.2.9. Sindrome metabdlico (asociacién de factores de riesgo)

Hoy dia se han desarrollado criterios para definir de una forma arbitraria
este conjunto de anomalias por parte de diferentes asociaciones, grupos y
entidades. Entre las distintas definiciones, la mas utilizada por su
simplicidad de aplicacion, al no focalizarse de manera prioritaria en una
sola alteracion y por el hecho de estar avalada por la literatura médica
americana, es el National Colesterol Education Program Adult Treatment
Panel 1l (ATP 1ll) (Giménez y col., 2006).

El sindrome metabdlico (SM) se caracteriza por la convergencia de varios
factores de riesgo cardiovascular en un solo sujeto, con un marcado
caracter de alteracidbn metabdlica subyacente. Estos factores de riesgo
metabdlicos consisten en: obesidad visceral, dislipemia aterogénica
(elevacion sérica de triglicéridos, apoproteina B, aumento de LDL,
descenso de HDL), elevacién de la presion arterial, elevacién de la
glucosa asociada a resistencia a la insulina, estado protrombético y
estado proinflamatorio. Su presencia en un sujeto duplica su riesgo de
presentar una enfermedad cardiovascular de origen aterotrombético y
quintuplica la probabilidad de que éste desarrolle diabetes mellitus tipo 2
en el futuro. EI mecanismo principal de este sindrome como denominador
comun, es la resistencia a la insulina (Goénzalez, 2006), en cuya genesis
juega un papel fundamental el tejido adiposo al segregar hormonas y
citoquinas, que provocan resistencia a la insulina e hiperinsulinemia,
como son: resistina, leptina, acidos grasos libres (AGL), FNT-a, IL-6 y
adiponectina (cuyos valores son inversamente proporcionales al grado de
resistencia insulinica). Provocan resistencia a la insulina tanto muscular
como hepatica, dando lugar a un hiperinsulinismo compensador que
consigue durante afos mantener la glucemia en valores normales.
Cuando este balance no se alcanza, aparece hiperglucemia, y por tanto,
intolerancia a la glucosa en ayunas, y posteriormente DM tipo 2

(Contreras-Leal y Santiago-Garcia, 2011).
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Esta falta de accion periférica de la insulina induce a un aumento de la
lipdlisis, y los TG se movilizan desde el tejido adiposo abdominal en forma
de éacidos grasos libres hacia el muasculo para su consumo y hacia el
higado, donde se sintetizan particulas de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL). Aumentan asi los AGL circulantes, e incrementan en el

musculo la resistencia a la insulina.

Paralelamente, la disminucién en la actividad de la lipoproteinlipasa en el
tejido adiposo no produce el aclaramiento de los triglicéridos de las VLDL,
por lo que también se acumulan lipoproteinas de densidad intermedia
(IDL) y LDL. La vida media de las particulas ricas en triglicéridos se
alarga, lo que favorece su exposicion a la proteina de transferencia de
ésteres de colesterol (CETP), que produce un intercambio de lipidos con
otras lipoproteinas. Las particulas VLDL reciben colesterol a cambio de
los triglicéridos que ceden. De esta forma se transfieren TG desde las
VLDL a las LDL y se produce un paso del colesterol de éstas hacia las
VLDL. Aparecen de esta forma, particulas LDL ricas en triglicéridos y
pobres relativamente en colesterol. Estas particulas al sufrir la hidrolisis
de los TG en el higado por la lipasa hepatica, disminuyen de tamafio e
incrementan su densidad: son las LDL “pequefias y densas” propias de

este sindrome y muy aterogénicas.

También las HDL sufren este intercambio de TG y colesterol con las
VLDL. Las HDL ricas en TG cedidos por las VLDL sufren la hidrolisis de la
lipasa hepatica y dan lugar a las particulas HDL pequefias y densas, con
escaso poder antioxidante y vida media mas corta, lo que lleva a un
descenso del colesterol unido a las HDL. De aqui, la asociacion entre la
hipertrigliceridemia e insulinorresistencia y descenso del colesterol unido
alas HDL.

La figura 4 resume los pasos que se producen en el sindrome metabdlico.
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Fig.4. Esquema de la dislipemia en el sindrome metabdlico (Ferreira y col., 2005).
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Por ultimo, la resistencia insulinica deteriora la funcién endotelial y es esta
alteracion la que conduce a la hipertension arterial, por desequilibrar el
tono endotelial hacia la vasoconstriccion. La insulina tiene efectos
presores a través de una estimulacion del sistema nervioso simpatico y
facilita la absorcion renal de sodio, promueve la hiperplasia de las células
de musculo liso de la pared vascular, e incrementa la sensibilidad de la
presion arterial al sodio de la dieta, aumenta la respuesta a la
angiotensina Il y facilita la acumulacién de calcio intracelular. Asi pues, la
resistencia a la insulina es mas prevalente entre hipertensos que en la
poblacion general, y esta asociada a una presion arterial superior y a una

mayor prevalencia de hipertensién (Ferreira y col., 2005).

1.4. BIOMARCADORES DE LESION ARTERIOSCLEROTICA

El término biomarcador se puede definir como cualquier variable medible
(sustancia en muestra clinica como sangre u orina, imagen tisular u

organica...) que permite reflejar procesos fisiopatolégicos, predecir
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eventos cardiovasculares futuros, indicar dafio orgénico, indicar
enfermedad o monitorizar la respuesta a un tratamiento, y que ademas

puede ser un factor causal.

La arteriosclerosis es una enfermedad inflamatoria, por lo que se ha
postulado que algunos marcadores de inflamacion circulantes podrian
utilizarse como factores predictivos de enfermedad cardiovascular en la
poblacién general. Se han descrito numerosos reactantes de fase aguda,
como la proteina C reactiva, el fibrindgeno, el PAI-1, la IL-6, TNF-a, la pro-
hormona péptido natriurético tipo B (proBNP), que se relacionan con un

riesgo cardiovascular aumentado.

1.4.1. PCR

A diferencia de otros biomarcadores, la PCR es mas sensible y estable.
La PCR es una proteina sintetizada por el higado en situaciones de
inflamacion o infeccion, pero también se produce a nivel local en las
células musculares lisas de vasos dafados, en respuesta a IL-6, IL-1 y
TNF-a. A pesar de la falta de especificidad diagnostica, su determinacion
reflejaria la presencia e intensidad de la inflamacion presente en la
enfermedad ateromatosa. En estudios prospectivos ha mostrado ser un
indicador de inflamacién sistémica y tener un claro valor predictivo en la
aparicion del primer evento cardiovascular, infarto de miocardio e ictus,
(Ridker y col., 2002). Por otro lado, en los pacientes coronarios, el
incremento de PCR es un marcador del riesgo de recurrencia y de un
peor prondstico (Biasucci y col.,, 1999). Como los valores de PCR
aumentan de forma notable (mas de 100 veces) con cualquier proceso
inflamatorio inespecifico, se aconseja para valorar su uso como indicador
de una inflamacion subclinica, descartar cualquier cuadro sistémico y

considerar un limite maximo de 1 mg/dL.

Con todas estas evidencias disponibles, la Asociacibn Americana del
Corazén (AHA) publico en 2003 unas recomendaciones que podemos
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resumir en los cuatro puntos siguientes: el mejor marcador disponible de
inflamacion en el proceso arteriosclerético es la PCR de alta sensibilidad;
la PCR se debe cuantificar mediante técnicas de alta sensibilidad,
debiéndose descartar procesos infecciosos o inflamatorios si los niveles
son superiores a 1 mg/dL; los puntos de corte que definen bajo, medio y
alto riesgo son > 0.05 mg/dL, 0.1 a 0.3 mg/dL y > 0.3 mg/dL; y la mayor
evidencia (tipo B) de su utilidad es en sujetos de riesgo intermedio

cardiovascular (del 10% al 20% a 10 afios) en prevencion primaria.

En el SM, la obesidad abdominal es el factor clinico mas importante que
determina los valores de PCR. Existen datos fisiopatoldgicos que
relacionan la obesidad con una situacion proinflamatoria, pues como se
ha comentado en el apartado anterior, los adipocitos viscerales son una
fuente de citoquinas proinflamatorias (TNF-q, IL-6) que a su vez estimulan
la secrecion hepatica de PCR, que es un marcador inespecifico de
inflamacion. En estudios prospectivos realizados a corto plazo en series
de pocos pacientes la pérdida de peso se acompafia de una disminucién
de los valores de PCR.

Por otro lado, tras tratamiento con estatinas, un tratamiento intensivo con
80 mg de atorvastatina en pacientes con enfermedad coronaria
documentada angiograficamente, comparados con un tratamiento
moderado con 40 mg de pravastatina, se ha observado un descenso
mayor de LDL y de los niveles de PCR en el tratamiento intensivo, junto
con una menor progresion del volumen de la placa de ateroma, lo que
sugiere una relacion entre ambos biomarcadores y la progresion de la

enfermedad (Nissen y col., 2005).

Recientemente Thongtang y col., 2013, estudian el mecanismo por el que
disminuye la PCR en un grupo de personas con dosis intensivas de
atorvastatina (80 mg) comparado con placebo, llegando a la conclusion de
que aumenta el catabolismo de la PCR, manteniéndose constante la

produccion de dicha proteina.
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1.4.2. Fibrinégeno

El fibrinbgeno es un importante determinante de la viscosidad sanguinea
y la agregabilidad plaquetaria. En numerosos estudios, el exceso de
fibrinbgeno plasmatico se ha mostrado como un potente predictor
independiente de la recurrencia de episodios -cardiovasculares en
aguellos individuos con enfermedad cardiovascular establecida y de
primeros episodios isquémicos en individuos sanos (Maresca y col.,
1999). Sin embargo, existen distintos factores que disminuyen la utilidad
clinica del fibrinégeno, entre éstos esta la gran variabilidad intraindividual
de sus concentraciones, el ser un reactante de fase aguda que aumenta
de forma inespecifica en las enfermedades inflamatorias, el estar
influenciado por factores ambientales, tales como la actividad fisica, la
pérdida de peso y el consumo moderado de alcohol, que lo disminuyen,
mientras que el habito de fumar lo aumenta de forma muy evidente.
También lo disminuyen los fibratos, la ticlopidina y el tratamiento

sustitutivo con estrogenos.

1.4.3. Inhibidor del activador tisular del plasmin6  geno tipo 1 (PAI-1)

El PAI-1 es una proteina reguladora de la cascada de la coagulaciéon e
inhibidor rapido de la activacién del plasmindgeno, por lo que desciende la
fibrindlisis. Es pues, un marcador de un mayor riesgo cardiovascular en
estudios realizados en personas sanas de ambos sexos y en individuos
con enfermedad coronaria, con enfermedad vascular periférica y con
enfermedad carotidea previa; y en la obesidad, dado que el TNF-a es el
mediador del incremento del PAI-1 en la obesidad y de la resistencia a la
insulina, contribuyendo directamente al desarrollo de DM tipo 2 vy

enfermedad coronaria (De Taeye y col., 2005).

1.4.4. Factor de necrosis tumoral alfa e interleuci na-6

Son citoquinas proinflamatorias que reflejan procesos inflamatorios en la

arteria y en otros tejidos, como el tejido adiposo. En el adipocito el TNF-a
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estimula la expresion de IL-6, mientras que disminuye la expresion de
adiponectina, lo que juega un papel clave en el desarrollo de la resistencia

a la insulina y del sindrome metabdlico (Berg y Scherer, 2005).

1.4.5. Moléculas de adhesion celular solubles (VCAM -1, ICAM-1, P-
selectina)

No solo son marcadores de inflamacién, sino que desempefian un papel
en la vulnerabilidad de la placa y la progresiéon rapida de la estenosis
coronaria. De todos los estudios realizados con las proteinas de adhesion
que se liberan para atraer al monocito cuando hay dafio endotelial, se ha
visto que sélo el ICAM-1 tiene cierta especificidad, y aunque existe un
gran margen de error, puede ser un marcador de dafo endotelial cuando
estd muy elevado. En el Physicians Health Study, los varones con valores
aumentados de ICAM-1 mostraron un riesgo aumentado de infarto de
miocardio (Ridker y col., 1998).

1.4.6. Microalbuminuria

En condiciones normales se excreta por orina menos de 30 mg de
proteinas al dia, ya que las proteinas practicamente no se filtran por los
glomérulos y existe un procesamiento tubular proteico que evita la pérdida
urinaria de proteinas. La eliminacion de 30 a 300 mg diarios de proteinas
por orina constituye la microalbuminuria. Cuando se eliminan mas de 300
mgr al dia, hablamos de proteinuria; y si se supera el gramo diario

consideramos la pérdida proteica como proteinuria franca.

En la patogenia de la microalbuminuria pueden coexistir tres procesos
fisiopatoldgicos: cambios hemodindmicos (por vasoconstriccion de la
arteriola eferente, aumento de la presion de filtracién e hiperfiltracion),
alteraciones de la permeabilidad de los capilares glomerulares y
alteraciones del procesamiento tubular de la albumina. Estos procesos se
pueden producir por la accién de mecanismos patogénicos comunes a los

gue ocasionan la arteriosclerosis como son los mediadores inflamatorios y

53



Definicion histolégica y desarrollo de la lesion arteriosclerotica

la disfuncion endotelial resultante. Por ello, la microalbuminuria es un
indicador de dafio vascular objetivado a nivel renal pero que no tenemos
que circunscribirlo a dicho territorio. Aunque es bien conocida la relacion
de la diabetes y la microalbuminuria como marcador de nefropatia
diabética, hay otros factores arterioscleréticos que pueden originar
microalbuminuria, como la hipertension, el tabaquismo, las particulas LDL
oxidadas, la hiperinsulinemia, la hiperhomocisteinemia y la accién de la
angiotensina Il. Se ha demostrado una relacion de la microalbuminuria
con el riesgo cardiovascular a nivel coronario y cerebral en diabéticos y no
diabéticos, e incluso un aumento de la mortalidad en diabéticos en la

medida que es mayor la microalbuminuria (Miettinen y col., 1996).

1.5. DETECCION PRECOZ DE ARTERIOSCLEROSIS MEDIANTE
PRUEBAS DE IMAGEN NO INVASIVAS

Dada la importancia de la composicion de la placa, mas que del grado de
estenosis, a lo largo del ultimo decenio se han efectuado avances
importantes en las diferentes pruebas de imagen no invasivas para poder
definir con detalle las placas aterotrombdticas y detectar alteraciones
subclinicas con el objeto de mejorar la valoracion del riesgo

cardiovascular, especialmente en los pacientes con un riesgo intermedio.

1.5.1. Ecografia carotidea

En 1986, Pignoli y col. demostraron en piezas quirurgicas de tejido arterial
que las dos lineas ecogénicas paralelas apreciables en cortes
longitudinales de la pared distal carotidea se originaban a partir de las
interfases  sangre-intima y media-adventicia, respectivamente, vy
propusieron la medida de la separaciéon entre ambas lineas para la
cuantificacion de la aterosclerosis. Desde entonces varios grupos han
confirmado la validez de esta propuesta; se puede determinar pues el
grosor parietal de las arterias de calibres grande e intermedio (carotideo y
aorta), sus caracteristicas cualitativas y cuantitativas. Las placas

heterogéneas hipoecoicas se asocian a hemorragia y lipidos en su
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interior, mientras que las placas homogéneas hiperecoicas son
fundamentalmente fibrosas. Es un método no invasivo, fiable y

reproducible, de bajo coste, que valora la aterosclerosis preclinica.

En diversos estudios epidemiolégicos se ha demostrado que el grosor del
complejo intima-media (GIM) de la carétida primitiva medido por ecografia
se relaciona con los factores de riesgo cardiovascular clasicos, con la
existencia y gravedad de las lesiones coronarias y lo que es mas
importante, tiene valor predictivo de la positividad de la prueba de
esfuerzo en estudios transversales y del desarrollo de cardiopatia
isquémica en estudios longitudinales (Salonen y Salonen, 1991),
demostrando que el riesgo de infarto de miocardio aumenta 2°14 veces
por cada milimetro de engrosamiento de la intima. Es pues, un factor de
riesgo independiente de la incidencia de enfermedad cardiaca coronaria y

accidente vascular cerebral (Viles-Gonzalez y col., 2004).

En estos estudios un GIM aumentado y/o la deteccion precoz de placas
incrementaron el riesgo relativo de complicaciones clinicas de
aterosclerosis hasta cinco veces mas alla del valor predictivo de los
factores de riesgo tradicionales. Este nivel de riesgo es similar al
observado en prevencién secundaria, por lo que una ecografia carotidea
patologica predice un riesgo equivalente al del paciente con enfermedad
cardiovascular previa. Basandose en estas evidencias, la American Heart
Association recomienda efectuar una ecografia carotidea en pacientes
seleccionados de riesgo global intermedio y propone que, en caso de
obtener una prueba patoldgica, se considere al paciente de alto riesgo o
equivalente a prevencion secundaria. A la inversa, el hallazgo de una
pared carotidea delgada y sin placas puede mitigar la intensidad de la
intervencion, al recalificar a un individuo supuestamente de riesgo

intermedio como de bajo riesgo.

Antes de tomar decisiones clinicas sobre la base de los hallazgos de la
ecografia carotidea, se disefid0 un estudio para conocer los valores de

referencia en la poblacién espafiola (Junyent y col. 2005) con el objetivo
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de definir los parametros de la normalidad de la ecografia carotidea en
funcién del sexo y la edad en individuos sanos. En general el GIM medio y
maximo fueron mayores en los varones que en las mujeres. Los varones
presentaban placas en edades mas jovenes que las mujeres, con una
progresion gradual y afectacion en mas de la mitad de los grupos a partir
de los 55 afios. En cambio, en las mujeres la progresiéon de la frecuencia
de placas fue mas brusca, y se igual6 a la de los hombres a partir de los
65 afos, convergiendo ambos sexos a la edad de 80 afos. Es la edad, el
principal factor que condiciona la progresion del GIM y la aparicion de
placas de ateroma.

1.5.2. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La aplicabilidad de la RMN no se limita al diagnéstico de la enfermedad
aterosclerotica, sino también a la caracterizacion de los mecanismos
celulares implicados en el desarrollo del dafio vascular, y el estudio de la
evolucion de la placa de ateroma, tanto en animales de experimentacién
como en humanos. Ademas es importante conocer la progresion en el
tiempo de las lesiones vasculares, y no soélo disponer de informacion
puntual sobre su estructura. La evolucion de la placa de ateroma en una
arteria debe considerarse como una enfermedad tumoral, en la que es
mas importante determinar el grado de malignidad que la estenosis. En
este caso, la biopsia corresponde a las imagenes que se pueden obtener
utilizando técnicas, que como la RMN, nos aportan una informacion

relevante sobre la biologia de las lesiones.

En un estudio progresivo de imagen en arterias carétidas humanas (Corti
y col.,, 2002) con RMN, se ha determinado el efecto del tratamiento
hipolipemiante con estatinas en pacientes con hipercolesterolemia
asintométicos y no tratados con aterosclerosis carotidea y aortica. A pesar
del efecto hipolipemiante precoz y esperado de las estatinas, debio
transcurrir un minimo de 12 meses para demostrar una disminucion de la
superficie parietal vascular y una sustitucion de la grasa por tejido

conectivo, sin modificaciones del calibre luminal.
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La dltima fase de la organizacién del trombo por tejido conectivo, esta
siendo estudiada por RMN para conocer la edad del trombo. Se han
obtenido resultados positivos utilizando dos modelos experimentales
(conejo y porcino) tras la realizacion de angioplastia (Worthley y col.,
2000). Ultimamente se ha detectado la rotura del casquete fibroso
(identificado mediante RMN) en pacientes que habian sufrido un ictus
isquémico o un AIT durante los 90 ultimos dias. Ademas el uso de
gadolinio aporta informacién adicional al identificar la neovascularizaciéon
en las placas aterotrombdticas, y diferencia el casquete fibroso de la zona
central necrotica (Viles-Gonzalez y col.,, 2004). Por ultimo, se han
efectuado técnicas de RMN de sangre oscura con alta resolucion en
arterias coronarias humanas normales y ateroscleréticas, observando una
diferencia en el grosor parietal maximo entre las personas normales y los

pacientes (estenosis > 6 = 40%), estadisticamente significativa.
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Capitulo 2

HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO
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La enfermedad grasa hepatica no alcohdlica (EGHNA) esta definida por
un patrén de lesion histoldgica especifico similar al de la hepatopatia
alcohdlica en individuos que no consumen alcohol (consumo menor de 20
gr/dia), pues se ha estimado que un consumo de 20 gr diario puede
causar esteatosis hepatica (Coates y col., 1986). Esta dosis hepatotoxica
es variable en la poblacion general que oscila de 20-30 gr/dia en mujeres
a 40 gr/dia en hombres (Becker y col., 1996). La esteatosis hepatica es
ademas un factor de riesgo para la lesion hepéatica inducida por el alcohol
(Naveau y col., 1997). Es importante pues, excluir el consumo de alcohol.
La EGHNA es un espectro anatomoclinico que engloba a la esteatosis
simple (con o sin inflamacién), la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) y
a la cirrosis hepética grasa, existiendo areas de solapamiento entre estos
tres patrones que se consideran parte del amplio espectro de la lesion
histoldgica (Clark y col., 2002). Estos cambios histolégicos con frecuencia
son reversibles en los estadios iniciales, pero a medida que la
enfermedad progresa a fibrosis y cirrosis, el potencial de reversibilidad

disminuye. Asi por orden de severidad se divide en:

1) Esteatosis con/sin inflamacion.
2) EHNA (esteatosis, inflamacion y balonizacién) o (esteatosis,
balonizacion, hialina de Mallory y/o fibrosis).

3) Cirrosis hepatica.

La EGHNA se ha consolidado como la enfermedad hepéatica mas
prevalente en los paises desarrollados. Las actuales estimaciones
(Moreno Séanchez, 2009) sitian la prevalencia en un 20-30% de
norteamericanos adultos con elevacion cronica de aminotransferasas, y la
EHNA en un 2-5%, estimandose que un 19% de estos ultimos
evolucionan a cirrosis. Esta prevalencia se incrementa a un 70-90% entre
las personas que son obesas y tienen diabetes, en los paises
occidentales, con un riesgo incrementado de desarrollar fibrosis y cirrosis
(Targhery col., 2010).
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En su etiopatogenia se distingue una forma primaria y otra secundaria. La
EGHNA primaria (objeto de este estudio por su alta prevalencia e impacto
social) de etiologia desconocida tiene bien establecido que los factores
medioambientales (la obesidad y el sedentarismo), la resistencia a la
insulina (RI) y el estrés oxidativo, junto a la diabetes tipo 2, hipertension
arterial e hipertrigliceridemia, son elementos esenciales; pero cierta
agregacion familiar de casos, diferencias étnicas significativas y evolucion
a fibrosis y cirrosis s6lo en una minoria de sujetos apuntan a una
predisposiciéon individual a la enfermedad y/o a sus formas mas graves
(Moreno Sanchez, 2009).

Por otro lado estd la EGHNA secundaria, de etiologia conocida en
asociacién con un gran numero de técnicas quirdrgicas relacionadas con
la obesidad y una rapida pérdida de peso, metabdlicas (enfermedad de
Wilson, glucogenosis tipo 1, abetalipoproteinemia), toxicas (amiodarona,
maleato de perhexilina, bloqueadores de los canales del -calcio,
glucocorticoides a altas dosis, estrogenos sintéticos, tamoxifeno,
cloroquina, sindrome del aceite téxico, toxicidad por dimetilformamida) y
otras anomalias de la nutricibn (anorexia, ayuno, bulimia, nutricion
parenteral total, enfermedad celiaca, diverticulosis yeyunal y otros
sobrecrecimientos bacterianos), cuyas patologias deben ser excluidas
pues su prondstico y tratamiento es distinto (Chitturi y Farrell, 2001).

La presentacion clinica de la EGHNA en la mayor parte de los pacientes
suele ser asintomatica, aunque algunos refieren astenia y molestias en el
hipocondrio derecho del abdomen (Santos y col., 2010). El paciente
obeso o diabético con higado graso crénico sélo tiene una hepatomegalia
ligeramente dolorosa a la palpacién. Las pruebas de funcién hepatica son
normales o muestran ligeras a moderadas elevaciones de las
aminotransferasas, la aspartato aminotransferasa (AST) y la alanina
aminotransferasa (ALT). El indice AST/ALT es usualmente menor de 1,
pero este indice se incrementa en la fibrosis avanzada conduciendo hacia
una pérdida de su exactitud diagnostica en pacientes con cirrosis por

EGHNA. La fosfatasa alcalina (FA) y/o la gamma glutamil transpeptidasa
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(GGT), pueden ser normales o aumentar hasta el triple de lo normal en
algunos pacientes, aunque su rango de elevacion es menor que el
observado en la hepatitis alcohdlica (Brea y Puzo, 2010). Los hallazgos
de enfermedad hepética crénica y disminucion del numero de plaguetas

sugieren una enfermedad avanzada y que la cirrosis esta presente.

Por lo general la presencia de EGHNA se confirma con estudio
ultrasonografico (US) al mostrar un incremento difuso de la ecogenicidad
en el higado al compararlo con los rifiones. La ecografia tiene una
sensibilidad del 89% y una especificidad del 93% en la deteccion de la
esteatosis y una sensibilidad y especificidad del 77% y 89%
respectivamente para detectar fibrosis (Saadeh y col.,, 2002), siendo
incapaz de detectar procesos necroinflamatorios. Con la tomografia axial
computerizada (TAC) la infiltracion grasa del higado produce una
disminucién de la densidad del parénquima hepéatico. La esteatosis es
difusa en la mayoria de los pacientes con EGHNA, pero ocasionalmente
es focal, y en estos casos la US y el TAC pueden malinterpretar la imagen
como una lesién hepatica maligna, pudiendo en estos casos la resonancia
magnética nuclear distinguir la lesion ocupante de espacio de la
infiltracion grasa focal.

Aunque como se ha comentado previamente, la EGHNA puede
diagnosticarse con métodos no invasivos, la distincion entre esteatosis
simple y EHNA sdOlo puede realizarse mediante estudio histologico
(Saadeh y col., 2002). Los estudios de imagen aunque ayudan en la
observacion de cierta infiltracion grasa en el higado no pueden ser usados

con exactitud para determinar la severidad del dafio hepatico.

En la actualidad ningun farmaco ha sido aun aprobado para el tratamiento
de la EHNA (Moreno Sanchez, 2009), aunque recientemente se han
publicado los resultados de un estudio multicéntrico que evalud la eficacia
y seguridad de dosis altas de &cido ursodesoxicdlico, con resultados
alentadores (Ratziu y col., 2011). Los pilares del tratamiento son pues, la
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reduccion del indice de masa corporal (IMC) y la recuperacién de la
sensibilidad a la insulina. Por tanto, cuando los analisis de laboratorio y
las pruebas de imagen sean compatibles con la EGHNA y el paciente
presente factores de riesgo para la enfermedad, éstos deben ser tratados.
Si no hay mejoria evidente se sugiere la realizacion de una biopsia
hepatica que confirme el diagndstico y proporcione datos sobre el grado y
estadio de la enfermedad. Asimismo, se ha puesto de manifiesto que
existe una serie de factores que aumentan el riesgo de evolucion de la
EHNA hacia formas mas avanzadas, incluyendo la apariciéon de cirrosis.
Entre estos factores se han identificado la edad (mayor de 45 afos), un
indice de masa corporal alto (superior a 28 Kg/m?), un cociente GGT/ALT
superior a 1 y la coexistencia de al menos dos causas de EHNA, como la

diabetes mellitus y la dislipemia (Clemente y Garcia, 2003).

2.1. LESION PARENQUIMATOSA EN LA EGHNA

2.1.1. Esteatosis

El higado graso puede clasificarse en dos tipos, segun sea la forma de
depdsito graso en los hepatocitos, macrovesicular o microvesicular. El
higado graso macrovesicular es el tipo mas frecuente de higado graso y
se observa sobre todo en alcoholismo o hepatopatia alcohdlica, diabetes
mellitus, obesidad y tras nutricion parenteral prolongada. Su histologia
muestra hepatocitos con grandes vacuolas llenas de lipidos que

desplazan el nucleo hacia la periferia de la célula.

La esteatosis hepatica puede observarse con o sin inflamacién, y
representa un desequilibrio entre la importacion y la sintesis de lipidos de
una parte y su catabolismo y excrecion de otra. En el analisis lipidico
hepatico cuantitativo de la EGHNA publicado (Puri y col, 2007), el
contenido de acidos grasos libres fue normal, el de triglicéridos y el de
diglicéridos aumento, y el cociente entre estos dos ultimos se incremento
de manera progresiva hasta la EHNA. Esto demuestra un aumento de

actividad de la diacilglicerol aciltransferasa, una enzima sensible a la
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leptina que promueve el paso de los acidos grasos libres toxicos a
triglicéridos (una forma de almacenamiento bastante inerte). Si bien la
normalidad del contenido de &cidos grasos libres en el higado descarta la
hipotesis clasica de la lipotoxicidad, la acumulacion intrahepética
progresiva de triglicéridos se asocia a un deterioro creciente de la
sensibilidad a la insulina en el propio higado, en el masculo esquelético y
en el tejido adiposo, como se ha puesto de manifiesto en individuos
obesos no diabéticos; lo que avala la hipotesis de que la EGHNA es parte

de una alteracion multiorganica de sensibilidad a la insulina.

2.1.2. Esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA)

En la EHNA ademas de la esteatosis, se observa lesion hepatocelular
(balonizacion, apoptosis/necrosis, hialina de Mallory, megamitocondrias),
inflamacion (neutrdéfilos polimorfonucleares, macréfagos, linfocitosT) y
fibrosis. Esta lesiébn predomina inicialmente en la region perivenular. De
todos los hallazgos, el criterio mas importante es la balonizacion y esta

tipicamente asociada a la formacion de hialina de Mallory.

La degeneracién balonizante resulta de la acumulacion de fluido
intracelular y se caracteriza por el hinchamiento del hepatocito y
finalmente la granulacion y rarefaccion del citoplasma. Los grupos de
hepatocitos balonizados son tipicos de la zona perivenular, cerca de los
hepatocitos esteatésicos (Kleiner y col, 2005). La muerte de los
hepatocitos puede ocurrir por apoptosis 0 necrosis. Resultado de la
muerte apoptoética de la célula se observan pequefios fragmentos de
citoplasma refringente eosinéfilo en el sinusoide (cuerpos acidofilos). La
severidad de la esteatosis, parece ser importante en determinar la
extension de la apoptosis, a mayor esteatosis se produce mayor

apoptosis.

La hialina de Mallory, hallazgo caracteristico de la esteatohepatitis

alcohdlica y comun en EHNA, es una inclusion citoplasmatica perinuclear
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gue consiste en agregados bien caracterizados de péptidos del
citoesqueleto, en los hepatocitos balonizados de la zona perivenular,
dando lugar a una quimiotaxis de los neutrofilos alrededor de las células
afectadas, proceso que se denomina “satelitosis”. La presencia de la
hialina de Mallory no se considera necesaria para el diagnostico de EHNA
(Burt y col., 1998).

El rasgo caracteristico del infiltrado lobulillar que distingue a la EHNA de
otras formas de enfermedad crénica hepatica es la presencia de
leucocitos polimorfonucleares en el sinusoide, sobre todo, junto a células
balonizadas, proceso anteriormente descrito como satelitosis (Baptista y
col, 1981). Por otro lado, la inflamacion de la esteatohepatitis es
tipicamente leve y predominantemente lobulillar, mas que portal,
caracterizada por ser mixta con neutrofilos, linfocitos y macrofagos/células
Kupffer, existiendo una fuerte correlacion entre el infiltrado de leucocitos

neutrofilos y la apoptosis en la EHNA.

Por ultimo, el patrén de fibrosis reconocido en la EHNA es uno de los
hallazgos que sirve para distinguirla junto con la esteatohepatitis
alcoholica, de otras formas necroinflamatorias, colestasicas vy
enfermedades hepéticas metabdlicas, en las cuales, la fibrosis es
inicialmente portal. Asi pues, el depdsito inicial de coldgeno se observa en
la zona perivenular del espacio perisinusoidal y usualmente en asociacion
con otras lesiones de esteatohepatitis (Ludwig y col., 1997). En algunas
areas, el colageno parece revestir las células en un patron de fibrosis
pericelular, como esta descrito en la enfermedad hepética alcohdlica. Sin
embargo, también puede haber un patrén de fibrosis periportal progresivo,
con cambios inflamatorios parecidos a los observados en las hepatitis
cronica y alteraciones biliares similares a la obstruccion biliar de bajo

grado con reaccién ductular, aungue no es una caracteristica tipica.
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2.1.3. Cirrosis

La biopsia hepatica es aun la prueba diagnostica méas fiable de la
EGHNA, en especial para la gradacion y estadificacion de la lesion. En
estudios llevados a cabo mediante biopsias secuenciales, los individuos
con esteatosis simple tienen una esperanza de vida similar a la poblacion
general y un riesgo bajo de desarrollar enfermedad hepatica terminal,
pero aquellos con balonizacion hepatocelular, fenbmenos
necroinflamatorios y fibrosis (EHNA) tienen un prondéstico peor (Moreno
Sanchez, 2009). En el seguimiento de una cohorte de 129 pacientes con
EGHNA y elevacion de aminotransferasas, tras 13,7 afios de seguimiento
y en comparacion con la poblaciéon general, la supervivencia de los
sujetos con EHNA fue menor (el 70% frente al 80%) y la mortalidad fue
superior, tanto por motivos hepaticos como por motivos cardiovasculares.
En el 41% de los casos se constatd progresion de la fibrosis y en el 5,4%
se desarrollé enfermedad hepética terminal, lo que se asocio al exceso de
peso y a la intensidad de la resistencia insulinica. Asi pues los pilares del
tratamiento son la reduccién del indice de masa corporal y la recuperacion

de la sensibilidad a la insulina.

No obstante, tras el andlisis comparativo de la evolucion, la cirrosis grasa
parece tener un mejor prondgstico vital que la cirrosis causada por el virus
C. En un estudio llevado a cabo por autores suecos (Sanyal y col., 2006)
tras el andlisis comparativo de la evolucion de 152 sujetos con cirrosis
grasa y 150 sujetos con cirrosis por virus C, se observé una mortalidad a
10 afos inferior en el grupo de la cirrosis grasa (el 19 frente al 29%;
p<0,04), lo que estuvo vinculado a un menor desarrollo de ascitis (el 14
frente al 41%; p<0,006) y de hepatocarcinoma (el 6,7 frente al 17,0%;
p<0,01), mientras que la mortalidad cardiovascular fue superior (el 5,2
frente al 0,7%; p<0,03).

Por ultimo, hoy en dia, la EGHNA supone la tercera causa de trasplante

hepético en el mundo, si bien la recurrencia de la lesion hepética es
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frecuente. En un analisis retrospectivo de 68 casos, y tras 28+/-18 meses,
el 18% desarrolld6 EGHNA de novo y el 9% desarroll6 EHNA. En cualquier
caso, la pérdida del injerto de 5 a 10 afios es comparable con la media del

resto de los motivos de trasplante hepatico (Moreno Sanchez, 2009).

2.2. SISTEMA DE PUNTUACION HISTOLOGICA DE LA EHNA

A mediados de 1990 se introdujo el concepto de gradacion vy
estadificacion por separado como reevaluacion de las hepatitis crénicas y
autoinmunes (Ishak, 1995). La gradacion o actividad de la hepatitis
cronica es una medida de la gravedad de la enfermedad y corresponde al
dafio hepatocelular, la necrosis y la inflamacion. Por otro lado, la
estadificacion es una medida de la progresion de la enfermedad y su
evaluacion histologica est4d basada en la extension de la fibrosis y el

desarrollo de cirrosis.

En 1999, Brunt y colaboradores hacen la propuesta de extender este
sistema de estadificacion y gradacion a la EHNA, analizaron material de
51 biopsias de 50 pacientes con esteatohepatitis (28 mujeres y 22
hombres) con edades entre 18 y 72 afos, excluyéndose previamente
otras formas de enfermedad hepatica, tratamiento con esteroides o un
consumo de alcohol mayor a 20 gr/dia, durante un periodo de cinco afios.

2.2.1. Gradacién de la esteatohepatitis

El grado de actividad de la esteatohepatitis se basa en la combinacién de
distintas variables entre las que se incluyen la esteatosis hepatocelular, la
balonizacion de los hepatocitos y la inflamacion portal y lobulillar (Brunt y
col., 1999). Segun el grado de afectacion, se divide en leve, moderado y
grave (Tabla 1).

68



Higado graso no alcohdlico

Tabla 1. Gradacion de la EHNA

GRADO ESTEATOSIS BALONIZACION INFLAMACION
Leve 1-2 Minimo Lobulillar 1-2
Portal 0-1
Moderado 2-3 Presente Lobulillar 2
Portal 1-2
Grave 3 Marcado Lobulillar 3
Portal 1-2

Caracteristicas individuales valoradas semicuantitativamente en una escala de:
O=ausente, 1=leve, 2=moderado, 3=severo.

Severidad de la esteatosis segln la proporcion de hepatocitos afectados: 1= < 33%, 2=
33 - 66 %, 3= > 66%.

Severidad de la inflamacién lobulillar basada en el nimero de focos inflamatorios en
campos 200x: 1=1-2, 2= 3-4, 3= >4,

Tomada de Brunt 1999 y Neuschwander-Tetri y Caldwell 2003.

Este sistema estaba propuesto inicialmente para la evaluaciéon de la
esteatohepatitis clasica como se ha descrito previamente, sin considerar
los casos de EGHNA que no reunian los criterios generalmente aceptados
para la EHNA, y no se hacia mencion al patron de fibrosis que se habia
observado en algunos casos pediatricos, y por ultimo también esto implica
que las tres caracteristicas histoldgicas valoradas se incrementen en

paralelo unas a otras.

2.2.2. Estadificacion de la EHNA

Como en las hepatitis cronicas, el estadio es definido por el grado de
fibrosis. Asi pues, se refleja el patron de fibrosis, el incremento de

depdsito de tejido conectivo y el remodelamiento arquitectural.

El inicio de la fibrosis en la esteatohepatitis no alcohdlica se produce en la
zona 3 perisinusoidal o pericelular. Este tipo de inicio y su progresion
observada, es la base para proponer el sistema de estadificacion (Tabla
2).
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Tabla 2. Estadificacion de la fibrosis en la EHNA

_ Fibrosis perivenular, perisinusoidal/pericelular en zona 3,

Estadio 1
focal o extensa.

_ Como la anterior con fibrosis periportal focal o extensa.
Estadio 2

_ Fibrosis en puentes, focal o extensa.
Estadio 3

_ Cirrosis.
Estadio 4

(Tomada de Brunt 1999 y Neuschwander-Tetri y Caldwell 2003).

2.2.3. Puntuacion histolégica de la severidad

En respuesta a la necesidad de estudiar la historia natural de la
EGHNA, su prondstico y tratamiento en adultos y nifios afectados por el
espectro entero de la EGHNA/EHNA y que pudiera ser validada en
relacion con su reproducibilidad, en 2005 se publicO una escala de
actividad histologica ideada por la red de investigacion clinica de
esteatohepatitis no alcohdlica, (Kleiner y col., 2005) donde desarrollan un
sistema de puntuacion que incluye todo el rango de caracteristicas vistas

en nifios y adultos (Tabla 3).

Tabla 3. Sistema de puntuacién histolégico para adultos y nifios con EGHNA

Caracteristica Definicion Puntuacion

ESTEATOSIS

<5%

5-33%
Grado

33 -66 %

> 66 %

Zona 3

L Zona 1
Localizacion

Azonal

Panacinar

L : Ausente
Esteatosis microvesicular

R O W N| k| O Wl N | O

Presente
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INFLAMACION

Inflamacién lobular

0 focos

< 2 focos por campo 200x

2-4 focos por campo 200x

>4 focos por campo 200x

Microgranuloma

Ausente

Presente

Lipogranuloma

Ausente

Presente

Inflamacién portal

Ninguna o minima

Mayor a la anterior

Pl O k| O] k| O W N| | ©

LESION CELULAR

Balonizacion

Ninguno

Pocas células balonizadas

Muchas células balonizadas

Cuerpos aciddfilos

Ninguno o raro

Varios

Macrofagos pigmentados

Ninguno o raro

Varios

Megamitocondria

Ninguna o rara

Varias

R O k| O k| O Nl | O

OTROS HALLAZGOS

Hialina de Mallory

Ninguna o rara

Varias

Nucleo glucogenado

Ninguno o raro

Varios

| O] k| O

FIBROSIS

Estadio

Ninguna

Leve, zona 3, perisinusoidal

1A

Moderada, zona 3,

perisinusoidal

1B

Portal / periportal

1C

Perisinusoidal y

portal/periportal

Fibrosis en puentes

3

Cirrosis

4

(Tomado de Kleiner y col., 2005, Nonalcoholic Steatohepatitis Clinical Research Network,

NASH CRN).
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Este sistema de puntuacion, basado en el sistema original, valora las tres
caracteristicas histolégicas principales de la actividad de la enfermedad,
pero de forma individual, para dar lugar a un indice de actividad general
(NASH activity score).

2.2.4. Indice de actividad de la EHGNA (NAS)

Aungque hay un gran espectro de lesiones histolégicas encontradas en la
EGHNA, Unicamente hay cuatro elementos que son esenciales: la
esteatosis, la inflamacion lobular, la balonizacion y la fibrosis. Como se ha
mencionado previamente, Kleiner y col. (2005), desarrollaron una escala
de actividad histolégica validada en relacion con su reproducibilidad pero
no en cuanto a su potencia prondstica, un indice de actividad para la
EHNA, el NASH Activity Score (NAS), usado de igual forma que el indice
de actividad histoldgico (HAI) en la hepatitis crénica viral.

Este indice, el NAS, es el resultado de la suma de los distintos indices de
puntuacion que se han obtenido para el grado de esteatosis (0-3),
inflamacion lobular (0-3) y balonizacion (0-2), y tiene por tanto una escala
que va desde el 0 al 8. El indice de fibrosis no se incluia en el NAS, con la
finalidad de mantener separadas las caracteristicas histoldgicas
indicativas del grado de actividad de la enfermedad y las caracteristicas
consideradas para el estadio de la enfermedad, como la fibrosis (Tabla 4).

Tabla 4. Puntuacién de la actividad de la EGHNA (NAFLD Activity Score, “NAS")

Caracteristica Puntuacioén

Esteatosis (0 -3)

<5% de hepatocitos afectados

5-33% de hepatocitos afectados

33-66% de hepatocitos afectados

w| N| | O

>66% de hepatocitos afectados
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Inflamacion lobulillar (0 -3)

Ningun foco

<2 focos por campo 200x

2-4 focos por campo 200x

w| N| k| O

>4 focos por campo 200x

Hepatocitos balonizados (0 -2)

o

Ninguno

Pocas células balonizadas 1

Muchas células afectadas 2

(Modificado de Kleiner y col., 2005).

Segun el valor total de la puntuacion, el NAS se clasifica en:

=25 EHNA probable o definitiva
3-4 Dudoso diagnostico de EHNA
<2 No diagndéstico de EHNA

Asi pues, la esteatohepatitis es un patron especifico de lesién hepatica,
siendo la biopsia hepatica el patron mas fiable para su diagndstico, sin
embargo, tiene en contra no sélo el ser un procedimiento invasivo y
costoso, sino también la variabilidad de la muestra. Por tanto, el NAS
como otros sistemas de puntuacion son herramientas de investigacion y

no pueden reemplazar el diagnoéstico estandar de evaluacion del patélogo.
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Capitulo 3

CORRELACION DE LAS LESIONES
ARTERIOSCLEROTICAS EN TRONCOS
SUPRA-AORTICOS Y LAS LESIONES DE
EGHNA
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La enfermedad hepatica grasa, causa mas comun de alteraciones en la
analitica de la funcidén hepatica en la practica clinica, esta frecuentemente
asociada con obesidad visceral, dislipemia, resistencia a la insulina y DM
tipo 2, y puede representar otro componente del sindrome metabdlico,
siendo parte de una alteracion multiorganica de falta de sensibilidad a la
insulina (Santos y col., 2010). Por otro lado, en los ultimos afios se han
desarrollado estudios clinicos y epidemioldgicos que han monitorizado los
estadios mas tempranos de la arteriosclerosis mediante la medida del
grosor intima-media (GIM) con ecografia carotidea, cuyo aumento se
considera un marcador temprano de arteriosclerosis generalizada (De
Groot y col., 2004), ya que se ha asociado con un riesgo cardiovascular
desfavorable de arteriosclerosis en otras localizaciones, se ha relacionado
con la existencia de cardiopatia isquémica y con la extension del ateroma
coronario medido por angiografia, y de accidente vascular cerebral
(Lorenz y col.,, 2006). Por lo que una ecografia carotidea patoldgica
predice un riesgo equivalente al del paciente con enfermedad
cardiovascular previa. Es pues, la ultrasonografia en modo-B de alta
resolucidén, un camino sencillo, seguro y reproducible, para valorar el
diametro de la luz vascular, el engrosamiento de la intima-media de la
pared vascular y la presencia y extension de placas carotideas (Junyent y
col., 2005; Jaranta y col., 2010).

El aumento en la prevalencia en los paises en vias de desarrollo apunta a
que la aterotrombosis se convertira eventualmente en una epidemia
mundial (Santos y col. 2010), lo que sugiere la necesidad de nuevas
herramientas que permitan la deteccién de la enfermedad en su estado
subclinico. La utilizacion de las técnicas de imagen no invasoras para la
deteccion y la cuantificacion de la arteriosclerosis ha evolucionado de
forma notable en la Ultima década, demostrando muchos estudios, que la
arteriosclerosis aortica o carotidea son marcadores fidedignos de
arteriosclerosis coronaria (Junyent y col., 2005); al igual que la
enfermedad hepéatica grasa no alcohdlica (EGHNA) esta asociada con las

caracteristicas del sindrome metabdlico, y con un incremento del riesgo
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cardiovascular con aceleracion de la arterosclerosis y de los eventos
vinculados a ella, junto con aterosclerosis carotidea (Brea y Puzo, 2010);
y con un incremento del engrosamiento carotideo y una prevalencia
aumentada de placas ateroscleroticas carotideas (Targher y col., 2010).
Sin embargo los primeros estudios que muestran que la EGHNA esta
asociada con un incremento del engrosamiento de la arteria carotida
(marcador de arteriosclerosis generalizada) y con un mayor niamero de
placas de ateroma, estan exclusivamente basados en la ecografia
hepatica (89% de sensibilidad y 93% de especificidad) sin confirmarse por
biopsia del higado, junto con ecografia carotidea (Targher y col., 2004;
Brea y col., 2005 y Volzke y col., 2005).

El grupo de Targher, en 2004, estudido un grupo de hombres jovenes,
sanos sin obesidad, objetivando el incremento del grosor intima-media
junto con la acumulacion de la grasa visceral medida por TAC, con gran
evidencia de publicaciones que relacionan la EGHNA con la
aterosclerosis carotidea por el impacto adverso del sindrome metabdlico
(particularmente resistencia a la insulina, aumento de grasa visceral,
posiblemente a través de multiples factores secretados, como acidos
grasos libres, factor de necrosis tumoral-alfa y otras adipocitoquinas), mas
que debido a un impacto directo de la EGHNA sobre la aterosclerosis

carotidea.

El grupo de Brea en 2005, estudié una muestra de personas con gran
variedad de edad e indice de masa corporal, predominantemente obesos
e hipertensos, con un resultado estadisticamente significativo después de
ajustarlo para aquellos con sindrome metabdlico definido por los criterios
de ATP-IIl. En su estudio proporcionan evidencia mediante un analisis
multivariable, de la asociacién independiente de EGHNA con incremento
del GIM carotideo: GIM ajustado a edad y sexo (control sin SM < control
con SM < EGHNA sin SM < EGHNA con SM) lo que sugiere que la
EGHNA es aterogénica, ademas de su asociacion con el SM y la

acumulacion de grasa central.
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En el grupo de Volzke en 2005, la esteatosis hepatica también es medida
por ecografia abdominal, definida como la presencia de un modelo de
higado brillante, con contraste evidente entre el parénquima renal y
hepético. EI GIM se midid bilateralmente en la arteria carétida comuan, la
bifurcacion y en la arteria carotida interna y externa, con un area de
engrosamiento de la capa intima-media mayor o igual a 1.3 mm y la
observaciéon de placas, en un total de 4.222 individuos (2.070 hombres y
2.152 mujeres). La mayoria de los factores de riesgo establecidos tales
como diabetes, hipertension, obesidad y alteraciones lipidicas, fueron mas
prevalentes en sujetos con esteatosis hepatica, en concordancia con
estudios previos. Se encontr6 una relacién entre esteatosis y placas
ateroscleroticas en toda la poblacién sin consumo de alcohol. Al final del
estudio, concluyen que hay una asociacion entre esteatosis hepatica y
aterosclerosis carotidea, lo cual es independiente de otros factores de
riesgo y predominantemente esta presente en sujetos con abstinencia o
consumo minimo de alcohol (< 20 gr/dia), por lo que los cambios

metabdlicos debidos a la EGHNA pueden contribuir a esta relacion.

Posteriormente por primera vez (Targher y col., 2005), con un estudio
piloto de 50 pacientes con EHGNA y un grupo control sano de 40
personas, se realiza biopsia hepatica, el mejor método diagndstico para
confirmar histologicamente la EGHNA, con exclusion de factores
etiologicos conocidos de enfermedad hepatica cronica, como ingesta de
alcohol > 20 g/dia, hepatitis viral, hepatitis autoinmune y el uso de drogas
hepatotoxicas. Un patdlogo a ciegas clasificé las muestras de la biopsia
hepatica segun la clasificacion de Brunt y col. (1999). Asi la
esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) fue definida como la presencia de
esteatosis, inflamacién lobular, balonizacion hepatocelular o esteatosis y
algun estadio de fibrosis. Los resultados histopatoldgicos fueron 7 sujetos
con esteatosis sOlo, EHNA con fibrosis estadio 0 en 14 sujetos,
EHNA/fibrosis estadio 1 en 16 sujetos, EHNA/fibrosis estadio 2 en 8
sujetos y EHNA/fibrosis estadio 3 en 5 sujetos; ninguno tenia cirrosis
(fibrosis estadio 4). El GIM carotideo fue medido ultrasonograficamente
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por un unico operador, a ciegas con respecto a las caracteristicas de los
participantes, en la pared distal de la arteria carétida comun, como en
otros estudios. Se observé en primer lugar, una mayor prevalencia de
resistencia a la insulina y de sindrome metabdlico con un incremento
significativo en pacientes con EGHNA, junto con un mayor GIM carotideo
en comparacion con el grupo control sano, agrupados por edad, sexo e
indice de masa corporal (IMC). En segundo lugar el engrosamiento
carotideo era mayor en individuos con esteatohepatitis que en los
individuos con esteatosis simple; y por altimo, la severidad de la EGHNA
es un factor que predice de forma independiente arteriosclerosis carotidea
después de ajustarlo en un amplio grupo de variables, incluyendo el
sindrome metabolico fuertemente relacionado de por si con la EGHNA. El

resultado no cambio después de excluir a los pacientes diabéticos.

Estos resultados confirman y extienden las observaciones de las
investigaciones anteriores, documentando que pacientes con EGHNA
tienen un mayor grado de GIM carotideo y un incremento de la
prevalencia de placas carotideas comparadas con los grupos control. Esto
apoya la posibilidad de que la EGHNA es aterogénica mas alla de su
estrecha relacion con el sindrome metabdlico, posiblemente a través del
incremento del estrés oxidativo, la inflamacién subclinica, la lipemia post-

prandial y las concentraciones de adiponectina disminuidas.

Mas adelante, los mismos autores (Targher y col., 2006) ampliaron el
trabajo de investigacion a 85 pacientes, todos ellos con transaminasas
elevadas y esteatosis hepatica detectada por ecografia, a los que se les
realizd biopsia hepatica, con la misma clasificacion histolégica empleada
anteriormente y se les midid el GIM carotideo por ecografia, con placa
carotidea definida como un engrosamiento focal mayor o igual a 1.2 mm a
nivel de la arteria carétida comun. Las conclusiones del estudio
mostraban por primera vez que: 1) Los pacientes con EGHNA confirmada
por biopsia tenian un incremento marcado del GIM carotideo en
comparacion con la edad, el sexo y el IMC del grupo control. 2) El GIM

80



Correlacion de las lesiones arterioscleréticas en troncos supra-aérticos y EGHNA

carotideo es mayor en individuos con EHNA que en los individuos con
esteatosis simple. 3) La severidad de la histologia en la EGHNA predice
independientemente el GIM carotideo después de ajustarlo para un
amplio espectro de potenciales variables confusas, incluyendo el
sindrome metabdlico, una alta condicion aterogénica que esta

fuertemente relacionada con la EGHNA.

También enfatizar que el valor medio del GIM carotideo encontrado entre
el grupo control y los pacientes con EGHNA fue de 0.82 y 1.14 mm,
respectivamente. Por tanto, todo ello apoya la hipétesis de que la
severidad de las caracteristicas histolégicas en la EGHNA esta
fuertemente asociada con la aterosclerosis carotidea temprana,
independientemente de los factores de riesgo clasicos, la resistencia a la

insulina y la presencia de sindrome metabalico.

Por otro lado, Villanova y col.,, (2005) comparan las asociaciones
encontradas entre la histologia hepatica y la disfuncion endotelial, medida
por flujo mediado por vasodilatacion (FMV) en la carétida, en pacientes
con EGHNA. Demuestran un descenso en el flujo vascular mediado por
vasodilatacion carotidea en pacientes con EGHNA demostrada por
histologia hepatica tras biopsia, e incluso se observa que la severidad de
la histologia hepatica esta fuertemente relacionada con bajo flujo
vascular, independientemente de la edad, sexo, IMC, y de la puntuacion
de la resistencia a la insulina. Ademas se estima un riesgo de evento
cardiovascular a los 10 afios, moderadamente mas alto en los pacientes
con EGHNA. Por tanto, el resultado confirma las observaciones de los
estudios previos, que documentan los pacientes con EGHNA y un

marcado grosor carotideo, comparado con el grupo control.

En 2008 se ha realizado un meta-analisis, en el cual se han evaluado
siete estudios segun el criterio de seleccion (Sookoian y Pirola, 2008) con
sujetos control y pacientes con EGHNA diagnosticados al menos por
ecografia abdominal o biopsia hepatica y determinaciones del grosor
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intima-media carotideo y placas carotideas por ultrasonografia, con
importantes implicaciones clinicas (Tabla 5). Se han excluido causas
secundarias de esteatosis, como abuso de alcohol (> 30 gr/dia en
hombres y > 20 gr/dia en mujeres), nutricion parenteral total, infeccién por

virus hepatitis By C, y el uso de drogas hepatotoxicas.

Tabla 5. Caracteristicas de los estudios incluidos

Primer autor, | Tamafio de la Biopsia Media +SD Media = SD
afo muestra (N) hepatica (n) | de GIM (mm) | de GIM (mm)
en controles en NAFLD

Aygun, 2008 80 40 0.54 £ 0.06 0.64 £0.10
Brea, 2005 80 - 0.54 +£0.13 0.70+0.20
Fracanzani, 375 54 0.64 £0.14 0.89 £0.26
2008
Targher, 2006 245 85 0.82 +0.1 1.14+0.2
Targher, 2006 200 - 0.95+0.11 1.24+0.13
Targher, 2004 85 - 0.94+0.12 1.18 +0.14
Volzke, 2005 2432 - 0.78 £0.17 0.81+0.17
(Sookoian y Pirola, 2008).
Del total de 3497 individuos reclutados de los siete estudios

heterogéneos, se observa en primer lugar que el GIM carotideo esta
fuertemente asociado con EGHNA, mostrando un incremento del 13% del
GIM en pacientes con esteatosis hepatica, en comparacion con individuos
sin higado graso. El analisis de meta-regresion muestra también que los
analisis de funcion hepatica se asocian de forma importante con el GIM
carotideo y con la presencia de placas carotideas. Asi pues, se
demuestra que se debe sospechar arteriosclerosis carotidea cuando hay
cambios en la ecografia hepatica que muestren enfermedad hepatica
grasa, y Vviceversa, existiendo un aumento de la probabilidad de

enfermedad cardiovascular en un futuro.
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En segundo lugar se apoya la asociacion entre enzimas hepaticas y
arteriosclerosis carotidea, sobre todo una fuerte relacion entre GPT y
GGT, con engrosamiento carotideo. La principal hipotesis para explicar
estos resultados es la observacion de que en el grupo con EGHNA se
incluyd pacientes con distintos estadios de severidad de la enfermedad, y
consecuentemente los pacientes con mas enfermedad hepatica grasa
eran aquellos quiénes mostraban resultados en la funcién hepética

elevados.

Asi, por ultimo, éste es el primer estudio cuyos datos estan basados en la
evidencia, que puede resultar en la formulacién de guias para el manejo
de pacientes con EGHNA, en relacién con la prevencion de eventos
cardiovasculares en individuos que hasta el momento no tienen factores
de riesgo potenciales para aterosclerosis carotidea. Por tanto, como se
ha expuesto previamente, la deteccion rutinaria de GIM carotidea por
ultrasonografia en modo-B esta fuertemente recomendada en pacientes
con enfermedad hepatica grasa y viceversa. Esto proporcionaria
beneficios en la prevencion primaria y en la decision de tratar la
existencia de enfermedad cardiovascular, pero no diagnosticada, en
pacientes con enfermedad hepatica grasa.

Dando un paso mas adelante en la medicina basada en la evidencia, en
los humanos estd claro que no se puede realizar una correlacion
cronoldgica a la vez entre la histologia a nivel vascular y hepética,
necesita de medios no invasivos. En animales, existen estudios de
progresion y regresion de arteriosclerosis y EHGNA de forma
individualizada, siendo pocos los trabajos en los que se combinan ambos

aspectos de forma conjunta.

Incluso la mayoria de los modelos animales tienen en comun que
desarrollan esteatosis espontanea facilmente, pero la progresion a
esteatohepatitis es mas dificil (Tous y col., 2005). En ratones manipulados
genéticamente Apo E-/-, consiguen valorar cronolégicamente y
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cuantitativamente la asociacion entre dafio hepatico histologico
(esteatosis, inflamacion y macrofagos) con el tamafio de las lesiones
ateromatosas, tefiidas con Sudan rojo y con hematoxilina-eosina,
cuantificando el area de la lesién en la region proximal de la aorta,
observando que efectivamente hay una correlacion cronolégica entre la
severidad de las lesiones hepaticas y las lesiones ateromatosas con
ratones alimentados con colesterol y aceite de palma, lo que sugiere la
existencia de factores circulantes comunes que inducen reacciones

inflamatorias en tejidos distantes.

Teniendo en cuenta que la arteriosclerosis es una enfermedad cronica
inflamatoria, y similarmente a la obesidad y la DM tipo 2 donde hay una
acumulacion de macréfagos en el tejido adiposo visceral e islotes
pancreaticos, ya que el tejido adiposo blanco es un 6rgano endocrino
activo que juega una gran funcion en el sindrome metabdlico; se ha
llevado a cabo otro estudio de la inflamacion sistémica en arteriosclerosis
con hipercolesterolemia, en ratones Apo E-/- sin obesidad (Lohmann y
col., 2009). Realizando un examen histologico de la raiz de la aorta, se ha
medido la grasa con tincién de aceite rojo, y por inmunohistoquimica la
cuantificacion de células T y macréfagos, mostrando que el grado de
aterosclerosis se asocia con macrofagos y células T dentro de las placas
de ateroma y en el tejido adiposo periadventicial y mesentérico, hepatico y
en los islotes pancreaticos. Estos hallazgos evidencian unos efectos

inflamatorios tanto locales como sistémicos, en la aterosclerosis.

Por tanto, estos experimentos realizados en estudios de progresion con
dieta hiperlipémica, han podido demostrar una correlacion cronoldgica e
inflamatoria en las lesiones arteriosclerosas y EGHNA. Para finalizar,
Bieghs y col. (2012) resumen los conocimientos actuales sobre la similitud
en epidemiologia, patofisiologia, diagnostico y tratamiento de la
arteriosclerosis y esteatohepatitis no alcohdlica, proponiendo la hipotesis

de que actualmente son dos aspectos de una misma enfermedad.
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La aparicion de las estatinas a finales de los afios ochenta y su aplicacion
clinica ha sido uno de los avances mas importantes de la historia de la
medicina del siglo XX. Las estatinas han disminuido la mortalidad y la
morbilidad por enfermedades cardiovasculares alrededor de un 25%. Si
tenemos en cuenta que en los paises desarrollados la patologia
cardiovascular tiene un caracter epidémico, este porcentaje ha supuesto
gue millones de personas se hayan beneficiado de su utilizacién. Por ello,
el empleo de estatinas se ha convertido en la piedra angular para la
prevencion primaria y secundaria de eventos cardiovasculares (Badimon y
Vilahur, 2011).

Estos compuestos inhiben competitivamente la hidroximetil glutaril
coenzima A (HMG-CoA) reductasa, enzima clave en la sintesis enddégena
de colesterol. La inhibicion de esta enzima, fundamentalmente a nivel
hepatico, estimula la expresién de los receptores de las LDL, lo que
favorece la captacion del colesterol plasmatico transportado por estas
lipoproteinas y sus precursores. Asi la cantidad intracelular de colesterol
guarda una relacion inversa con la velocidad de sintesis de receptores
celulares para las LDL, cuando se reduce la concentracion intracelular de
colesterol, provoca la estimulacion de la sintesis de receptores de LDL y
su expresion en la superficie de los hepatocitos (Goldstein y Brown,
1990). Las estatinas inhiben también la via del mevalonato en una de sus
primeras reacciones, por lo que afecta no solo a la biosintesis de
colesterol, sino a la de otros muchos compuestos funcionalmente
importantes para las células, en particular reducen la disponibilidad celular
de compuestos isoprenoides de 15 y 20 atomos de carbono. La
incorporacion postraduccional de estos grupos en ciertas proteinas es
imprescindible para que éstas se localicen en la membrana plasmatica y
participen en la transduccion de sefiales y en la organizacion del
citoesqueleto celular, mecanismos ambos decisivos en la regulacién de
multiples procesos vitales para la célula, como el trafico de
macromoléculas a través de la membrana y transporte intracelular, la

migracion y proliferacion celular y la regulacion tanto de la expresion de
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genes como de la estabilidad de sus acidos ribonucleicos mensajeros
(RNAm), (Alvarez De Sotomayor y col., 1999).

La accion favorable de los inhibidores de la HMG-CoA o estatinas no soélo
se debe a su potente efecto reductor de la concentracién de colesterol y
del colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (c-LDL), concepto
claramente establecido, sino que en los ultimos afios se ha demostrado,
en diferentes estudios clinicos, que el tratamiento con estatinas es
beneficioso incluso en pacientes con valores de colesterol bajos. Asi por
ejemplo, en el estudio MIRACL (Myocardial Ischemia Reduction with
Agressive Colesterol Lowering), Schwart y col. (2001), demuestran que
los pacientes tratados con atorvastatina con concentraciones de c-LDL <
121 mg/dl tienen una reduccién en episodios isquémicos comparable a la
de los pacientes con concentraciones superiores a 121 mg/dl. En el
estudio HPS (Heart Protection Study) 2002, el tratamiento con
simvastatina provocd una disminucion de episodios vasculares mayor en
pacientes con valores basales de c-LDL < 116 mg/dl. La explicacion de
los resultados no soélo se atribuye a su accion directa sobre la inhibicion
de la biosintesis de colesterol hepatico, sino también a sus efectos
directos sobre mecanismos implicados en la formacién de las lesiones
ateroscleroticas, los cuales se conocen con el nombre de “efectos
pleiotropicos” (Blanco-Colio y col., 2004). Entre dichos efectos
pleiotrépicos se incluyen los que ejercen sobre la funcion endotelial, la
respuesta inflamatoria, la formacién de células espumosas, la activacion
de las células musculares lisas, la apoptosis celular, la estabilidad de la
placa y la modificacion oxidativa de las lipoproteinas principalmente de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), provocando una disminucion de la
sintesis de metabolitos intermediarios, disminuyen la expresion de
moléculas quimioticticas, y como consecuencia se observa una
disminucién en el infiltrado de células inflamatorias

(monocitos/macroéfagos y linfocitos T).

Recientemente se ha publicado un estudio basado en los ensayos clinicos
previos, en el cual se revisan en profundidad las propiedades protectoras
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de las estatinas, dependiente e independiente de la reduccion del
colesterol, y se analiza su utilidad en las distintas situaciones clinicas de
enfermedad arterial (Badimon y Vilahur, 2011), cuya reduccion en la
sintesis de importantes isoprenoides intermediarios, avalan su accion en
ciertas proteinas de las células endoteliales, consiguiendo asi una serie
de propiedades antiaterosclerdticas y antitromboéticas a través de estos
efectos en las proteinas de membrana celular. La tabla 6 resume los
ensayos clinicos que han corroborado la capacidad de las estatinas de
ejercer efectos cardioprotectores y vasculoprotectores mas alla de la
reduccion del colesterol.

Tabla 6. Estudios clinicos derivados del tratamiento con estatinas

Estudio clinico Estatinas Poblacion
POSCH Operacion bypass de|Pacientes que han sufrido infarto
ileon agudo de miocardio
WOSCOPS, CARE | Pravastatina Enfermedad coronaria estable
PROVE IT Atorvastatina 80 frente a | Sindrome coronario agudo

pravastatina 40

REVERSAL Atorvastatina frente a|Enfermedad coronaria estable

pravastatina

JUPITER Rosuvastatina Prevencion primaria

Landmesser y Simvastatina Insuficiencia cardiaca

colaboradores

Fichtlscherer y Atorvastatina Enfermedad coronaria estable

colaboradores

ENHANCE Simvastatina Hipercolesterolemia familiar
IMPROVE-IT Simvastatina Sindrome coronario agudo
CORONA Rosuvastatina Insuficiencia cardiaca

GISSI-HF Rosuvastatina Insuficiencia cardiaca

Fauchier y col Estatina no determinada | Ritmo sinusal

ASCOT-LLA Atorvastatina Hipertension y tres o mas

factores de riesgo

(Badimon y Vilahur, 2011).
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En la actualidad existen también, diferentes marcadores seéricos
relacionados con el proceso inflamatorio que ocurre durante el desarrollo
y formaciéon de la placa de ateroma. Asi, el incremento de las
concentraciones plasmaticas de proteinas de fase aguda, entre ellas la
PCR y su relacién con la enfermedad coronaria, ha sido uno de los
hallazgos mas significativos en los ultimos afios (Lahoz y Mostaza, 2007).
Aunque diversos estudios en muestras pequefias habian demostrado que
los inhibidores de la HMG-CoA disminuian la PCR en sangre, en el
estudio CARE (Ridker y col., 1998), se observo por primera vez que, tras
cinco afios de seguimiento, la pravastatina disminuia de forma
significativa los valores de PCR, en gran medida de manera
independiente del c-LDL. En estudios posteriores se ha demostrado con
otras estatinas, como la atorvastatina, la simvastatina, la rosuvastatina, la
fluvastatina y la lovastatina (Ridker 2003; Ridker y col., 2005; Ridker y
col., 2009).

Todo esto refuerza la idea del efecto antiinflamatorio de las estatinas,
contribuyendo por medio de diferentes acciones, a la estabilizacion de la
placa de ateroma y, por tanto, a reducir el numero de eventos

cardiovasculares.

4.1. EMPLEO DE ESTATINAS EN LA ENFERMEDAD GRASA
HEPATICA NO ALCOHOLICA (EGHNA)

Todas las estatinas tienen el mismo mecanismo de accion, el cual lo
ejercen principalmente en el higado, érgano en el que alcanzan sus

mayores concentraciones tisulares.

En los dltimos afios existe un enorme interés en compuestos que
modifican la actividad de receptores nucleares implicados en la
transcripcion de genes diana en el metabolismo lipoproteico y la

arteriosclerosis, como los receptores activados por proliferadores
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peroxisomicos (PPAR) y los receptores hepaticos X (LXR), (Mostaza,
2004).

Los PPAR son miembros de la familia de receptores nucleares de
hormonas esteroides y existen tres tipos: a, /0 y y. Los receptores
PPARa se localizan fundamentalmente en el higado y, en menor cuantia,
en células musculares y en adipocitos. Su activacion regula
principalmente genes implicados en el metabolismo de los acidos grasos.
Los fibratos son activadores exégenos de este sistema. Los PPARYy se
localizan predominantemente en adipocitos y en macréfagos. Su
activacion se relaciona con genes implicados en la adipogénesis,
modificando también genes del metabolismo de acidos grasos. Las
glitazonas son activadores exdgenos que incrementan la sensibilidad a la
insulina. Los PPARPB/® son ubicuos y su accidén no esta establecida. La
activacion de los PPARa y y, ademas de las acciones sobre el
metabolismo lipidico e hidrocarbonado, incrementan la transcripcion de

genes relacionados con otros aspectos del proceso aterogénico (Tabla 7).

Tabla 7. Localizacion y acciones de los receptores PPARay y

Receptor Localizacion Accién Efecto

| Sintesis hepatica | | Triglicéridos

de triglicéridos
Higado, corazén,

1 Oxidacion de |1 cHDL

PPARa musculo, rifion, |
o acidos grasos
adipocito
1 Apo A-1 | PAI-1
1 Actividad LPL
1 Sensibilidad a la | Mejora sensibilidad
Adipocito, insulina a lainsulina
PPARYy mausculo, corazoén, |1 Adipogénesis | Glucemia
macrofagos 1 Almacenamiento | 1 Peso corporal

lipidico

(Mostaza, 2004).

91




Terapia con estatinas: atorvastatina

La pitavastatina, es un nuevo y potente inhibidor sintético de la HMG-CoA
reductasa, con un efecto intrinseco agonista sobre los PPARa (Martin y
col.,, 2001). Estos estudios en cultivo celular indican que las estatinas
pueden reducir el estado de fosforilacion de PPARa y, de esta forma
incrementar su activacion transcripcional. Esta disminucion de la actividad
de fosforilacion de PPARa se debe a la inactivacion de proteinas Rho
(proteinas isopreniladas), que reducen la expresion de moléculas de
adhesion, por las estatinas. Estos mismos autores demuestran que las
estatinas pueden inducir la expresion de apolipoproteina (apo) A-1
mediante la activacién de PPARa, lo que podria explicar el incremento de
los valores de colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (c-HDL)
observado tras el tratamiento con estatinas. También observan una
inhibicién del ensamblaje y secrecion de las VLDL, un mecanismo comun
observado en las estatinas, junto con un aumento del reciclaje de los
receptores hepaticos de los LDL. Esta via contribuye a la eliminacion en
plasma de los triglicéridos, pero da lugar a una acumulacion hepatica de

triglicéridos a menos que sean oxidados eficientemente.

La primera evidencia in vivo de que la pitavastatina activa la p-oxidacion
mitocondrial y peroxisomal, ha sido estudiada por Egawa y col., 2003.
Investigan el efecto hipolipemiante de la pitavastatina y su capacidad de
eliminar grasa en el higado graso espontdneamente desarrollado en
ratones con déficit de aromatasa (Ar-/-). Estos ratones tienen reducida la
expresion de los genes de las enzimas del metabolismo de acidos grasos
en los hepatocitos y espontaneamente desarrollan esteatosis hepatica
masiva, observando un restablecimiento significativo en la expresion de
RNAmM de los enzimas esenciales implicados en la [p-oxidacién
regresando sustancialmente la esteatosis hepatica severa observada en

los ratones Ar-/-.

En los ultimos afios se han publicado estudios con diversos modelos
experimentales de sindrome metabdlico en la rata (Sanguino y col., 2005),
donde se ha visto que las ratas presentan un perfil del fenotipo del

metabolismo lipidico relacionado con el sexo y vinculado a la edad. Las
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ratas Sprague-Dawley son hipercolesterolémicas e hipertrigliceridémicas
presentando altas concentraciones en plasma de &cidos grasos
monoesterificados, insulina y leptina y acumulan mas ésteres de
colesterol y triglicéridos en el tejido hepatico. Estos cambios estan
parcialmente vinculados a una marcada disminucién en la expresion
hepética de PPARa y su actividad, causada por el envejecimiento y ello
justifica la reduccion en la expresion de los genes diana del PPARa que
codifican las proteinas implicadas en la B-oxidacion de acidos grasos. La
administracion de atorvastatina desde el dia 21 hasta los 18 meses de
edad en ratas macho previno parcialmente la disminucién hepatica de
PPARa relacionada con la edad, e incrementé significativamente (21%) la
B-oxidacion de los acidos grasos en la muestra hepatica de las ratas
macho tratadas, junto con una reduccion de la concentracién hepatica de
ésteres de colesterol (-48%) vy triglicéridos (-41%). Ademas mostraban una
disminucién significativa de las concentraciones plasmaticas de glucosa,
acidos grasos no esterificados vy triglicéridos, comparados con el control.
En las hembras tratadas se incrementé la cantidad de proteinas PPARa
en un 42% comparada con el control pero no se modific6 el PPARa-
RNAmM ni su actividad vinculada, siendo la atorvastatina incapaz de
reducir la hipertrigliceridemia asociada al envejecimiento, mientras que
mostraba una capacidad similar de interactuar con la enzima HMG-CoA
reductasa en ambos sexos. Aun queda por determinar si el déficit
hepatico de PPARa relacionado con la edad es parcialmente responsable
de esta condicion en humanos, pero estos resultados sugieren que la
atorvastatina puede prevenir el déficit PPARa relacionado con la edad y
evitar algunos de los desordenes asociados al sindrome metabdlico como

el higado graso.

En otro modelo experimental (Miana y col., 2007) en conejos
hipercolesterolémicos tratados con atorvastatina, se incrementa la
expresion de PPARYy, y sugiere que la interrelacion entre las estatinas y
PPARa también puede estar implicada en la manifestacion del propio
efecto hipolipemiante de las estatinas. La atorvastatina también puede

incrementar la expresiéon de PPARa, por lo que la normalizacion de los
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triglicéridos y la reduccién del colesterol plasmatico observada podrian
estar relacionadas con un incremento de actividad de PPARaQ, no ya en la

pared arterial, sino en el higado.

Por dltimo, nuestro grupo de investigacion (Martin Castillo y col., 2005),
en su modelo experimental en pollos de la raza White-Leghorn,
clasificados en cinco grupos experimentales con diferentes dietas y
tratamiento con atorvastatina, los higados se valoraron y clasificaron
macroscopica y microscopicamente en cuatro grados de lesiéon. La
valoracion macroscoépica sirvié para una discriminacion rapida del efecto
de la dieta, observandose una tendencia al efecto beneficioso de la
atorvastatina. Por otro lado, la evaluacion microscopica, basada en los
depdsitos lipidicos, demostrd una reduccién estadisticamente significativa
de la lesibn de esteatosis hepatica en los grupos tratados con

atorvastatina.

En estudios llevados a cabo con pacientes (Horlander y col., 2001) tratan
a siete pacientes con hiperlipemia y EHNA diagnosticada por biopsia, con
atorvastatina durante un afo, realizando una segunda biopsia hepatica al
final del tratamiento. Objetivaron una mejoria importante de la inflamacion,
balonizacion e hialina de Mallory. La fibrosis y la esteatosis mejor6 sin una
significacion estadistica.

En 2003, Kiyici y col. realizaron un estudio prospectivo de 44 pacientes
con EHNA confirmada con biopsia hepatica. A 17 pacientes
normolipémicos se administré acido ursodesoxicélico 13-15 mg/Kg/dia y a
27 pacientes hiperlipémicos se tratd con atorvastatina 10 mg/dia durante
seis meses. La normalizacion de las aminotransferasas fue mas llamativo
en el grupo tratado con atorvastatina, con disminucién del contenido graso

hepético por tomografia.

En el aflo 2004, Hatzitolios y col. evaluaron la terapia con tres farmacos
(acidos grasos omega-3, atorvastatina y orlistat, segun predominase la

hipertrigliceridemia, la hipercolesterolemia o la obesidad) en 72 pacientes
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con dislipemia mixta, asintomaticos y con aumento persistente de
aminotransferasas en las 24 semanas previas al inicio del estudio. Al final
del estudio los niveles de transaminasas disminuyeron en todos los
grupos, y la ecografia hepatica evidenciéo mejoria. Sélo se realizé biopsia
hepética a 8 pacientes, con mejoria en 6 de ellos, sin variar el grado de
fibrosis.

Méas tarde se realizd un estudio prospectivo durante un afio, a 22
pacientes con EHNA, hipertransaminasemia, hipercolesterolemia y/o
hipertrigliceridemia, y ecografia compatible con esteatosis (Gémez y col.,
2006). A pesar de no existir cambios en el habito de vida ni en el IMC, se
normalizO o mejoré el colesterol y las enzimas hepaticas de manera

estadisticamente significativa.

En un estudio de 68 pacientes diagnosticados de EGHNA, 15 de ellos se
trataron con estatinas, realizando un seguimiento durante un periodo de 6
afios, con biopsia hepéatica al inicio y final del estudio (Ekstedt y col.,
2007). Se objetivé en los pacientes tratados con estatinas menor
progresion a fibrosis y una reduccion significativa de la esteatosis,
constatandose asi un efecto positivo en la histologia hepatica en
pacientes con EGHNA. Para finalizar, en otro estudio con seguimiento
durante 4 afios (Georgescu y Georgescu, 2007) encontraron también una
disminucién de las aminotransferasas y de la esteatosis hepatica, sin
encontrar cambios respecto a la fibrosis y a la inflamacion en 10

pacientes tratados con atorvastatina.

4.2. EMPLEO DE ESTATINAS EN LA ARTERIOSCLEROSIS
CAROTIDEA

En varios estudios se ha demostrado que las estatinas pueden reducir la
progresion de las lesiones y en algunos casos revertirlas, aunque los
cambios en el tamafio de la lesion son minimos. ElI cambio mas
importante radica en su composicion, reduciéndose sobre todo su

contenido lipidico. Sin embargo, los cambios anatémicos producidos por
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las estatinas son minimos y se producen demasiado lentamente como
para ser los causantes del beneficio clinico que se observa de forma
mucho mas temprana. Asi pues, actualmente se considera mas relevante
la estabilizacion de la placa derivada de los diferentes efectos que estos

farmacos producen sobre el conjunto de los componentes de las lesiones.

4.2.1. Funcion endotelial

La funcion endotelial, capacidad de respuesta a agentes vasodilatadores
dependientes de la liberacion de 6xido nitrico (NO) por el endotelio, se ve
afectada por la hiperlipidemia; al disminuir ésta, la funcién endotelial
mejora. Sin embargo, diversos estudios (Badimon, 2004) atribuyen la
mejora de la funcién endotelial producida por las estatinas no sélo a su
accion hipolipemiante, sino a un incremento de los niveles de la enzima
NO sintasa endotelial (eNOS), enzima que regula la produccion de NO a
nivel del endotelio, por medio de la regulacion de funciones del
citoesqueleto celular dependientes de proteinas isopreniladas (Rho), con
accion vascular directa, afectando a procesos como la contractibilidad.
Por otro lado, el NO ademas de ser un potente vasodilatador y
antiagregante plaquetario, inhibe la proliferacion de las CML, inhibe la
adhesién de células inflamatorias y modula el estrés oxidativo (Badimon y
Vilahur, 2011).

Otro mecanismo por el cual las estatinas pueden mejorar la funcion
endotelial es disminuyendo la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y radicales hidroxilo, 1o que produce una disminucion del
estrés oxidativo en la pared vascular. Aunque la normalizacién de los
niveles de lipidos por si mismo puede reducir el estrés oxidativo, se ha
observado que las estatinas reducen los niveles de expresion de ciertas
subunidades de la enzima nicotinamida-adenina-dinucledtido-fosfato
(NADPH) oxidasa en el endotelio arterial, que es la principal fuente de
aniones superoxido en la pared vascular. E incluso se ha visto que las
estatinas estimulan la angiogénesis al aumentar la proliferacion, la

migracion y la supervivencia de células endoteliales progenitoras (CEP)
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circulantes (Badimon y Vilahur, 2011). Las CEP son capaces de aumentar
la neovascularizacién inducida por la isquemia, acelerar el proceso de
reendotelizacion tras la lesién por balon y mejorar la funcion cardiaca tras
dafio isquémico. Un estudio en pacientes con enfermedad coronaria
estable demostr6 que la administracion de estatinas durante cuatro
semanas aumentaba el numero de CEP circulantes y mejoraba la funcién
cardiaca (Vasa y col., 2001), cuyo efecto angiogénico se observd en
situaciones de concentraciones bajas de estatinas tras un minimo de 4
semanas de tratamiento y de manera independiente de las cifras de
colesterol.

4.2.2. Inflamacioén

El efecto antiinflamatorio de las estatinas es apoyado por multiples
estudios en los que se analiza la presencia de células inflamatorias y
marcadores de inflamacion en las lesiones de animales de
experimentacion. En estudios de conejos sometidos a dieta aterogénica
(Fukumoto y col., 2001; Hernandez-Presa y col., 2002), las estatinas
reducen la infiltracibn de monocitos/macréfagos con la consiguiente y
l6gica reduccion de los niveles de todas aquellas proteinas cuya
presencia en las lesiones se asocia mayoritariamente con estas células.
Asi se ha observado disminucion de la expresién de metaloproteasas,
factor tisular y ciclooxigenasa-2 (Cox-2). La reduccion de células
inflamatorias en la pared producida por las estatinas puede ser el
resultado de la reduccion del proceso lesivo inicial que es la
hipercolesterolemia como inductor de la infiltracion de lipidos en la pared
y de varios efectos adicionales descritos a nivel experimental: a) la
reduccion de la adhesion de las células mononucleares al endotelio
vascular debido a la inhibicion de la expresion de moléculas de adhesion
endoteliales y de los receptores monociticos que se unen a dichas
moléculas; b) a la reduccién de la produccién de moléculas quimiotacticas
para los monocitos por parte de las células vasculares y de los monocitos
infiltrados en las lesiones, y c¢) a la reduccion de la proliferacion de los

monocitos/macréfagos. La resultante de estas acciones es que disminuye
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la actividad inflamatoria en las lesiones, lo que redunda en un
enriguecimiento en coldgeno que contribuye a la estabilizacion de las

placas.

Cuando se sustituye la dieta aterogénica de los animales por una baja en
colesterol se consigue que las lesiones remitan, se reduce la presencia de
macrofagos y los niveles de muchas de las proteinas mencionadas
disminuyen. Sin embargo, como en el caso de la funcion endotelial, las
estatinas podrian ejercer efectos vasculares directos. Asi, en ausencia de
efectos significativos sobre los niveles de LDL se ha observado reduccién
de la acumulacion de macréfagos y expresion de factor tisular en lesiones
carotideas de conejos hipercolesterolémicos. También se ha constatado
gque dos estatinas pueden reducir la expresion de moléculas
quimiotacticas para los monocitos en lesiones tempranas de cerdos
hipercolesterolémicos (Martinez-Gonzalez y col., 2001) de forma similar,
aunqgue solo una de ellas reduzca significativamente los niveles de lipidos;
por otra parte, algunos de estos efectos se producen de forma muy
temprana sin que los niveles de lipidos se vean afectados, como la
reduccion de la adhesion de leucocitos y la expresion de P-selectina en la
microvasculatura observada tan solo horas después de la administracion

de los farmacos.

Por otro lado, las estatinas inhiben la deposicion de plaquetas sobre la
pared vascular lesionada, como se ha observado ex vivo en sistemas
dinamicos de perfusion en camara tanto en seres humanos (Rauch y col.,
2000) como en animales de experimentacion (Alfén y col., 1999). Esta
reduccion de la reactividad plaquetaria podria estar relacionada con la
reduccion de la produccion de Tromboxano A; (TxAz) y la modificacion del
contenido de colesterol de las membranas plaquetarias. Las estatinas
también inhiben la expresién de factor tisular en los macréfagos presentes

en las lesiones, por lo que reducen su potencial trombogénico.

Al interferir la isoprenilacion de proteinas de las familias Rho, como se ha

expuesto previamente, las estatinas interrumpen las vias de transduccién
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de sefiales, a través de las cuales diferentes factores de crecimiento
inducen la expresion de protooncogenes y promueven la proliferacion de
las CML vasculares (Badimon y Vilahur, 2011). El bloqueo de estas vias
puede conducir no s6lo a la inhibicion de la proliferacion, sino que,
dependiendo de factores como las condiciones de cultivo o Ila
concentracion de farmaco utilizada, pueden producir la muerte de las
células por apoptosis. Sin embargo, in vivo no se ha observado
incremento del indice de apoptosis, ni de CML ni de macréfagos en
lesiones de conejos hipercolesterolémicos (Badimon, 2004). Aungque en
modelos de arteriosclerosis acelerada inducida con balon se ha
demostrado actividad antiproliferativa e inhibicién de la reestenosis, estos
resultados no se han reproducido en seres humanos. La actividad
antiproliferativa se ha observado a concentraciones elevadas, dificilmente
alcanzables con las dosis utilizadas como hipolipemiantes. De hecho, las
estatinas no han demostrado reducir la tasa de reestenosis a los 6 meses
de intervencidn de revascularizacion. No obstante, el estudio LIPS,
disefiado para investigar si la reduccidén del colesterol con fluvastatina,
iniciada de inmediato a la intervencién de revascularizacion coronaria
(con/sin stent), prolongaria supervivencia respecto a placebo, demostré
que el tratamiento con estatina (40 mg dos veces/dia) reduce
significativamente el riesgo de episodios cardiacos mayores. Los efectos
beneficiosos se obtuvieron independientemente de los niveles basales de

lipidos en plasma (Serruys y col., 2002).
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Objetivos

Los objetivos principales de este estudio experimental son los siguientes:

1. Reproducir las lesiones arterioscleroticas humanas en un modelo
animal sencillo y féacil de reproducir, a través de una dieta

hiperlipémica.

2. Valorar el efecto de la dieta y el tratamiento con atorvastatina sobre

el perfil lipidico de los distintos grupos de experimentacion.

3. Realizar un estudio histolégico de las lesiones arteriosclerodticas de
los troncos supra-aorticos segun el grado de afectacion, por medio
de un estudio de intervencidbn con progresion y regresion

espontanea e inducida con atorvastatina.

4. Comparar de forma paralela, los resultados histolégicos obtenidos
en el estudio de la arteriosclerosis en los troncos supra-adrticos
con la afectacion hepéatica en la enfermedad grasa del higado no
alcohdlico (EGHNA).

Con el fin de llevar cabo los objetivos previamente descritos, nuestro
grupo de investigacion ha seleccionado cinco grupos experimentales con

pollos de la raza White-Leghorn:

- Grupo A: Control con dieta normal.

- Grupo B: Dieta hiperlipémica.

- Grupo C: Regresion espontanea.

- Grupo D: Regresion espontanea y farmacoldgica.
- Grupo E: Progresiéon farmacoldgica.
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Y para demostrar dichos objetivos planteamos lo siguiente:

1. Valoracion bioquimica del plasma, realizando un perfil lipidico en

los distintos grupos de experimentacion (colesterol, triglicéridos,

HDL, LDL) y analisis del marcador inflamatorio PCR.

2. Descripcién histologica de los distintos grados de lesion de cada

grupo experimental de muestras tefiidas con hematoxilina-eosina y

van Gieson, segun el grado de afectacion de la capa intima, la

capa media, la celularidad observada, las fibras musculares lisas y

la placa de ateroma.

3. Clasificacion histologica de los grados de lesion de arteriosclerosis,

imitando en lo posible los estadios de la clasificacion de Stary,

segun la American Heart Association.

4. Estudio comparativo de los siguientes parametros morfométricos,

en los diferentes grupos experimentales:

a.

Grosor de la capa media.
Grosor de la capa intima.
Grosor de la placa de ateroma.

Valoracion de la neointima por medio de técnicas
inmunocitoquimicas para a-actina, empleando anticuerpos
contra esta proteina como marcador de células musculares
lisas. Valoramos el grosor de la a-actina subendotelial, la
densidad de volumen de a-actina y por ultimo, la densidad
integrada de a-actina (dichos parametros se describen

extensamente en material y métodos).
Grosor de la pared.
Grado de oclusion del vaso.

Relacion pared/luz.
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5. Obtencibn de un nuevo indice denominado “coeficiente
aterogénico” (CA) para describir de forma precisa los grados de

lesion, mediante un sistema de asignacion de puntos.

6. Por ultimo, correlacion entre las lesiones arteriosclerosas y las
hepaticas en los mismos grupos experimentales. Para ello nos
hemos basado en estudios previos de nuestro grupo de
investigacién en la afectacion hepatica. Se compara el coeficiente
aterogénico y el indice de actividad histologica de la enfermedad

hepatica.
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Capitulo 6
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6.1. Animales y dietas

Se emplearon 100 pollos de la raza White-Leghorn, de tres semanas de
edad, vacunados previamente a los 7 dias de bronquitis, y a los 14 dias
de Gumboro y peste; y alimentados durante esas tres primeras semanas
de vida con una dieta estandar de crecimiento y engorde. Se han
mantenido aislados en salas de las dependencias del Hospital Clinico
Veterinario de la Universidad de Murcia, con temperatura y humedad
controlada (aproximadamente 23° C y 60% respectivamente). Tanto las
jaulas de los animales como los procedimientos de sacrificio, se han
desarrollado cumpliendo la legislacion vigente en materia de proteccion
animal y con la aprobacion del Comité de Bioética de la Universidad de

Murcia.

La alimentacion administrada fue la siguiente:

a) Dieta normal para engorde-puesta: Cereales (maiz y cebada), harina
de soja, fosfato bicalcico, complemento vitaminico-mineral (4 Kg/Tm de
pienso para progenitores Broilers, cuya composicion por Kg es: Vitamina
A, 3000000 UI; D3, 750000 Ul; E, 12500 mg; B1, 1 gr; B2, 3’75 gr; B12,
12°5 mgr; B6, 1°25 gr; Acido pantoténico, 5 gr; Acido nicotinico, 12°5 gr;
Biotina, 75 mgr; K3, 1'5 gr; Acido félico, 750 mgr; Manganeso, 30 gr; Zinc,
27°50 gr; Hierro, 12°50 gr; Cobre 3°75 gr; Yodo, 750 mgr; Selenio, 75 mg;
Cobalto, 150 mgr; Molibdeno, 250 mg; Excipiente c.s.p., 1000 gr).

b) Dieta hipercolesterolemiante: Dieta aterogénica con un 2% de
colesterina pura y aceite de palma liquido (20%) afiadido al pienso

normal, administrada ad libitum.

c) Medicacion: Atorvastatina 3 mg/kg/dia, diluida en polietilenglicol (1- 2
ml). Se diluia en 1 cc hasta la cuarta semana de experimentacion y
posteriormente en 2 cc debido a la mayor cantidad de farmaco necesario.
Se administraba una vez al dia por la mafana, por via oral, con una

jeringa, abriendo directamente el pico a cada pollo y vertiendo todo el
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contenido en su interior para asegurar la toma completa del farmaco. Los
animales eran pesados semanalmente y tras calcular el peso medio de
cada grupo, se preparaba la disolucion de atorvastatina adecuada hasta
la siguiente pesada. Se empledé como placebo 2 ml de polietilenglicol en

los grupos a los que no se administraba el farmaco.

6.2. Fases del estudio

El estudio de experimentacion se dividié en dos fases, una primera fase
de induccién de tres meses de duracién con un grupo control sano (n=26)
y el resto de los animales con dieta aterogénica (n=74), y una segunda
fase de intervencion donde se mantuvo al grupo control y al resto de los

animales se les divide en distintos grupos (Fig.5).

- Fase de induccién (3 meses de duracién): se les ha suministrado una

dieta aterogénica a todos los animales, excepto al grupo control normal
(A) al que se le ha suministrado solo el pienso normal. A la finalizacion de
estos tres meses, se sacrificaron 10 animales del grupo A y otros 10

animales del grupo B, para controlar el efecto aterogénico.

- Fase de intervencién (3 meses de duracion): se establecieron los

siguientes grupos experimentales de forma arbitraria, marcados con una
anilla de distinto color en las patas, segun el grupo, para los estudios de
progresion y regresion:
* A: Grupo control con dieta normal durante toda la fase de
intervencion (n=16).
e B: Grupo con dieta hiperlipémica (n=16).
* C: Grupo de regresion espontanea, con suspension de la dieta
hiperlipémica pasando a una dieta normal (n=16).
* D: Grupo de regresion espontanea y farmacoldgica (dieta normal y
administracion de atorvastatina) (n=16).
e E: Grupo de progresion farmacoldgica, (dieta hiperlipémica y

atorvastatina) (n=16).
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Fig. 5. Fases del estudio experimental
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6.3. Obtencién de muestras

Tras finalizar el estudio, a los seis meses, se mantenia a los animales en
ayuno durante 12 horas, se les pesaba y se extraia 5 ml de sangre de la
vena axilar (Fig. 6), dadas las caracteristicas de esta vena, al ser
subcutanea y observable por transparencia a través de la piel, con facil
acceso durante el proceso de inmovilizacion del animal (Nickel y col.,
1997). Tras la extraccibn de la sangre, se centrifugaba a 3.000
revoluciones por minuto, durante 20 minutos, con lo que se obtenia el

plasma para las determinaciones analiticas necesarias.

El sacrificio se realizaba incruentamente mediante la administracion
intraperitoneal de 150 a 200 mgr de pentobarbital sédico, para conseguir
una rapida anestesia e iniciar la diseccion del animal, mediante una
incision longitudinal desde el cuello a la cloaca, con apertura del peritoneo
y esternén, realizando una puncion cardiaca previa a la parada
cardiorrespiratoria para obtencion de una segunda muestra de sangre Si

con la extraccion periférica no se habia extraido suficiente cantidad.

Se seccionaba la traquea para producir la parada cardiorrespiratoria y el
es6fago, los troncos supra-aorticos y se comenzaba a liberar el arbol
vascular en blogue hasta las arterias iliacas, de todas las visceras, y de
su adherencia a la columna dorsal y lumbar, respetando en todo momento
la integridad de la aorta descendente. Una vez diseccionado, se realizaba
una incision sagital del ventriculo izquierdo, y una incision longitudinal de
todo el arbol arterial. Las aortas de los animales de cada grupo eran
extendidas y fijadas inmediatamente en unos soportes de corcho, e
introducidas en formol al 10% en tampoén fosfato salino (PBS), durante 1-2
dias y se tefiian con Sudéan Ill. Los troncos supra-adrticos se fijaban en
formol al 10% para su procesado posterior. El tiempo transcurrido entre la
parada cardiorrespiratoria y la obtencién de todo el material no superaba

los 30 minutos (Fig. 6).
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Fig. 6. Imagenes del mantenimiento y diseccion de los animales de experimentacion. a'y
b.- Preparacion de la dieta, ¢ y d.-Mantenimiento de los animales periodo de induccion
f,g, h, i.- Diseccion para extraer corazon y troncos supra-aorticos (i).
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6.4. Andlisis bioguimico del plasma

Las muestras de plasma fueron procesadas mediante un analizador
automatico D-2400 (Hitachi Ltd, Tokyo, Japan), y se emplearon reactivos
estandar de la casa Boerhinger Mannheim (Boehringer, Barcelona,
Espafia), para la determinacion de lipidos (triglicéridos, colesterol, HDL,
LDL) y otros parametros bioquimicos (urea, glucosa, &acido dUrico,
aspartato aminotransferasa AST, alanina aminotransferasa ALT, fosfatasa

alcalina, albumina, ferritina, hierro y PCR).

El colesterol se determin6 mediante el test color-enzimatico (método
CHOD-PAP). Los triglicéridos se determinaron por reaccion colorimétrica
mediante la hidrélisis enzimatica de los triglicéridos y determinacion
enziméatica subsiguiente del glicerol formado. La PCR mediante la prueba
de Tina-quant de PCR (intensificada con latex), un test
inmunoturbidimétrico potenciado con particulas. Se utilizaron los

analizadores automaticos Roche/Hitachi y modular P:ACN 019.

6.5. Técnicas histolégicas convencionales

Para el estudio histoldégico se tomaron los troncos supra-adrticos de los
distintos grupos y se procedié a su inmersién en formol al 10 % en PBS
10 horas para su procesado posterior e inclusion en parafina. En el
procesamiento de inclusion las muestras son deshidratadas en alcoholes
crecientes, tolueno e infiltradas en parafina. Posteriormente se
preparaban los blogues y se cortaban en secciones de 5 micrémetros
(um) en un microtomo de rotacién Microm (HM310). Los cortes obtenidos
se recogian en portaobjetos impregnados con poli-L-lisina para evitar su
desprendimiento, dejandolos secar para después realizar las distintas

técnicas histoldgicas.

Tras desparafinar en xilol e hidratar en alcoholes decrecientes hasta
agua, las secciones fueron tefiidas con hematoxilina-eosina y van Gieson.

Posteriormente se deshidrataron en alcoholes crecientes, se aclararon en
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xilol y se montaron los cubreobjetos con medio de montaje DPX (material

sintético adhesivo con un indice de refraccion similar al vidrio).

Las tinciones realizadas de hematoxilina-eosina de los distintos grupos,
se observaron al microscopio y se realiz6 una descripcion histolégica de
los distintos grados de lesion de cada muestra, valorando la conservacion
del endotelio, la organizacion de la capa intima y de la capa media, la
celularidad, el incremento de fibras musculares lisas, el deposito de

vacuolas de lipidos y su tamafio.

6.6. Valoracion semicuantitativa de los grados de |  esidn. Valoracion

modificada de los Grados de Stary

Segun las caracteristicas histoldgicas observadas en las muestras de los
distintos grupos para la tincion de hematoxilina-eosina, van Gieson e
inmunorreactividad a a-actina, se realizé una clasificacion de las lesiones
arterioscleroticas de los troncos supra-aérticos con una puntuacion desde
cero a tres puntos. Estas puntuaciones se asignaban segun el grado de
intensidad de los hallazgos (grosor de la capa intima, celularidad de la
capa intima y capa media, presencia de depdsitos lipidicos, presencia de
fibras musculares lisas y existencia de placa de ateroma). En esta nueva
clasificacion hemos imitado en lo posible la descripcidon histologica
definida en la clasificacion de la American Heart Association, basada en la
clasificacion de Stary (Stary y col., 1995). Describimos los siguientes

estadios y puntuaciones:

e Estadio | o normal: (Puntuaciéon “0”). Capa intima de tamafo
normal, organizada, sin presencia de células vacuoladas. Escasa
celularidad.

» Estadio Il o discreta afectacion: (Puntuacion *“1”). Capa intima
ligeramente aumentada de tamafo, aumento discreto de
celularidad, con presencia de células vacuoladas subendoteliales
aisladas (depésitos aislados de lipidos).
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» Estadio Ill o notable afectacion: (Puntuacion “27). Capa intima
aumentada de forma moderada en su grosor, con aumento
moderado de la celularidad, alguna fibra muscular lisa aislada y
depdsitos de lipidos de forma moderada.

» Estadio IV o intensa afectacion: (Puntuacion “3”). Capa intima con
aumento importante en su grosor, con core lipidico (placa de
ateroma) que desorganiza la capa intima, celularidad densa y
fibras musculares lisas.

 Estadio V o fibroateroma con importante componente de tejido
conectivo, como son las fibras musculares lisas y colageno,
formando un casquete, no incluido en la clasificacion

semicuantitativa.

Una vez realizada la puntuacion en cada grupo, se calculé la media de

cada uno de ellos y se realiz6 el analisis estadistico.

6.7. Técnicas inmunocitoquimicas

Las técnicas inmunocitoquimicas se realizaron para cuantificar el deposito
de a-actina, marcador de las fibras musculares lisas. Los pasos a seguir
fueron los siguientes: Tras desparafinar e hidratar las secciones se
bloqueé Ila peroxidasa enddgena con 03% H,O, en PBS (solucion
tampon fosfato salino). Posteriormente se realizaron varios lavados en
PBS y se incubaron las secciones en camara humeda con suero normal
de conejo (NRS, 1:20), 30 minutos. Después se incubaron toda la noche a
4° C en anti-a-actina (1:100, Dako) producido en raton. Tras lavado en
PBS se incubdé en la segunda capa anti-lgG raton conjugado con
peroxidasa (1:100, Dako) durante 1 hora a temperatura ambiente. Por
altimo tras los lavados en PBS, se revel6 la peroxidasa con 0°05%
3,3"diaminobencidina (DAB) y 0°015% (peroxido de hidrégeno) H,O,. Se
contrastd con hematoxilina, se deshidrataron, aclararon y montaron en
DPX.
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Controles: la especificidad de la técnica se realizd sustituyendo el primer
anticuerpo contra a-actina por PBS en secciones seriadas de las
anteriores tefiidas conjuntamente al resto de secciones. No se obtuvo

ningun marcaje.

6.8. Valoracibn mediante analisis de imagen de par4d metros

morfométricos-densitométricos de los troncos supra- aorticos

Entre los parametros morfométricos se valoré en todos los grupos
experimentales, el grosor de la capa media, de la capa intima y de la
placa de ateroma. En la neointima se valoré el grosor de la a-actina
subendotelial y la densidad de volumen de a-actina. Ademas se valoro la
intensidad de inmunomarcaje de la a-actina para cuantificar
densitométricamente la cantidad de a-actina. Otros parametros evaluados
fueron: el &rea del vaso, didmetro externo del vaso, didmetro de la luz o
interno, el grosor de la pared vascular, relacion pared/luz y por altimo el

grado de oclusion del vaso.

Todas las medidas se realizaron en un sistema de analisis de imagen
empleando el software MIP 4.5 (Microm Image Processing Software, CID,
Consulting Image Digital, Barcelona) en la Seccion de Analisis de Imagen,

Servicio de Apoyo a la Investigacion de la Universidad de Murcia.

- Grosor de la capa media (n=100): se valoraron las muestras
tefidas con H-E en un microscopio de luz con un objetivo 40x
(Fig.7).

- Grosor de la capa intima y de la placa de ateroma (n=100): se
valoraron las muestras tefiidas con la tincion de van Gieson en un
microscopio de luz con un objetivo 10x (Fig.7).

- Valoracion de la neointima: Se ha llevado a cabo por medio de
técnicas inmunocitoquimicas que detectan el depésito de a-actina,
marcador de las fibras musculares lisas. Se han obtenido tres

parametros:
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o El grosor de la actina subendotelial (n=40): se ha valorado
en un microscopio de luz con un objetivo 40x.

o La densidad de volumen de a-actina (Vv) (n=20). Siguiendo
el principio de Delesse la densidad de volumen es igual a la
densidad de area (Aa) y ésta a su vez se calcula con la
siguiente expresion en este caso concreto. (Vv=Aa=area de
actina/ area de referencia de intima) (Howard y Reed, 1998).
Supone la cuantificacion de a-actina considerando el area
inmunorreactiva.

o La cuantificacion de a-actina considerando la densidad de
volumen y la intensidad de la inmunorreactividad (n=20).
Este pardmetro lo hemos denominado densidad integrada
de a-actina (DIA) (Fig. 8). Este parametro se calcula como
el producto de la densidad de area (Aa), por el nivel de gris
invertido  (O=negro, 255=blanco, el wvalor de gris
invertido=255-valor de gris, para que la correlacion sea
positiva). Un valor mas alto de nivel de gris invertido significa
mas reactividad o mayor presencia de a -actina.

El area del vaso (n=20): se utilizaron las muestras tefidas con
hematoxilina-eosina o van Gieson. Se obtuvo el area de la intima
incluyendo la luz, el area de la luz y el area de todo el vaso
incluyendo la luz. A partir de estos datos se determiné:

o Area de la intima: (area intima+luz)- area luz.

o Areade la luz.

o Area de la pared: (area total vaso) — (area de la luz).
Diametro del vaso, maximo o externo (n=50). Se valoraron en
secciones tefiidas con H-E o van Gieson en un microscopio con el
objetivo 40x.

Diametro de la luz, minimo o interno (n=50). Se valoraron en
secciones tefiidas con H-E o van Gieson en un microscopio con el
objetivo 40x.

Grosor de la pared (n=50): (diametro vaso)-(diametro luz).
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Grado de oclusion del vaso (n=20): (% oclusion = &rea intima / area
intima + luz x 100).
Relacién pared/luz (n=20): Cociente entre el grosor de la pared y el

didmetro interno. Este valor es indicativo de remodelado vascular.
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Fig. 7. Imagenes del proceso de medida interactiva del
grosor de las capas intima y media (a) y placa de ateroma (b).
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Fig 8. Esquema de los pasos seguidos en el protocolo de cuantificacion de la
inmunorreactividad mediante analisis de imagen. a.- Seleccién del nivel de gris
correspondiente al inmunomarcaje de actina. b.- Segmentacién del inmunomarcaje
y area de referencia. Valoracion del nivel de gris y area del inmunomarcaje. Con
estos datos se calcula la densidad integrada de a-actina (DIA) en la hoja excel.
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6.9. Coeficiente aterogénico

Basandonos en la clasificacion del indice de la actividad de la EGHNA o
“NAFLD Activity Score” (NAS) (Kleiner y col.,, 2005) con el grado de
afectacion hepética, a nivel vascular realizamos el sumatorio de algunos
de los parametros anteriores. El objetivo es obtener unos valores que nos
permitan calcular el grado de afectacion de arteriosclerosis, a este
parametro lo denominamos “coeficiente aterogéenico” (CA), el cuél oscila

entre O y 47 puntos.

Asi pues, el coeficiente aterogénico se calculé con algunos parametros
morfométricos o densitométricos. Se indica la asignacion de puntos para
cada rango de valores, en cada parametro usado en la estimacién de este

coeficiente, tabla 8.

Tabla 8. Parametros incluidos para calcular el CA

Parametro 0 1 2 3 4 5 6 puntos
puntos punto puntos puntos puntos puntos
Grado Estadio Estadio Estadio Estadio
modificado de I Il 11 v
Stary
Grosor placa 0-49 50-99 100-199 200-299 300-399 =400
ateroma (um)
Grosor capa 0-49 50-99 100-199 200-299 300-399 =400
intima (um)
Grosor actina 0-19.9 20-39.9 40-59.9 60-79.9 80-99.9 100- =200
subendotelial 199.9
(pm)
Densidad de
volumen de a- 0-5 6-10 11-15 16-20 221
actina (%)
Densidad 0-9.9 10-19.9 20-29.9 30-39.9 240
integrada de
a-actina
Grosor capa =500 400- 300-399.9 | 200-299.9 | 100-199.9 | 0-99.9
media (um) 499.9
Grosor pared 1200- 1400- 1600- 1800- 2000- = 2200
(um) 1399 1599 1799 1999 2199
Relacion 0.45-0.54 0.55- 0.65-0.74 | 0.75-0.84 | 0.85-0.94 | = 0.95
pared/luz 0.64
Grado 0-14 15-29 30-44 45-59 60-74 275
oclusién del
vaso (%)
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6.10. Valoracion histolégica del higado

En nuestro grupo de investigacion, Martin Castillo, en su tesis doctoral
(2008) realiz6 un estudio de la esteatosis, la inflamacién y la lesiéon
hepatocelular del higado de los mismos animales de experimentacion
comentados previamente, segun la clasificacion del indice de la actividad
de la EGHNA o “NAFLD Activity Score” (NAS) (Kleiner y col., 2005) tabla
4, tomando una muestra de higado siempre de la misma zona, del borde
interno del I6bulo hepéatico izquierdo. Estas muestras se fijaron en 10% de
formol en tampon fosfato salino pH 7.4 (PBS) durante 7h y se proceso
para su inclusion en parafina. Se realizaron cortes de 5um, que se tifieron
con Verhoeff-van Gieson para valorar la presencia de fibrosis y con
hematoxilina-eosina para la realizacion de una descripcion histolégica de

los higados de cada animal.

La valoracion morfométrica cuantitativa de la esteatosis se llevo a cabo
con un equipo de analisis de imagen conectado a un microscopio de luz
(Axioskop, Zeiss) y una camara de video Sony DXC 131-AP, empleando
un software MIP 4.5 (Microm Image Processing Software, CID, Consulting
Image Digital, Barcelona). Con dicho analisis, se cuantificé el porcentaje
de area de esteatosis en el parénquima hepético (zona lobulillar y
centrolobulillar) en 10 campos de observacion, obteniendo 100 medidas
por grupo experimental y zona. Se calcul6é la media y error estandar de
cada grupo y zona realizandose los test diagnosticos para la comparacion

entre los grupos y zonas mediante el analisis estadistico.

Para la valoracion de la inflamacién hepéatica se contabilizé el nimero de
focos inflamatorios por observacion directa al microscopio en 10 campos
de observacion por animal 200x, realizando un total de 100 observaciones
por grupo experimental, asignando a cada foco un valor: “1” si el infiltrado
era poco denso, “2” si era moderado y “3” si el infiltrado era muy denso.
Por otro lado, se cuantificod el area y diametro maximo de los focos

inflamatorios por un equipo de analisis de imagen conectado a un
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microscopio de luz (Axioskop, Zeiss) y una camara de video Sony DXC
151-AP, realizando un total de 100 observaciones por grupo experimental.
Y por ultimo, se valord la densidad inflamatoria mediante la segmentacion
por analisis de imagen de las areas correspondientes a celulas

migratorias dividido por el area del campo de referencia.

En la valoracion de la lesion hepatocelular se tuvieron en cuenta las

siguientes caracteristicas:

a) Balonizacion: Es la Unica lesiébn necesaria para el diagndstico de
EHNA. Los hepatocitos se encuentra aumentados de tamafio, con
citoplasma palido en su mayor parte y condensado en la region
perinuclear. Segun su presencia se les dio una puntuacién (“0” si no hay,
“1” si es poco frecuente y “2” si son muy numerosos.

b) Cuerpos acidofilos: Son pequefios fragmentos de citoplasma
refringente eosindfilo en el sinusoide, como resultado de la muerte
apoptética de la célula.

c) Megamitocondrias.

d) Macrofagos pigmentados: Inclusiones lamelares producidas por el
depdsito de fosfolipidos dentro de los lisosomas.

e) Ndcleos glucogenados: Aparecen vacuolados con contenido en
glucdgeno.

f) Hialina de Mallory: Inclusion intracelular en los hepatocitos como una
masa irregular intensamente eosindfila secundario a acumulaciones de

filamentos de citoqueratina.

El indice de actividad de la EGHNA o “NAFLD Activity Score” (NAS) viene
definido por la suma de la esteatosis, inflamacion lobular y de la
balonizacion. Este indice varia en un rango de 0 a 8, no considerandose
diagndstico de .esteatohepatitis a la puntuacion de 0 a 2. Asi pues, Martin
Castillo (2008) aplic6 el NAS a las muestras hepaticas de los grupos

experimentales (tabla 9).
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Tabla 9. Resumen del analisis cuantitativo de las caracteristicas histolégicas

o GRUPOS
Caracteristica
A B C D E
Esteatosis (%)
Depdésito Lobulillar 0.0 55.11 7.10 2.92 32.30
Depdésito Centrolobulillar 0.01 53.76 8.99 2.98 20.55
_ Macrovacuolar |0 40 23 16 27
Tipo de _
_ Microvacuolar |0 34 14 17 39
esteatosis
No afectados 100 26 63 67 34
Inflamacion
N° focos campo 0 3.71 1.4 1.13 1.42
Area foco inflamatorio
, 0 8754.42 |4976.90 |3031.32 |3869.68
(Hm°)
Diametro maximo del foco
0 130.27 |104.18 |76.86 95.77
(Hm)
Densidad inflamatoria (%) |0.44 |7.88 3.42 2.64 3.76
Microgranulomas 0-1 0 1 1 1 1
Lipogranulomas 0-1 0 1 1 1 1
Inflamacién portal 0-1 0 1 1 1 1
Lesion hepatocitaria
Balonizacion 0 1.85 0.43 0.17 1.01
Cuerpos aciddfilos 0 0 0 0 0
Megamitocondrias 0 0 0 0 0
Macrofagos pigmentados 0 0 0 0 0
Hialina de Mallory 0 0 0 0 0
Nucleos glucogenados 0 0 0 0 0

Martin Castillo, 2008.

6.11. Comparacién del coeficiente aterogénico (CA)

actividad de la enfermedad de esteatohepatitis no a

y el indice de

Icohdlica (NAS)

Una vez obtenido el coeficiente aterogénico de los distintos grupos

experimentales, con un menor o mayor grado de afectaciéon vascular por

la arteriosclerosis, se compard con los datos obtenidos tras realizar el

NAS a todas las muestras hepaticas, realizandose los test diagndsticos
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para la comparacion entre todos los grupos mediante el analisis
estadistico. Se empleé el paquete estadistico SPSS v15.
Ambos coeficientes se compararon por el coeficiente de correlacion de

Pearson.

6.12. Andlisis estadistico de los datos morfométric 0s

Los resultados se analizaron utilizando el paquete informatico SPSS v15.
Para la significacion estadistica de los resultados cuantitativos, se aplico
el test de ANOVA o el test de Welch segun la prueba de homogeneidad
de varianzas, y las correspondientes pruebas de comparaciones multiples
dos a dos. Para las pruebas no paramétricas se realizd la prueba de
Kruskal-Wallis y las comparaciones dos a dos por la prueba de Mann-
Whitney.
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7.1. Resultados bioquimicos

Los valores analiticos obtenidos en los cinco grupos experimentales
(colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol y triglicéridos) se recogen
en la tabla 10 y en la figura 9. Como puede observarse hay una gran
diferencia entre el nivel mas alto de colesterol y triglicéridos del grupo B,
con respecto a los bajos niveles del control sano, grupo A. Ambos niveles
analiticos disminuyen en los grupos de supresion de dieta hiperlipémica
(regresion espontanea) y/o tratamiento con atorvastatina. Se observan
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) tras la prueba de
Anova y Bonferroni entre todos los grupos con respecto a las cifras de
colesterol, triglicéridos y LDL-colesterol. Para el HDL-colesterol se han
obtenido unos mayores niveles en el grupo de dieta hiperlipémica (B) y en
el grupo de progresiéon farmacoldgica (E) sin diferencia estadistica entre
ellos, pero si con el resto de los grupos experimentales; un nivel
intermedio de los grupos de regresion espontanea (C) y regresion

espontanea y farmacolégica (D), y por ultimo el grupo de dieta normal (A).

Tabla 10. Perfil lipidico en plasma

Grupo Colesterol Trigl icéridos HDL-colesterol LDL-colesterol
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

A 95.11 + 5.93* 79.55+33.49%° 5311+ 8.42* 26.00+ 2.78°

B 1136.00 + 196.2° 454.00 + 165.9° 233.80 + 33.74" 811.3 +162.35"

C 204.20 + 40.87° 153.40 +£90.92°  95.40 + 20.24° 95.00 + 27.79°

D 172.40 +44.68° 31.60+ 7.24°  77.60+26.40° 88.50 +19.29¢

E 413.75 + 83.80° 356.88 + 130.32° 242.88 + 70.96" 242.80 + 70.93°

Los valores se expresan como media * error tipico, para n = 10 por grupo experimental.
Prueba estadistica de Anova y Bonferroni. Las comparaciones estadisticas entre los
grupos se indican con las letras en superindice: letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre los grupos. HDL: lipoproteina de alta

densidad; LDL: lipoproteina de baja densidad.
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Fig. 9. Valores medios del perfil lipidico para cada grupo experimental
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Con respecto a los valores de PCR, tabla 11 y figura 10, puede
observarse una diferencia estadisticamente significativa sélo entre el

grupo control de dieta normal (A) y el resto de los grupos experimentales.

Tabla 11. PCR en plasma

Grupo PCR (mg/dL) Descripcion

Al 1.07+£0.29 Control con dieta normal

B® 2.75+0.26 Dieta hiperlipémica

c’ 2.55+0.91 Regresion espontanea

D 2.00+£0.38 Regresion espontanea y farmacoldgica
EP 2.01+0.33 Progresion farmacolégica

Los valores se expresan como media + error tipico, para n = 10 por grupo experimental.
Prueba estadistica de Anova y Bonferroni. Las comparaciones estadisticas entre los
grupos se indican con las letras en superindice: letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre los grupos. PCR: Proteina C reactiva.

Fig. 10. Representacion de valores medios de PCR en plasma en cada grupo
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Al finalizar el estudio, previamente a la extraccion sanguinea para determinar el
perfil bioquimico, se les pesaba de forma rutinaria, con el objeto de determinar si
se producia obesidad. En la tabla 12 y figura 11, se recogen los resultados
obtenidos.

Tabla 12. Peso medio corporal total por grupo experimental

Grupo Peso corporal (gr) Descripcion

Al 4268 + 187 Control con dieta normal

B?® 4700 + 200 Dieta hiperlipémica

c? 4655 + 168 Regresion espontanea

D? 4410 + 181 Regresion espontanea y farmacologica
E? 4485 + 363 Progresion farmacoldgica

Los valores se expresan como media + error tipico, para n = 10 por grupo experimental.
Las comparaciones estadisticas entre los grupos se indican con las letras en
superindice. Tras las pruebas de Games-Howell no se encuentran diferencias

significativas entre los grupos.

Fig. 11. Representacién del peso medio corporal total de cada grupo
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7.2. Descripcion histologica
Tras observar las muestras de la tincion de hematoxilina-eosina y van

Gieson en microscopio de luz, se ha realizado una descripcién histoldgica

de los distintos grupos experimentales:
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- En el grupo “A”, control con dieta normal, se observa un
endotelio conservado, con ausencia de fibras musculares lisas en la capa
intima, sin estar ésta aumentada de tamafio, ni la capa media. Se
observan fibras musculares lisas en la capa media, de una forma
organizada, con poca celularidad.

- En el grupo “B”, dieta hiperlipémica, el endotelio esta
conservado, con la capa intima muy aumentada de tamafo (10 veces el
tamafo del grupo A), muy desorganizada, con aumento de lipidos en
placa de ateroma. En ocasiones la placa de ateroma ocupa toda la capa
intima (tejido muy laxo). Se observan depdsitos subendoteliales de fibras
musculares lisas con distribucion homogénea, en el espesor de la capa
intima. Capa media con fibras musculares lisas desorganizadas y mucha
celularidad.

- En el grupo “C”, regresion espontanea, el endotelio esta
conservado, con la capa intima aumentada de tamafio (4-5 veces el
tamafo del grupo A), ocupada por grandes placas de ateroma, y depadsito
de fibras musculares lisas subendoteliales “de gran espesor”, mas
profundas, y algunas fibras musculares lisas dispersas en el espesor de la
capa intima pero de forma mas difusa. Desorganizacion de la capa intima.
Capa media muy laxa, con aumento moderado de la celularidad y del
tejido muscular liso.

- En el grupo “D”, regresion espontanea y farmacoldgica, el
endotelio estd conservado, con la capa intima de tamafio normal o
ligeramente aumentada (2 veces el tamafio del grupo A), con algun
depdsito aislado de lipidos y aumento ligero de las fibras musculares lisas
y de la celularidad. En la mayoria, la capa media se encuentra
organizada.

- En el grupo “E”, progresion farmacologica, el endotelio esta
conservado, con aumento moderado de la capa intima y de las fibras
musculares lisas, encontrdndose éstas mas organizadas en la parte
profunda de la capa media. Se observa tejido laxo con vacuolas de lipidos

y placas subendoteliales que desorganizan la capa intima.
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En la figura 12, observamos las caracteristicas histolégicas de los

distintos grupos experimentales.

Fig. 12. Iméagenes representativas de los diferentes grupos de tratamiento. A: Control con dieta
normal, B: dieta hiperlipémica, C: regresién espontanea, D: regresién espontanea y
farmacolégica, E: progresion farmacolégica. A poco aumento es de destacar el alto grado de
desarrollo de la placa de ateroma en el grupo B, ocupando toda la capa intima, con gran
desorganizacién de la pared arterial. También es patente el aumento del grosor de la capa
intima en el grupo C. i: capa intima, m: capa media, p: placa de ateroma. Hematoxilina-eosina.
Barra: 100 pm.
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7.3. Valoracion semicuantitativa modificada de los grados de lesién
de Stary

Segun las caracteristicas histologicas observadas en las muestras de los
distintos grupos por microscopia Optica para la tincion de hematoxilina-
eosina, van Gieson e inmunorreactividad a a-actina, se ha realizado una
clasificacion imitando en lo posible los estadios de Stary (Stary y col.,
1994) segun la clasificacion de la American Heart Association (Stary y
col.,, 1995). Se ha tenido en cuenta el grosor de la capa intima, la
celularidad de la capa intima y de la capa media, la presencia de
depdsitos lipidicos, la presencia de fibras musculares lisas y la existencia
de placa de ateroma.

La tabla 13 y la figura 13, muestran el distinto grado de afectacion de los
cinco grupos. Tras la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba de Mann-
Whitney, el grupo control con dieta normal (A) presenta diferencias

estadisticamente significativas con el resto de los grupos.

Observamos un grado intermedio, en cuanto a la afectacion de la pared
vascular, en el grupo de regresion espontanea y farmacolégica (D) sin

diferencia significativa con respecto al grupo de progresion farmacolégica

(E).

Y por ultimo, llama la atencion la apreciacion de tres grupos similares en
cuanto al grado de afectacion (grupos B, C y E). No se observa diferencia
significativa entre ellos, siendo el mas afectado el grupo con dieta
hiperlipémica (B), en segundo lugar el grupo de regresion espontanea (C)
y en tercer lugar, el grupo de progresiéon farmacolégica (E).

134



Resultados

Tabla 13. Valoracion semicuantitativa modificada de los grados de lesién de

Stary (escala 0-3)

Puntuacion

Grupo Grados de Stary Descripcion

Al 0.00 + 0.00 Control con dieta normal

B 2.90 +£0.10 Dieta hiperlipémica

c’ 2.78+0.15 Regresion espontanea

D¢ 1.50+0.34 Regresion espontanea y farmacolégica
E b° 2.33+0.29 Progresion farmacoldgica

Los valores se expresan como rango promedio, para n=10 animales por grupo
experimental. Prueba de Kruskal-Wallis y comparaciones de parejas por la prueba de
Mann-Whitney. Las comparaciones estadisticas entre los grupos se indican con las letras
en superindice: letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas

(p<0.05) entre los grupos.

Fig. 13. Resultados de la valoracion modificada de los grados de lesién de Stary
(valores medios de cada grupo experimental)
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En la figura 14 se muestra imagenes representativas de los diferentes
grupos experimentales aludiendo a su grado de lesion modificado de
Stary.
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Fig.14. Valoracion modificada de los
grados de lesion de Stary. A: Control con
dieta normal, grado de Stary “0”, se
conserva la pared vascular intacta. B:
dieta hiperlipémica la capa intima esta
ocupada por una gran placa de ateroma,
correspondiendo a un grado “3". C:
regresion espontanea, D: regresion
espontanea y farmacoldgica, E:
progresién farmacologica. Se observan
grados intermedios de afectacion en los
grupos C, D y E. i: capaintima, m: capa
media, p: placa. Hematoxilina-eosina.
Barra: 100 pm.
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7.4. Valoracion morfométrica-densitométrica por ana  lisis de imagen

7.4.1. Grosor de la capa media

Los resultados se muestran en la tabla 14. Tras aplicar la prueba de
homogeneidad de varianzas para valorar el grosor de la capa media del
vaso 0 troncos supra-aorticos, se obtiene una p<0.05, por lo que no hay
homogeneidad. En estos casos no podemos aplicar el test de ANOVA.
Tras aplicar la prueba del estadistico Welch, se obtiene un nivel de
significacion < 0.05 (p<0.05), por lo que si hay diferencias entre los
grupos. Para precisar donde en concreto se encuentran las diferencias
detectadas, en las comparaciones multiples en las pruebas post hoc, se
ha usado la prueba de Games-Howell, obteniendo una diferencia
estadisticamente significativa entre el grupo control de dieta normal, con

el resto de los grupos.

Tabla 14. Grosor de la capa media

Grupo Grosor (um) Descripcién

A 585.19+ 9.06 Control con dieta normal

B 345.45+18.21 Dieta hiperlipémica

cP 342.26 £18.38  Regresion espontanea

D 359.42 £19.02 Regresion espontanea y farmacoldgica
E® 371.44 £18.18  Progresion farmacolégica

Los valores se expresan como media + error tipico, para n = 100 por grupo experimental.
Prueba de Welch y Games-Howell. Las comparaciones estadisticas entre los grupos se
indican con las letras en superindice: letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre los grupos. Diferencia significativa entre el
grupo Ay los deméas grupos (p<0.05). No se encuentran diferencias significativas en las

demas comparaciones.

En la figura 15, se comprueba cémo el grupo de pollos alimentados con
dieta normal (A), tiene un grosor de la capa media mucho mayor, que el
observado en el resto de los grupos. En el grupo de dieta hiperlipémica

(B), el de regresion espontanea (C), el de regresion espontanea y
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farmacoldgica (D) y por ultimo, el grupo de progresion farmacologica (E),
el grosor de la capa media es en todos ellos similar, y se mantiene en
torno a algo mas de la mitad (aproximadamente el 60 %) del grosor

medio estimado para el grupo de dieta normal (A).

Fig. 15. Representacion de los valores medios del grosor de la capa media (um)

en cada grupo experimental
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En la figura 16 podemos observar el grosor de la capa media de los
distintos grupos experimentales. Las muestras se han incubado con
anticuerpos contra a-actina (técnica inmunocitoquimica) para emplear

esta proteina como marcador de las células musculares lisas.
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Fig. 16. Grosor de la capa media.

A: Control con dieta normal,

B: dieta hiperlipémica,

C: regresion espontanea,

D: regresion espontanea y
farmacologica,

E: progresion farmacolégica.

Puede observarse un mayor grosor de
lacapamedia en el grupo A, con
respecto al resto de los grupos, enlos
cudles se encuentra adelgazada.

m: capa media. Inmunocitoquimica con
a-actina. Barra 100 pm.
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7.4.2. Grosor y area de la capa intima

En la tabla 15 y la figura 17, se representan los valores obtenidos en la
valoracion del grosor de la capa intima. Tras aplicar las pruebas
estadisticas de Welch y Games-Howell, se obtiene una diferencia

significativa en todos los grupos, tras su comparacion entre ellos.

Tabla 15. Grosor de la capa intima

Grupo  Grosor (um) Descripcion

A? 48.66 + 2.27 Control con dieta normal

B® 336.35+23.58 Dieta hiperlipémica

Cc* 230.28 £ 14.51 Regresién espontanea

D¢ 121.45+ 4.42 Regresion espontanea y farmacoldgica
E® 141.76 £ 5.84 Progresion farmacoldgica

Los valores se expresan como media + error tipico, para n = 100 por grupo experimental.
Prueba de Welch y Games-Howell. Las comparaciones estadisticas entre los grupos se
indican con las letras en superindice: letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre los grupos. Diferencia significativa entre

todos los grupos (p<0.05), en las comparaciones dos a dos.

Fig. 17. Representacién de los valores medios del grosor de la capa intima (um)
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Se observa un grosor de la capa intima distinto en cada grupo
experimental con una diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre
todos ellos. El grupo de dieta normal (A) presenta el menor grosor
observado y es el que nos sirve de referencia con respecto a los demas.
Le sigue el grupo de regresion espontanea y farmacoldgica (D) con un
grosor duplicado, el grupo de progresion farmacoldgica (E) con un grosor
triplicado, el grupo de regresion espontanea (C) con un grosor cinco
veces mayor, y por ultimo el grupo de dieta hiperlipémica (B) con un

grosor ocho veces superior.

Por otro lado, de forma simultanea, también se ha valorado el area de la
capa intima (tabla 16 y figura 18), con el fin de comprobar si existe o no
una correlacion paralela con el grosor de la capa intima. Efectivamente el
grupo de dieta normal (A) tiene un menor area, seguido por el grupo de
regresion espontanea y farmacologica (D), y en continuidad por el grupo
de progresion farmacolégica (E), el grupo de regresion espontanea (C) y
por ultimo por el grupo de mayor area de la intima el grupo de dieta
hiperlipémica (B), de forma similar al comportamiento del grosor de la

capa intima.

Tabla 16. Area de la capa intima

Grupo  Area (um?) Descripcion

A? 716044 £ 202104  Control con dieta normal

B® 2805015 £ 817900  Dieta hiperlipémica

c* 1696323 + 567454  Regresion espontanea

D¢ 791634 £ 342919  Regresion espontanea y farmacologica
E® 1412740 + 743354  Progresion farmacologica

Los valores se expresan como media + error tipico, para n = 20 por grupo experimental.
Prueba de Welch y Games-Howell. Las comparaciones estadisticas entre los grupos se
indican con las letras en superindice: letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05) entre los grupos.
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Fig. 18. Representacion de los valores medios del area de la capa intima (um?)

en cada grupo experimental
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En la figura 19, podemos observar el grosor de la capa intima en los
distintos grupos de animales de experimentacion. Se muestra el marcaje

contra a-actina.
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Fig. 19. Grosor dela capa
intima. A: Control con dieta
normal, B: dieta hiperlipémica,
C: regresion esponténea, D:
regresion espontanea y
farmacoldgica, E: progresion
farmacoldgica.

Destaca un mayor aumento de
la capa intima en el grupo By
C, siendo el grupo D el que
presenta un minimo aumento,
mas similar al grupo A.

i: intima. Inmunocitoquimica
con a-actina. Barra: 100 um.
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7.4.3. Grosor de la placa de ateroma

Tras estos datos descriptivos del engrosamiento de la capa intima, se ha
valorado de forma individual la medida del grosor de la placa de ateroma.
Se le ha aplicado las pruebas estadisticas de Welch y las comparaciones
dos a dos de Games-Howell. En la tabla 17 y en la figura 20, se muestran
los resultados obteniéndose una diferencia significativa entre todos los

grupos.

Tabla 17. Grosor de la placa de ateroma

Grupo  Grosor (um) Descripcioé n

A 0.00 + 0.00 Control con dieta normal

B 394.51 +34.71 Dieta hiperlipémica

Cc° 110.84 £11.45 Regresion espontanea

D¢ 38.25+ 1.82 Regresion espontdneay farmacoldgica
E® 69.64 + 6.33 Progresion farmacologica

Los valores se expresan como media + error tipico, para n = 100 por grupo experimental.
Prueba de Welch y Games-Howell. Las comparaciones estadisticas entre los grupos se

indican con las letras en superindice: letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05) entre los grupos.

Fig. 20. Representacién de los valores medios del grosor de la placa de

ateroma (um) en cada grupo experimental
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Se objetiva una ausencia de placa en el grupo de dieta normal (A), y en
contraposicion un grupo de progresion con dieta hiperlipémica (B) con las
placas de mayor tamafio que ocupan todo el espesor de una capa intima
muy aumentada de grosor, seguido por los grupos de regresion
espontanea (C), el grupo de progresion farmacolégica (E) y por ultimo, el
grupo de regresion espontanea y farmacoldgica con atorvastatina (D) con
pequefias placas de ateroma en alguna muestra.

En las figuras 21 y 22, se muestran imagenes de las placas de ateroma
de los distintos grupos experimentales, llamando la atencion la gran placa
de ateroma del grupo de dieta hiperlipémica (B).

Fig. 21. Grosor de la placa. A:
Control sano, B1ly B2: dieta
hiperlipémica.

Destaca el contraste entre el
grupo A sin placa alguna,frente al
grupo B en el que se aprecia una
gran placa de ateroma que ocupa
toda la intima.

p: placa. Tincién de van Gieson.
Barra: 100 pm.
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Fig. 22. Grosor de la placa.
C: regresion espontanea,

D: regresion espontanea

y farmacoldgica,

E: progresion farmacolégica.

Destaca el grupo C conuna gran
placa de ateroma, sin ocupartoda
la intima como se ha observado
enlafigura2l en el grupo B. Por
otro lado esté el grupo D sin placa
alguna al igual que en el grupo A
delafigura2l, y por dltimo una
pequefia placade ateroma en el
grupo E.

146




Resultados

7.4.4. Valoracion de la neointima

La valoracion de la neointima, se ha realizado por medio de la deteccién
de a-actina mediante técnicas inmunocitoquimicas, con la medida de tres

parametros:

- El grosor del depésito de a-actina subendotelial.
- La densidad de volumen de a-actina (Vv).
- La cuantificacion de a-actina considerando densidad de

volumen e intensidad de inmunorreactividad.

En primer lugar, en cuanto a la valoracion del grosor de la a-actina
subendotelial, en la tabla 18 y en la figura 23, se representan los
resultados tras aplicar las pruebas de Welch y la prueba de Games-

Howell de comparaciones multiples.

Tabla 18. Grosor de la a-actina subendotelial

Grupo Grosor (L m)  Descripcion

Al 0.00 + 0.00 Control con dieta normal

B Pd 43.28 + 3.18 Dieta hiperlipémica

cP 81.87 £14.99 Regresion espontanea

D¢ 13.24 + 2.73 Regresién espontanea y farmacolégica
E ¢ 35.42 + 4.33 Progresion farmacologica

Los valores se expresan como media * error tipico, para n = 40 por grupo experimental.
Prueba estadistica de Welch y Games-Howell. Las comparaciones estadisticas entre los

grupos se indican con las letras en superindice: letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05) entre los grupos.
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Fig. 23. Representacion de los valores medios del grosor de actina

subendotelial (um)
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Se observa un mayor grosor de la a-actina subendotelial en el grupo de
regresion espontanea (C), seguido por el grupo de dieta hiperlipémica (B)
sin diferencia estadisticamente significativa. Posteriormente le siguen el
grupo de progresion farmacolégica (E), que si se diferencia
estadisticamente con respecto al grupo de regresion espontanea (C) pero
no con respecto al grupo de dieta hiperlipémica (B); y por ultimo el grupo
de regresion espontanea y farmacoldgica (D) y el grupo control con dieta
normal (A), donde no se observa depdsito alguno de actina subendotelial,
con diferencia estadisticamente significativa con respecto al resto de los

grupos.
Asi, en la figura 24 se muestran imagenes del depdésito de a-actina

subendotelial en los diferentes grupos de experimentacion, con un mayor

grosor en el grupo de regresion espontanea (C).
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Fig. 24. Grosor de a-actina subendotelial. A: control sano,B: dieta hiperlipémica,
C: regresién espontanea,D: regresién espontanea y farmacolégica, E: progresion
farmacolégica. Llama la atencién el gran depdsito subendotelial de fibras
musculares en algunas muestras del grupo C, como se observa en C1. a.s.: actina
subendotelial. Inmunocitoquimica con a-actina. Barra: 100 pm.
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En segundo lugar, se ha obtenido la densidad de volumen de a-actina
“Vv”, siendo Vv = Aa = area de a-actina / area de referencia en la capa
intima. En la tabla 19 y figura 25, se representan los resultados tras
aplicar las pruebas de Welch y de Games-Howell de comparaciones

multiples.

Tabla 19. Densidad de volumen de a-actina (Vv)

Grupo Vv (%) Descripcion

Al 1.50+0.0 Control con dieta normal

BP® 11.00+1.2 Dieta hiperlipémica

c’ 11.40+1.7 Regresion espontanea

D° 3.50+0.4 Regresion espontédnea y farmacologica
EP 8.80+1.1 Progresién farmacoldgica

Los valores se expresan como media * error tipico, para n = 20 por grupo experimental.
Prueba estadistica de Welch y Games-Howell. Las comparaciones estadisticas entre los

grupos se indican con las letras en superindice: letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05) entre los grupos.

Fig. 25. Representacion de los valores medios de la densidad de volumen de a-

actina (Vv, %) en cada grupo experimental
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Se observa un mayor deposito de a-actina, y por tanto de fibras
musculares lisas en la capa intima, en los grupos de progresion con dieta
hiperlipémica (B), regresion espontanea (C) y progresion farmacologica
(E) sin diferencia estadisticamente significativa entre ellos, pero si con
respecto a los dos grupos restantes, el grupo de dieta normal (A) sin
apenas deposito de a-actina y el grupo de regresion espontanea y
farmacoldgica (D) en el que se demuestra una leve presencia de fibras
musculares lisas en el espesor de la capa intima, con una diferencia

estadisticamente significativa con todos los grupos.

Y por ultimo en tercer lugar, se ha podido cuantificar la cantidad de
depdsito de fibras musculares lisas, lo que se ha denominado “densidad
integrada de a-actina”, teniendo en cuenta el area y la intensidad del
color en el area de la a-actina en el grosor de la capa intima (Aa x gris
invertido). Los resultados se representan en la tabla 20 y en la figura 26,
tras aplicar la prueba de Welch y la prueba de Games-Howell de

comparaciones multiples.

Tabla 20. Densidad integrada de a-actina (DIA=Aa x gris invertido)

Grupo DIA Descripcion

Al 3.11+0.39 Control con dieta normal

BP® 16.01+1.78  Dieta hiperlipémica

c’ 17.99+2.42 Regresion espontdnea

D¢ 6.46 + 0.69 Regresion espontédnea y farmacologica
EP 16.72 £2.13 Progresion farmacoldgica

Los valores se expresan como media * error tipico, para n = 20 por grupo experimental.
Prueba estadistica de Welch y Games-Howell. Las comparaciones estadisticas entre los

grupos se indican con las letras en superindice: letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05) entre los grupos.
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Fig. 26. Representacién de los valores medios de densidad integrada de a-

actina (DIA) para cada grupo experimental
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Con la cuantificacion de la a-actina teniendo en cuenta el % de area e
intensidad de inmunorreactividad en la capa intima, se demuestra un
mayor depodsito de fibras musculares lisas en los grupos de regresion
espontanea (C), progresion farmacolégica (E) y en el de dieta
hiperlipémica (B), sin una diferencia estadisticamente significativa entre
ellos, pero si con respecto al grupo de dieta normal (A) sin apenas fibras
musculares lisas y con respecto al grupo de regresiébn espontanea y
farmacolégica (D) con un valor minimo.

7.4.5. Area del vaso
En el area del vaso se han realizado tres medidas:
- El area de la luz del vaso.
- El area de la intima (ya comentada previamente en el apartado
7.4.2)

- El area de la pared (area total del vaso — area de la luz).

Con respecto al area de la luz del vaso, tras obtener los resultados se han
aplicado las pruebas estadisticas de Welch sin haber diferencias
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significativas entre los distintos grupos, quedando reflejado en la tabla 21

y figura 27 los resultados.

Tabla 21. Area de la luz del vaso

Grupo  Area luz (um?) Descripcion

A? 2660174.20 + 1064291.11 Control con dieta normal

B® 2191827.07 £ 1602252.04 Dieta hiperlipémica

c? 3142808.70 + 1239561.18 Regresion espontdnea

D® 2517403.74 + 1152778.00 Regresion espontanea y farmacoldgica
E? 2423631.46 + 780797.62 Progresion farmacolégica

Los valores se expresan como media + error tipico, para n = 20 por grupo experimental.

Prueba de Welch. Las comparaciones estadisticas entre los grupos se indican con las

letras en superindice: letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas

(p<0.05) entre los grupos.

Fig. 27. Representacion de los valores medios del area de la luz del vaso (um?)

3500000

3000000

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

0

en cada grupo experimental

~

v

Posteriormente quedan reflejados los resultados del area de la pared del

vaso, en la tabla 22 y figura 28, tras aplicar las pruebas de Welch y

Games-Howell.
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Tabla 22. Area de la pared del vaso

Grupo  Area pared (um °) Descripcion

A 6242367.02 £ 1398464.85 Control con dieta normal

B 8701470.62 + 2286611.75 Dieta hiperlipémica

che 7586602.11 + 1296653.37 Regresion espontanea

D? 5882808.14 + 1403334.51 Regresién espontanea y farmacoldgica
E?®° 6415913.90 + 1245795.38 Progresion farmacolégica

Los valores se expresan como media * error tipico, para n = 20 por grupo experimental.
Prueba de Welch y Games-Howell. Las comparaciones estadisticas entre los grupos se

indican con las letras en superindice: letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05) entre los grupos.

Fig. 28. Representacién de los valores medios del area de la pared del vaso

(um?) en cada grupo experimental
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Los mayores valores del area de la pared del vaso se observan en el
grupo de dieta hiperlipémica (B), seguido del grupo de regresiéon
espontanea (C), sin diferencia significativa entre ellos, pero si con el resto
de grupos, a excepcion del grupo C con el grupo E. Un valor intermedio lo
encontramos en el grupo de progresion farmacologica (E) y por ultimo los
menores valores se encuentran en el grupo de dieta normal (A) y

regresion espontanea y farmacologica (D).
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7.4.6. Diametro del vaso, maximo o externo

De todos los grupos experimentales se ha medido el diametro del vaso,
correspondiente al diametro maximo o externo, asi en la tabla 23 y figura
29 se representan los resultados tras aplicar las pruebas de Anova y

minimas diferencias significativas (DMS) de comparaciones multiples.

Tabla 23. Diametro del vaso, maximo o externo

Grupo  Diametro del vaso (um) Descripcién

Al 2660.00 * 745.75 Control con dieta normal

B® 3235.00 £927.75 Dieta hiperlipémica

che 3118.54 + 853.30 Regresion espontanea

D? 2674.24 £899.11 Regresion espontanea y farmacolégica
E?®° 2805.82 + 855.38 Progresion farmacolégica

Los valores se expresan como media + error tipico, para n = 50 por grupo experimental.
Prueba de Anova y DMS. Las comparaciones estadisticas entre los grupos se indican

con las letras en superindice: letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05) entre los grupos.

Fig. 29. Representacion de los valores medios del diametro del vaso, maximo o

externo (um) de cada grupo experimental
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Del mismo modo que ocurre con los valores del area de la pared del vaso
encontramos el mismo patrén de resultados en el diametro maximo del

vaso.

7.4.7. Diametro de la luz, minimo o interno

El diametro de la luz, corresponde al diametro minimo o interno, reflejado
en la tabla 24 y figura 30 tras analizarlo estadisticamente con la prueba de

Welch, sin haber diferencias significativas entre los distintos grupos.

Tabla 24. Diametro de la luz, minimo o interno

Grupo  Diametro de laluz (um) Descripcién

A2 1000.00 £ 0.00 Control con dieta normal

B? 990.33 +39.53 Dieta hiperlipémica

c? 998.64 + 7.93 Regresién espontanea

D? 1000.00 £ 0.00 Regresion espontanea y farmacoldgica
E? 994.93 + 26.52 Progresién farmacolégica

Los valores se expresan como media + error tipico, para n = 50 por grupo experimental.
Prueba de Welch. Las comparaciones estadisticas entre los grupos se indican con las

letras en superindice: letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas

(p<0.05) entre los grupos.

Fig. 30. Representacion de los valores medios del diametro de la luz, minimo o

interno (um) de cada grupo experimental
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7.4.8. Grosor de la pared

Tras medir el didmetro del vaso y restarle el diametro de la luz,
obtenemos el grosor de la pared de los distintos grupos de
experimentacion. Se le ha aplicado las pruebas estadisticas de Welch y
las comparaciones dos a dos de Games-Howell. En la tabla 25 y figura 31
se representa el resultado. Por un lado se observa un mayor grosor de la
pared en los grupos de dieta hiperlipémica (B), regresién espontanea (C)
y progresion farmacolégica (E), sin diferencia estadistica entre ellos, pero
a su vez con diferencia estadistica en comparacion a los grupos de menor
grosor, como son el grupo de regresion espontanea y farmacoldgica (D) y
dieta normal (A), que son similares entre ellos y a su vez con el grupo de
progresion farmacoldgica (E), que esta en posicion intermedia.

Tabla 25. Grosor de la pared

Grupo Grosor (um) Descripcién

A 1507 £ 45.21 Control con dieta normal

B 1718 +39.32 Dieta hiperlipémica

cP 1715 + 40.69 Regresion espontanea

D? 1508 + 65.71 Regresion espontanea y farmacologica
EPa 1649 + 87.28 Progresion farmacolégica

Los valores se expresan como media * error tipico, para n = 50 por grupo experimental.
Prueba de Welch y Games-Howell. Las comparaciones estadisticas entre los grupos se

indican con las letras en superindice: letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05) entre los grupos.
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Fig. 31. Representacion de los valores medios del grosor de la pared (um) de

cada grupo experimental
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7.4.9. Grado de oclusion del vaso

Los resultados se muestran en la tabla 26 y en la figura 32. Se ha

aplicado la prueba de Welch y las comparaciones dos a dos de Games-

Howell.

Tabla 26. Grado de oclusién del vaso

Grupo Grado oclusion (%) Descripcion

A? 21+0.8 Control con dieta normal

B® 59 +3.5 Dieta hiperlipémica

ced 36+3.4 Regresion espontanea

D 2 25+24 Regresion espontanea y farmacoldgica
E® 37+3 Progresion farmacolégica

Los valores se expresan como media + error tipico, para n = 20 por grupo experimental.

Prueba estadistica de Welch y Games-Howell. Las comparaciones estadisticas entre los

grupos se indican con las letras en superindice: letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05) entre los grupos.
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Fig. 32. Representacion de los valores medios del grado de oclusién del vaso

(%) de cada grupo experimental

e

Destaca el mayor grado de oclusion de la luz arterial en el grupo con dieta
hiperlipémica (B), con una diferencia estadisticamente significativa con
respecto al resto de los grupos. En un grado intermedio se encuentran el
grupo de regresion espontanea (C) y el grupo de progresion
farmacoldgica (E), sin diferencias significativas entre ambos.

Por ultimo, la menor oclusion observada se encuentra en el grupo con
dieta normal (A), sin diferencias con respecto al grupo de regresion
espontanea y farmacoldgica (D), siendo ambos similares, y éste ultimo a
su vez tampoco se diferencia con respecto al grupo C (grupo de regresiéon

espontanea).
En la figura 33 podemos observar las imagenes del grado de oclusion de

la luz vascular de los grupos de experimentacién, destacando el grupo de

dieta hiperlipémica con un mayor grado de oclusion.
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Fig. 33. Grado de oclusion
de los vasos.

A: control sano,

B: dieta hiperlipémica,

C: regresion espontanea,
D: regresion espontanea y
farmacoldgica,

E: progresion farmacoldgica.
Destaca la mayor oclusion de
laluz vascular del grupo de
dieta hiperlipémica.

Todas las imagenes estan al
mismo aumento.
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7.4.10. Relacién pared/luz

Los datos de la relacion pared luz se obtienen con el cociente del grosor
de la pared y el diametro de la luz. Tras aplicar la prueba de
homogeneidad de varianzas, se acepta que hay homogeneidad en los
resultados obtenidos. En la tabla 27 y en la figura 34 se reflejan los

resultados.

Tabla 27. Relacion pared/luz

Relacion
Grupo pared/Luz Descripcion
A? 0.73+0.03 Control con dieta normal
B? 0.73+0.05 Dieta hiperlipémica
c? 0.74+£0.03 Regresion espontanea
D? 0.75+0.04 Regresion espontanea y farmacolégica
E? 0.79+0.03 Progresion farmacolégica

Los valores se expresan como media * error tipico, para n = 20 por grupo experimental.
Las comparaciones estadisticas entre los grupos se indican con las letras en

superindice: letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

entre los grupos.

Fig. 34. Representacion de los valores medios de la relacion pared/luz en cada

grupo experimental
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Segun los datos obtenidos no hay una diferencia estadisticamente
significativa entre los diferentes grupos del estudio, la relacién pared/luz
se mantiene constante tanto en el grupo control con dieta normal (A),
como en el de dieta hiperlipémica (B), regresion espontanea (C),
regresion espontdnea y farmacoldgica (D), y en el de progresion

farmacoldgica (E).

7.4.11. Coeficiente aterogénico (CA)

El coeficiente aterogénico se obtuvo a partir del sumatorio de las
puntuaciones otorgadas a cada muestra en los siguientes parametros,
segun los criterios indicados en material y métodos (apartado 6.9, tabla
8): valor semicuantitativo de los grados modificados de Stary, el grosor de
la capa media, el grosor de la capa intima, el grosor de la placa de
ateroma, el grosor de a-actina subendotelial, la densidad de volumen de
a-actina, la densidad integrada de a-actina, el grosor de la pared, el grado
de oclusion del vaso y la relacion pared/luz, obteniendo un indice
denominado “coeficiente aterogénico”, medido en los distintos grupos,
cuyos resultados se indican en la tabla 28 y figura 35.

Tabla 28. Coeficiente aterogénico (CA)

Grupo CA Descripcion

A? 5.07 +£0.26 Control con dieta normal

B 24.02 + 0.63 Dieta hiperlipémica

(oh 15.62 +0.84 Regresion espontanea

D? 6.37 +£0.43 Regresion espontanea y farmacolégica
E® 12.90 £ 0.56 Progresion farmacoldgica

Los valores se expresan como media * error tipico, para n = 20 por grupo experimental.
Prueba estadistica de Games-Howell. Las comparaciones estadisticas entre los grupos

se indican con las letras en superindice: letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05) entre los grupos.
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Fig. 35. Representacion de los valores medios del coeficiente aterogénico en

cada grupo experimental
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Destaca un menor coeficiente aterogénico en el grupo con dieta normal
(A) estadisticamente significativo con respecto al resto de grupos, excepto
con el grupo de regresion espontanea y farmacoldgica (D), el cual es muy
similar al grupo control. Por otro lado, llama la atencion en el otro extremo,
un mayor coeficiente aterogénico en el grupo con dieta hiperlipémica (B),
estadisticamente significativo con respecto a todos los grupos. En un
grado intermedio de afectacién, se observa a los grupos de regresion
espontanea (C) y de progresion farmacoldgica (E), sin diferencias
significativas entre ambos, pero si con el resto de los grupos.

7.4.12. Comparacion del coeficiente aterogénico y e | indice de

actividad de la esteatohepatitis no alcohdlica (NAS )

Se compara el resultado del coeficiente aterogénico (CA) en los troncos
supra-adrticos en los distintos grupos experimentales, con el resultado del
indice de actividad de la esteatohepatitis no alcohdlica (NAS) obtenido en
el estudio del higado en los mismos grupos experimentales (Martin
Castillo A, 2008). EI NAS, como se ha comentado previamente en el

capitulo dos, tiene una escala con una puntuacion que va desde 0 al 8: si
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es < 2 (no diagnéstico de EHNA), entre 3-4 (dudoso diagnéstico de
EHNA) y = 5 (EHNA probable o definitiva) (Kleiner y col., 2005).

Asi en nuestro grupo de investigacion, Martin Castillo (2008), estimo el
NAS-cuantitativo de los mismos grupos de animales; cuyos resultados se
muestran en la tabla 29.

Tabla 29. Resultados de los valores NAS en las muestras hepéticas en cada

grupo experimental (Martin Castillo, 2008)

Grupo NAS-cuantitativo  Descripcion

Al 0.00 £ 0.00 Control con dieta normal

B 7.13+0.12 Dieta hiperlipémica

c° 2.90+0.14 Regresion espontanea

D¢ 1.83+£0.11 Regresion espontanea y farmacoldgica
E® 458 +0.16 Progresion farmacoldgica

Los valores se expresan como media + error tipico, para n = 100 por grupo experimental.
Pruebas estadisticas de Anova y Bonferroni. Las comparaciones estadisticas entre los

grupos se indican con las letras en superindice: letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05) entre los grupos. Rango de valores 0-8.

El indice de actividad de la enfermedad o NAS-cuantitativo fue mayor en
el grupo de dieta hiperlipémica (B), seguido del grupo de progresiéon
farmacoldgica (E), del grupo de regresion espontanea (C), del grupo de
regresion espontanea y farmacologica (D) y por ultimo del grupo de dieta
normal (A), con diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre

todos los grupos.

En conjunto, se constata un mayor grado de NAS en los grupos de
progresion (B y E) respecto a los de regresion con retirada de la dieta
hiperlipémica (C y D).

Las figuras 36 y 37 muestran imagenes representativas de parénquima

hepatico (Martin Castillo, 2008) y de los troncos supra-aérticos en los

diferentes grupos experimentales.
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Fig. 36. Imégenes representativas de higado y troncos supra-adrticos en los
diferentes grupos experimentales. A: control sano, B: dieta hiperlipémica, C:
regresion espontanea. Se observa una histologia normal en parénquima hepatico y
troncos en el grupo A. Destaca el gran tamafio de los depésitos de grasa en el
parénquima hepético y se correlaciona con un gran tamafio de placa de ateroma en
los troncos en el grupo B. Los depédsitos de grasa en el parénquima hepético son de
menor tamafio, igual ocurre con el espesor de la placa de ateroma en el grupo C.
Higado: hematoxilina-eosina. Las flechas indican los depésitos grasos. Troncos
supra-adrticos: inmunocitoquimica con a-actina. Las flechas indican la placa de
ateroma. Barra: 200 pm.

165



Resultados

Fig. 37. Imagenes representativas de higado y troncos supra-adrticos en los
diferentes grupos experimentales. D: regresién espontanea y farmacoldgica,
E: progresion farmacoldgica. Se observa una reduccion en el tamafio de los
depdsitos grasos en el parénquima hepético, asimismo los troncos supra-
adrticos presenta una menor afectacién en el grupo D. En el grupo E, los
depdsitos de grasa son de mayor tamafio en higado y la placa de ateroma
muestra un espesor menor que en el grupo B. Higado: hematoxilina-eosina.
Las flechas indican los depdsitos grasos. Troncos supra-adrticos:
inmunocitoquimica con a-actina. Las flechas indican la placa de ateroma.
Barra: 200 pm.

En la tabla 30 y en la figura 38, se comparan ambos pardmetros, la
afectacion de los troncos supra-adrticos con el coeficiente aterogénico
(CA) y la afectacion hepatica con el NAS, entre los distintos grupos

experimentales.
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Tabla 30. Comparacién entre los valores medios del CA y el NAS en cada grupo

experimental

Grupo CA NAS Descripcion

A 5.07+0.26 0.00+0.00 Control con dieta normal

B 24.02+0.63 7.13+0.12 Dieta hiperlipémica

C 15.62+0.84 2.90+0.14  Regresion espontanea

D 6.37£0.43 1.83+0.11 Regresion espontanea y farmacologica
E

1290+ 0.56 4.58+0.16  Progresion farmacolégica

Los valores se expresan como media * error tipico, para n = 20 por grupo experimental

en el coeficiente aterogénico y para n=100 en el NAS (rango de valores 0-8).

Fig. 38. Representacidn de los valores medios del coeficiente aterogénico y NAS
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En ambos indices, en el coeficiente aterogénico (afectacion vascular) y en
el NAS (afectacion hepatica), los grupos menos afectados son el grupo
control con dieta normal (A) y el grupo de regresion espontanea y
farmacoldgica (D). En el extremo contrario, ambos indices tienen un

mayor nivel de afectacion en el grupo de dieta hiperlipémica (B).
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En un estadio intermedio, se encuentran el grupo de regresion
espontanea (C) y el de progresion farmacoldgica (E), siendo la afectacion
vascular algo mas acusada en el grupo C, mientras que a nivel hepatico
es el grupo E, grupo en el que se mantiene la dieta de colesterol junto con

el farmaco (atorvastatina).

Calculamos el coeficiente de correlacion de Pearson a los datos obtenidos
de ambas variables cuantitativas, con el fin de medir la posible asociacion
lineal entre los dos parametros (CA y NAS) en los distintos grupos
experimentales, se analiza cada grupo por separado y en conjunto. Los
datos de cada grupo por separado se muestran en la tabla 31.

Tabla 31. Comparacion entre los valores medios del CA'y el NAS en cada grupo

experimental. Correlacion de Pearson (r)

Grupo B C D E
NAS NAS NAS NAS
CA
r=0.076 r=0.343 r=0.448 r=0.159
p=0.641 p=0.03 * p=0.04* p=0.328

*Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los grupos.

No hay correlacion en el grupo A dado el valor de NAS constante. No se
observa correlacion entre CA y NAS en los grupos B (p>0.05) y E
(p>0.05). Mientras que si se encuentra correlacibn entre ambos
parametros en los grupos C (r= 0.343, p<0.05) y D (r=0.448, p<0.05).

La correlacion se indica graficamente por la pendiente de la recta (fig 39).
Se observa una pendiente positiva en las representaciones de los grupos
C y D. Los grupos B y E, segun los datos obtenidos, no presentan
diferencia estadisticamente significativa, por tanto no se pueden sacar
conclusiones al respeto de su asociacion de ambas variables en estos

grupos, considerando cada grupo por separado.
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Fig 39. Diagrama de dispersion (CA, NAS) para cada grupo experimental.
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Por otro lado, considerando en conjunto todos los grupos como una
misma poblacidbn se obtiene una correlacion de Pearson muy alta
(r=0.808, p<0.01) entre CA y NAS. Su representacion grafica en conjunto
se muestra en la figura 40.

Fig 40. Diagrama de dispersion de todas las observaciones (CA, NAS) en

el conjunto de todos los grupos

40 grupo
@ -
@ s
O c
® o
@
‘O i' star i total " "
30— = - AUETEr Inea para a
p e "
) e
@
Q (] =
& o o 5] ]
o o e .-~ @
o o o o °
& o & .-@ e
120 o o o 9. e
u— 8] ] a
9 o o R e
e 5] 5] o o 5]
o o o "0 0
G- 5]
o ] o
o] B 0 o o
& 5] 5
8 -8 s o
10
1 1 o o 5]
® e.-" @ 5] @ 5
.9 ® @ 5]
8 ." 8 e o
8- e e ®
‘9 ) @ ®
@ &) a
. Sy 1 lineal = 0,653
D—
] ] I ] ]
2 4 g B
nas

169



Resultados

170



Discusién

Capitulo 8

DISCUSION
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8.1. Modelo animal

El pollo, al igual que otras aves, es capaz de desarrollar arteriosclerosis
aortica y coronaria de forma natural o espontanea, e inducida por una
dieta enriquecida en colesterol, hecho descrito por primera vez de forma
detallada por Dauber y Katz (1943). Las aves estan pues entre los
primeros modelos animales de arteriosclerosis que han sido estudiados
con una gran contribucién al conocimiento morfoldgico y bioquimico del

proceso de la arteriosclerosis.

Horlick y Katz, en 1949, disefiaron en pollos el primer estudio de regresion
de la arteriosclerosis, demostrando que los fendmenos de regresion en
los pollos son mas rapidos que en el conejo, ya que en éstos se precisan
de 3 a 4 meses para una recuperacion de los niveles plasmaticos de
colesterol tras la retirada de la dieta aterogénica y de 3 a 4 afos para la

regresion respecto a los 4-6 meses en el pollo.

De todos estos trabajos realizados desde los afios cuarenta a los setenta
por diversos autores y en concreto por Wong, (1975) en pollos, le permite
publicar su clasico trabajo “The cockerel as an animal model for
atherosclerosis research” destacando este modelo por ser:

1. Un animal omnivoro.

2. Pequefio, barato y de facil manejo para la investigacion de laboratorio
prolongada.
Capaz de desarrollar arteriosclerosis espontanea.
Capaz de producir arteriosclerosis con dietas hipercolesterolémicas
con un ligero pero significativo incremento del colesterol plasmatico.

5. Los niveles de colesterol y triglicéridos plasméaticos son similares a los
humanos.

6. La composicion de las lipoproteinas HDL, LDL y quilomicrones son

semejantes a las humanas.
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7. No hay diferencias esenciales entre las lesiones vasculares inducidas
por la dieta y la arteriosclerosis en humanos. Ademas son bipedos,

hipertensos e hiperglucémicos por naturaleza.

Por todo ello, y a trabajos previos de nuestro grupo de investigacion
(Garcia Pérez, 1992; Ayala y col., 2003; Ortega y col., 2004) en los que se
ha conseguido reproducir eficazmente el proceso de arteriosclerosis en la
especie que nos ocupa y demostrar el efecto beneficioso de las estatinas
en la regresion de la arteriosclerosis, nos parece el modelo animal mas
adecuado, y puede proporcionar ademas una herramienta util para

posteriores estudios.

Por otro lado, nuestro grupo de investigacion (Ayala y col., 2004) ha
llevado a cabo trabajos con el objetivo de estandarizar los métodos de
induccion de la aterogénesis en este biomodelo aviar, de cara a plantear
ensayos con diversos principios activos para conseguir la regresion de las
lesiones arterioscleréticas. Se ha llegado a la conclusion que resulta mas
conveniente el uso de colesterol puro afiadido a una dieta estandar que la
mezcla a base de huevo, junto con un vehiculo como el aceite de palma
liquido para facilitar la absorcion del colesterol a nivel digestivo, y todo ello

administrarse ad libitum.

Posteriormente, Adanez (2006) en su tesis doctoral, valoro el estudio de
los cambios histologicos del rifion en pollos sometidos a dieta
hiperlipémica, utilizando modelos de progresion, regresion e intervencion
con atorvastatina; y en 2008, Martin Castillo valord los acumulos grasos
en higado en un modelo experimental en pollos, reproduciendo las
caracteristicas histolégicas de la EGHNA en humanos, realizando una
valoracion semicuantitativa y cuantitativa por analisis de imagen, con el fin
de determinar los cambios en los depésitos lipidicos y la infiltracién
inflamatoria, en los mismos modelos de progresion, regresion e
intervencidn con atorvastativa, previos, demostrando la eficacia de la
atorvastatina en la disminucién de los acumulos grasos en el higado tanto

en el grupo de progresidon como en el de regresion. Con ello se ha
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conseguido reproducir una esteatohepatitis en el pollo, como animal de
investigacion, siendo un modelo de facil manejo y reproducibilidad de
dichas lesiones en un periodo corto de induccién, pues en la mayoria de
los modelos de experimentacion se produce facilmente una esteatosis
espontanea, pero el llegar a provocar una esteatohepatitis es dificil (Tous
y col., 2005).

En el trabajo actual se ha reproducido eficazmente el proceso de
arteriosclerosis en pollos, de raza White Leghorn, con dicha dieta, en
troncos supra-aorticos y se ha logrado el efecto beneficioso en cuanto a la
reduccion de la arteriosclerosis valorada con distintos parametros que se
discuten a continuacién, observados en la regresion espontanea con la
retirada de la dieta hiperlipémica; la regresion espontanea y farmacolégica
inducida con la retirada de la dieta hiperlipémica y la administracién de
una estatina (atorvastatina); y por ultimo en la progresion farmacolégica,
al continuar con dieta hiperlipémica y dar a su vez la estatina

(atorvastatina).

Todos estos trabajos de nuestro grupo de investigacion, demuestran que
el pollo es un modelo eficaz en la valoracion renal, hepatica y vascular,

reproduciendo las lesiones observadas en humanos.

8.2. Analisis bioquimico del plasma

Con la analitica realizada en ayunas en los distintos grupos
experimentales, se comprueba el perfil bioquimico inducido, objetivando
una hiperliproteinemia tipo Ilb con aumento del colesterol-LDL y de los
triglicéridos. El grupo en el cual se ha observado un aumento importante
del colesterol, colesterol-LDL vy triglicéridos, es el grupo con dieta
hiperlipémica (grupo B), con una diferencia significativa con respecto al
resto de grupos, lo que se atribuye al efecto de la dieta y de la

atorvastatina.
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En estudios previos Elkin y col. (1997), observaron en gallinas de la raza
Leghorn disminuciones en los niveles de colesterol y triglicéridos en
plasma de un 63 y 71% respectivamente, administrando atorvastatina. La
respuesta fue mayor con atorvastatina que con simvastatina y ésta mayor

gue con lovastatina.

En estudios anteriores de nuestro grupo de investigacion (Ortega y col.,
2002) se demostré en los mismos animales de experimentacion, que la
atorvastatina a dosis de 3 mg/Kg/dia administrada a pollos alimentados
con una dieta a base de huevos, producia una reduccion significativa de
los niveles de colesterol sérico y LDL-colesterol asociado a una
disminuciéon del 67% del area relativa de placa arteriosclerosa en aorta

respecto al grupo control.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran una reduccion
de los niveles de lipidos plasmaticos mantenida en el tiempo. Se observan
unos niveles de colesterol y triglicéridos méas elevados en el grupo
alimentado con dieta hiperlipémica (B), con diferencia significativa

respecto a los demas grupos.

Por otro lado se demuestra el efecto beneficioso de la atorvastatina unido
a la retirada de la dieta hiperlipémica, en el grupo de regresion
espontanea y farmacolégica (D), siendo el grupo con unos niveles de
colesterol y triglicéridos mas similar al grupo control con dieta normal
(grupo A). Sin embargo, el empleo Unico de la atorvastatina ha sido
insuficiente para normalizar los niveles de colesterol en el grupo de
progresion farmacoldgica (E) alimentado con dieta aterogénica, y la dieta
por si sola tampoco normalizo los niveles de colesterol y triglicéridos en el
grupo de regresion espontanea (C), existiendo entre todos los grupos una

diferencia estadisticamente significativa.

Las estatinas, inhibidores de la hidroximetil glutaril coenzima A (HMG-
CoA) no solo reducen la produccion de colesterol-LDL vy triglicéridos en

plasma, siendo la atorvastatina la mas potente en disminuir los
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triglicéridos en plasma mas que otras estatinas; sino que por otro lado, se
ha puesto de manifiesto que incluso en pacientes con valores de
colesterol bajos, son beneficiosas, debido a los denominados efectos
pleiotrépicos de las estatinas, con actividad antiinflamatoria e

inmunomoduladora (Blanco-Colio y col., 2004; Badimon y Vilahur, 2011).

Por dltimo, comparando el tratamiento intensivo con estatinas con el
tratamiento menos intensivo se observa de forma similar un aumento del
beneficio con una mayor disminucion de los lipidos. Al comparar las
mismas estatinas a diferentes dosis 0 estatinas mas potentes
(atorvastatina) con menos potentes, se observa que cuanto mas se
disminuyen los niveles de colesterol-LDL son mejores los resultados

sobre la pared del vaso o la placa (Sillesen, 2010).

En cuanto al grado de inflamacién reflejado en el nivel de PCR
plasmatico, ya demostrado en estudios prospectivos como indicador de
inflamacion sistémica (Ridker y col., 2002), se observa una cifra mas baja
en el grupo control con dieta normal (A) estadisticamente significativo con
respecto al resto de los grupos de experimentacion. En éstos se observa
un mayor nivel de PCR en el grupo de dieta hiperlipémica (B), seguido por
el grupo de regresion espontanea (C), y por ultimo con igual resultado el
grupo de progresion farmacolégica (E) y el grupo de regresion
espontanea y farmacologica (D), pero sin diferencia estadisticamente

significativa entre ellos.

Por tanto en el grupo control de dieta normal no existe un biomarcador de
inflamacion, estando presente en el resto de los grupos, tanto en la
progresion como en la regresion inducida. Si se observa una tendencia
tanto en el grupo de progresion farmacoldgica (E) y en el de regresion
espontanea y farmacoldgica (D) a ser menor, lo que nos lleva a pensar
que sea poco el tiempo empleado en la fase de intervencién, y se
necesite mas tiempo para que desaparezca el estado de inflamacion
sistémica. Por otro lado, en estudios previos publicados en humanos se

ha observado un descenso mayor de LDL y de los niveles de PCR en el
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tratamiento intensivo con estatinas (80 mgr de atorvastatina comparados
con un tratamiento moderado con 40 mgr de pravastatina) en pacientes
con enfermedad coronaria documentada angiograficamente, junto con
una menor progresion del volumen de la placa de ateroma, lo que sugiere
una relacion entre ambos biomarcadores y la progresion de la

enfermedad (Nissen y col., 2005).

Recientemente se ha realizado un estudio que describe el mecanismo
implicado en la reduccion de las cifras de PCR en humanos, llevado a
cabo también con dosis maximas de atorvastatina (80 mgr) frente a
placebo, llegando a la conclusion que las dosis maxima de atorvastatina
reducen la PCR plasmatica al disminuir su vida media de 2.94 dias a 2
dias por un aumento de su catabolismo, sin modificar su produccién
(Thongtang y col. 2013).

Segun estos estudios, en nuestro modelo animal pueden ocurrir las
mismas condiciones, que se necesiten dosis intensivas de atorvastatina
para llegar a observar un descenso significativo de la PCR plasmatica, lo
que abre las puertas a una futura investigacion en el modelo animal, o
bien se necesite mas tiempo para que en los dos grupos tratados con
atorvastatina se marque la diferencia de una manera importante tanto

para el estudio de la arteriosclerosis como de la esteatohepatitis.

8.3. Descripcion histologica

La arteriosclerosis es una compleja enfermedad cronica de la pared
vascular, que se inicia en las primeras décadas de la vida, y conduce a la
formacion de la placa fibrosa, que consiste en una acumulacion de
material lipidico y proteoglicanos, elementos celulares, tejido fibroso y
depdsitos de calcio. En todo este proceso, la disfuncion endotelial
constituye el paso patolégico mas precoz, al estar implicado en la
atraccion de células inflamatorias hacia la pared vascular, iniciando asi la

arteriosclerosis (Davignon y Ganz, 2004).
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Segun la Asociacion Americana del Corazén, basada en estudios
realizados por Stary y col.,, (1994, 1995) las lesiones ateroscleroticas
humanas se clasificaron en seis tipos en un primer lugar, segun su grado
de progresion, obteniendo los datos de estudios de arterias coronarias y
aortas en localizaciones anatémicas definidas, de 1286 autopsias
humanas desde nifios a adultos, de distintas edades, con la finalidad de

estudiar su progresion.

Primero definen la estria grasa inicial y las lesiones intermedias (tipo I, I,
). Ambas lesiones de los tipos | (lesién inicial) y Il, representan
pequefios depositos lipidicos (lipoproteinas y ésteres de colesterol) en la
intima arterial, y el tipo Il incluye aquellas lesiones generalmente llamadas
“estrias grasas”, siendo visibles por lo general a simple vista como estrias
amarillentas sobre la superficie de la intima. Los cambios en la
composiciéon de la matriz y arquitectura de la intima, son minimos o
ausentes. Las lesiones tipo lll, representan una lesion intermedia (pre-
ateroma), con las lesiones mas avanzadas. En este tipo, hay aislados
acumulos de lipidos extracelulares, por debajo de las capas de

macrofagos.

Las lesiones arteriosclerdticas son consideradas avanzadas (tipos IV, V' y
VI) por criterios histologicos, cuando las acumulaciones de lipidos, células
y componentes de la matriz, incluyendo minerales, provocan una
desorganizacion estructural, dafio y engrosamiento de la intima, con
deformidad de la pared arterial. Por tanto en nuestro trabajo experimental
con pollos, se han reproducido las lesiones ateroscleréticas avanzadas,
estudiadas en humanos, logrando wuna gran desestructura y

engrosamiento de la capa intima, al administrar una dieta hiperlipémica.

Segun Stary y col. (1994,1995), las lesiones tipo IV (ateroma) presentan
una acumulacion extensa y bien definida en la intima de lipidos
extracelulares (core lipidico), de tipo excéntrica, con desorganizacion de
la capa intima. Entre el core lipidico y la superficie endotelial, la intima

contiene macrofagos y aisladas células musculares lisas, con y sin
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inclusiones lipidicas, sobre todo en la periferia de la lesion, inmersos en
una capa rica en proteoglicanos, con minimo colageno, lo que la hace
susceptible a la formacion de fisuras (tipo VI), de ahi su gran importancia

en la clinica.

Debido a la desorganizacion del core lipidico en las células y en la
estructura de la matriz intercelular de la intima, se forma nuevo tejido
conectivo reparador formado por colageno y células musculares lisas
ricas en reticulo endoplasmico rugoso, son las lesiones tipo V, con
engrosamiento de la lesion. Cuando el nuevo tejido es parte de una lesion
con core lipidico se denomina fibroateroma o tipo Va. Si predominan
depdsitos de minerales, que reemplazan los restos acumulados de células
muertas y los lipidos extracelulares, se denomina tipo Vb o lesiones
calcificadas. Y si el core lipidico estda ausente o es minimo, se denomina

tipo Vc o lesiones fibroticas.

Por ultimo, Stary en el afio 2000 ha actualizado la clasificacion histologica
de las lesiones arteriosclerdticas, basandose en los resultados de varios
grupos de investigacion con animales de experimentacion y estudios de
regresion. Asi las lesiones morfolégicas que fueron catalogadas como
tipos Vb (lesiones calcificadas) y Vc (lesiones fibréticas), son
reemplazados al final de la secuencia como lesiones tipo VII y VIII,
pudiendo pasar de unas lesiones a otras al disminuir los niveles de lipidos

en sangre.

Segun esta clasificacion, en nuestro estudio hemos reproducido
concretamente las lesiones arterioscleroticas correspondientes al grado IV
y V, tras administrar una dieta hiperlipémica, en un periodo corto de
tiempo, como son 3-6 meses y a su vez la regresion en tres meses, lo que

confirma el papel importante del pollo como animal de investigacion.

Por otro lado, Williams y col. (2008), hacen una revision de la literatura de
la regresion de la arteriosclerosis en estudios animales, comenzando en

1920 donde Anichkov en conejos alimentados con colesterol pasando a
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una dieta normal baja en grasa durante 2-3 afios, observd que las
lesiones arteriales comenzaban a ser mas fibrosas con un contenido
reducido en lipidos, lo que en la actual perspectiva sugiere estabilizacion
de la placa. En los siguientes veinte afios se obtuvieron resultados
arteriales similares con la inyecciéon de fosfolipidos dispersados en una
gran variedad de modelos animales, incluyendo primates, siendo

ignorados de forma sorprendente.

El concepto de regresion gand de nuevo apoyo con un estudio en monos
(Maruffo y Portman, 1968) y sobre todo con un estudio mas amplio por
Armstrong (1976) concluyendo que la respuesta en los monos es clara,
con mejoria de todos los grados de lesiones inducidas, con disminucion
de los lipidos intra y extracelulares, y resolucibn de las lesiones
necréticas. Ademas otros trabajos de Wissler y Vesselinovich (1976)
confirmaron estos hallazgos en conejos tras reversion a una dieta normal

junto con la administracion de farmacos hipolipemiantes.

La regresion de lesiones avanzadas en cerdos alimentados con colesterol
después de administrar una dieta normal de engorde, (Daoud y col., 1981)
demostré una importante secuencia de eventos. El examen histologico del
ateroma mostro lesiones avanzadas, con necrosis y calcificacién. Tras un
régimen con dieta baja en colesterol, redujo el colesterol a 70 mg/dl
aproximadamente, implicando un descenso del LDL-colesterol. La fase
temprana de regresion mostro una pérdida de células espumosas de las
lesiones y un incremento de macrofagos no espumosos alrededor de las
areas de necrosis. Mas tarde, las &reas necréticas virtualmente

desaparecieron, indicando una retirada del material por fagocitos sanos.

Otros estudios realizados en conejos alimentados con colesterol
(Badimon y col., 1990) demuestran inhibicion del crecimiento de la estria
grasa e incluso regresion de las lesiones con la administracion de

homologos de HDL.
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Después de revisar todos estos estudios, en nuestro trabajo de modelo
con pollos, se han confirmado los resultados de investigaciones previas,
con una mejoria de los grados de lesiones tras la retirada de la dieta
hiperlipémica, y también se ha objetivado una estabilizacion de la placa
con lesiones mas fibrosas y disminucion del core lipidico. Ademas, en
nuestro trabajo de experimentacion con aves, al incluir varios grupos, nos
permite comparar la descripcidn histologica de la arteriosclerosis
espontanea, la inducida por dieta aterogénica, la regresion espontanea, la
regresion espontanea y farmacoldgica, y la progresion intervenida al
administrar atorvastatina, en las mismas condiciones de estudio y

tomados los distintos grupos al azar.

En el grupo control sano (A) se observa una pared vascular normal en los
troncos supra-aérticos. En estudios previos de arteriosclerosis
espontanea (Dauber y Katz, 1944) las lesiones se observan sobre todo en
la aorta abdominal. Puede observarse por tanto, una capa intima

organizada, sin desestructurarse, ni estar aumentada de tamaiio.

En el grupo de dieta hiperlipémica (B), es donde la capa intima se
encuentra muy aumentada de tamafio, mas que en el resto de los grupos,
y a la vez muy desorganizada, con agregados masivos de lipidos de
forma extracelular (core lipidico), con aumento de fibras musculares lisas
en todo el espesor de la capa intima, lo que corresponde con una lesion
tipo IV (ateroma), segun la clasificacion de Stary. La capa media a su vez,

esta desorganizada por aumento de fibras musculares lisas y celularidad.

El siguiente grupo en afectacién seria el grupo de regresion espontanea
(C) donde es de destacar un depdsito de fibras musculares lisas
subendoteliales muy importante, de gran espesor, localizado entre el core
lipidico y las células endoteliales, lo que corresponde con un grado de
Stary tipo V (fibroateroma). El engrosamiento de la capa intima es menor
que en el grupo de dieta hiperlipémica (B), pero con persistencia de

grandes placas de ateroma y desorganizacion de la capa intima. El
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aumento de la capa muscular, sobre todo a nivel subendotelial, consigue

una placa mas estable tras la retirada de la dieta hiperlipémica.

En el grupo de progresion farmacolégica (E) la capa intima tiene un
aumento de espesor mas moderado, siendo un tejido mas laxo, con
menos placas de ateroma, que desorganiza la intima. Hay un aumento
moderado de fibras musculares lisas en la capa intima. Se observa por
tanto, una menor afectacion que en el grupo de regresion espontanea (C),
al que se le ha retirado la dieta hiperlipémica, por lo que la mejoria se
atribuye a los efectos de la atorvastatina.

Por altimo, en el grupo de regresion espontanea y farmacologica (D), la
capa intima estad ligeramente aumentada de tamafio, con depdsitos
aislados de lipidos y aumento minimo de células musculares lisas y de la
celularidad. Es por tanto, el grupo mas parecido al control sano, con
mayor regresion de las lesiones, lo que demuestra el efecto beneficioso

de la atorvastatina unido a la retirada de la dieta hiperlipémica.

8.4. Valoracion semicuantitativa modificada de los grados de lesion

de Stary

Segun los componentes de la lesion de arteriosclerosis descrita
previamente por Stary (2000), en los animales de nuestro grupo de
experimentacion, se ha conseguido grados de Stary tipo IV y V, similar a
las lesiones encontradas en humanos. Ahora bien, basandonos en la
afectacion de la pared vascular, segun el grado de severidad encontrado,
teniendo en cuenta el grosor de la capa intima, la celularidad de la capa
intima y capa media, la presencia de depdsitos lipidicos, las fibras
musculares lisas y la placa de ateroma; se ha realizado una escala de 0-3

puntos.

Previamente Wilson y col. (1982), en conejos alimentados con una dieta
hiperlipémica con suplemento de colesterol durante cinco afios, con un

grupo de regresion al retirar la dieta, clasificaron los resultados en una
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escala de 0-3, segun la cantidad de lipidos, células musculares lisas,
colageno y calcificacion, por observacion microscépica en la capa intima,
sin conocimiento del grupo al que pertenecia, realizando un test
estadistico, a nivel de la aorta abdominal, aorta toracica, arterias
coronarias, arterias renales y arterias basilares. Mostraron también un
comportamiento distinto de las lesiones ateroscleréticas asociadas al
estimulo aterogénico con altas cifras de colesterol en sangre (>300
mgr/dl), consiguiendo estas cifras a partir de los seis meses de iniciar la
dieta hiperlipémica. La proliferacion de las células musculares lisas era
rapida coincidiendo con cifras altas de colesterol, y la cantidad de
monocitos atraidos dentro de la pared vascular era importante, con
formacion rapida de células espumosas y ceélulas musculares lisas con
pequefia capacidad para la sintesis de colageno. Cuando la dieta
hipercolesterolémica se retiraba, las células musculares lisas proliferaban
mas lentamente con pequefia acumulacion de macrofagos, y se producia
estimulacion de las células musculares lisas en la sintesis de colageno,

con lesiones menos sudanofilas y mas fibréticas.

Asi, en nuestro estudio de experimentacion, comparando a los distintos
grupos entre ellos, se ha realizado una puntuacion en global con una
escala, de 0 a 3, observando un menor grado de puntuacién en el grupo
control con dieta normal (A), el cuél presenta una pared vascular
organizada, sin aumento de la celularidad, ni depdsitos lipidicos, con una
diferencia estadisticamente significativa con respecto al resto de los
grupos de experimentacion. Un segundo grupo de afectacion intermedia,
el grupo de regresion espontanea y farmacolégica (D) con una diferencia
también significativa con respecto al resto de los grupos. Se ha obtenido

un resultado fiable, al estar comparado estadisticamente.

Y por ultimo, un tercer bloque de mayor afectacién, y por tanto una
puntuacion mayor, compuesto por el grupo de progresion con dieta
hiperlipémica (B), el de regresion espontanea (C) y el de progresion

farmacoldgica (E), sin diferencia estadistica entre ellos, con mayor

184



Discusién

cantidad de lipidos, placas de ateroma, mayor engrosamiento de la intima

y mayor depdsito de células musculares lisas.

En el estudio previo (Wilson y col., 1982) se observaba una diferencia
entre el grupo de dieta hiperlipémica y el grupo de regresion espontanea
tras la retirada de la dieta, estadisticamente significativa soélo en las
arterias coronarias pero no en el resto de arterias, entre las que se
incluyen las arterias carodtidas y arterias basilares. En los troncos supra-
aorticos, objeto de nuestro estudio, al igual que en nuestros resultados,
aprecia una mejoria con menos placas ateromatosas y lesiones mas
fibréticas pero sin significado estadistico. Estos autores solo estudian la
regresion espontanea mientras que en nuestro estudio también valoramos
la regresion farmacolégica (D). En este ultimo grupo, si observamos
diferencias estadisticamente significativas con el grupo de dieta

hiperlipémica.

Esto nos confirma que la dieta sola mejora la afectaciéon de la pared
vascular, pero es conjuntamente con una estatina, lo que favorece de
forma importante la regresion de la lesién arteriosclerosa, y volver a la

fase inicial sin afectacion del vaso como el grupo de dieta normal.

Por otro lado, el seguir con una dieta hiperlipémica y a la vez administrar
una estatina (atorvastina), como es el caso del grupo de progresion
farmacoldgica (E), mejora también la puntuacion en la escala, pero no de
forma estadisticamente significativa. Esto demuestra el efecto beneficioso
de la atorvastatina unido a la retirada de la dieta hiperlipémica, obteniendo
con la administracion conjunta unas cifras de colesterol y triglicéridos mas
similares al grupo de dieta normal (A), como ya se ha comentado en el

primer apartado de resultados bioquimicos.
Asi nuestro estudio no solo confirma el resultado de Wilson y col. (1982) a

nivel de los troncos supra-adrticos en la regresion espontanea, sino que

ademas, nos aporta el hallazgo de la mejoria importante, con el
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tratamiento conjunto de la dieta y el farmaco hipolipemiante y a la vez con
efecto pleiotrépico, como es la atorvastatina.

8.5. Grosor de la capa media

En los resultados obtenidos de este parametro destaca la diferencia
estadisticamente significativa, de todos los grupos con respecto al grupo
control con dieta normal (A). En todos ellos esta disminuido el espesor de
esta capa, en torno al 60% del grosor correspondiente al control sano (A).
Existe por tanto una atrofia de la capa media en los pollos a los que se les
ha introducido la dieta hiperlipémica (B) y posteriormente se ha inducido
una regresion, grupo de regresion espontanea (C), grupo de regresion
espontanea y farmacoldgica (D), y por ultimo el grupo de progresion
farmacoldgica (E).

Estudios previos (Cai y Harrison, 2000) indican que el endotelio
disfuncional promueve la proliferacion de células musculares lisas (CML),
la deposicion o protedlisis de matriz extracelular, la inflamaciéon y la
activacion de las plaquetas. Las CML sufren transformaciones fenotipicas
como respuesta a cambios en el entorno biomecanico, como factores de
crecimiento/inhibicién, influencias mecanicas, interacciones intercelulares
y célula-matriz y mediadores de inflamacién (Barnes y Farndale, 1999).
Las CML de la capa media, con fenotipo “contractil” (responsables de la
vasoactividad arterial) penetran en la capa intima y adquieren un fenotipo
“sintético”. Dicho cambio fenotipico o desdiferenciacion confiere a las
CML una mayor actividad funcional, por ejemplo, capacidad de migrar,
dividirse y sintetizar proteinas de la matriz extracelular como colageno,
proteoglicanos y elastina, lo que conlleva a su vez a un engrosamiento de

la capa intima.

Con ello se llega a varios grados de hipotrofia de la capa media arterial, e
incluso a la atrofia, lo que implica una acentuada pérdida de su elasticidad
con el aumento de la lesidon aterogénica. Y ademas, en la medida que

persiste la accion de los factores inductores del proceso aterosclerético
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hay aumento de la lesion intimal e incluso se propaga hacia la capa media

arterial.

Ya en 1983, Malinow en un trabajo de revision sobre los procesos de
regresion en arteriosclerosis, apuntd que cuando se estudiaba la
definicion de regresion medida angiograficamente segun la imagen de la
luz, podia simularse o confundirse, por relajacion del espasmo, por lisis 0
recanalizacion del trombo, por crecimiento arterial o ectasia, o por atrofia

de la capa media.

Por tanto, esta disminucién del espesor de la capa media coincide con
estudios previos, una vez que se produce la arteriosclerosis, pues en
nuestros grupos hemos podido comprobar que hay una migracién de las
CML hacia la intima en distinta intensidad segun el grupo estudiado.
Ademas pone de manifiesto que en la fase de regresion, se mantiene
estable en su grosor, tanto en el grupo de regresion espontanea (C) como
regresion espontanea y farmacoldgica (D), lo que nos indica que no se
regenera o que precisa mas tiempo que el empleado en nuestro trabajo
de experimentacién, para volver a su tamafio habitual, una vez
regenerada la intima. Lo que si aporta nuestro estudio, es una ligera
tendencia a aumentar el grosor de su capa media, en los dos grupos
tratados con atorvastatina, el grupo de regresion espontanea vy
farmacoldgica (D), y el grupo de progresion farmacologica (E), sin

significado estadistico.

8.6. Grosor de la capa intima

Desde los primeros estudios clinicos y de animales desde 1920, la nocién
de la progresion inducida, la regresion rapida y la estabilizacion de la
arteriosclerosis en humanos, ha sido una meta a alcanzar
farmacol6gicamente, incluso en las placas avanzadas. La mayoria de los
meétodos usados para inducir aterosclerosis previa a la regresion ha sido

con dietas que contienen colesterol (dietas hiperlipémicas).
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Modelos de regresion se han realizado en distintos animales (pollos,
ratas, perros, palomas, cerdos, monos y conejos), quedando en los
primeros afios ignorada al publicarse un estudio que mostrd
empeoramiento de las lesiones arteriales en conejos alimentados con
colesterol después del retorno de los animales a una dieta normal.
Posteriormente se ha comprobado que los conejos mantienen reservorios
de colesterol inducida por dieta hipercolesterolémica en el higado lo que
conduce a una hipercolesterolemia persistente a largo tiempo después de
retirar dicha dieta (Stein y Stein, 2001). Asi pues en 1976 Wissler y
Vesselinovitch consiguieron de nuevo regresidn en conejos, tras la
reversion de la dieta a una normal en combinacion con la administracion

de hipolipemiantes y otros farmacos.

Por otro lado, Wilson y col. (1982) en un estudio a cinco afios en conejos,
observaron una variacion en las lesiones arteriosclerosas con respecto al
tiempo de evolucidon. En los 12 primeros meses vieron lipidos extra e
intracelulares, en la capa intima, seguida de proliferacion de células
musculares lisas, con rico reticulo endoplasmico rugoso, colageno y
elastina, con lo que la capa intima se encontraba aumentada de tamafio.
Estos cambios se intensificaron durante el tercer afio con ocupacion de la
capa media. El grosor de la capa intima aument6 de forma gradual hasta
un valor maximo a los 36 meses (547+304 pum).

A los cuatro afios se encontraron discretos ateromas con grandes centros
de lipidos y detritos necroticos, rodeados de colageno y unas pocas
células musculares lisas. Un segundo tipo de placas delgadas envueltas
en colageno y células musculares lisas con pequefas cantidades difusas
de lipidos. Y un tercer tipo de numerosos microateromas rodeados de una
densa capa de colageno y unas pocas células musculares lisas. La
calcificacion de las placas fue una caracteristica después de los 48

meses.

En el grupo de regresion (alimentados durante 2 afios con dieta

aterogénica y dieta normal durante el tercer afio) el porcentaje de area
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sudanofila era mucho menor, con lesiones compuestas principalmente por
coldgeno y lipidos con pocas células musculares lisas normales o
degeneradas, con la capa intima disminuida de tamafio. Observaron que
las estrias grasas regresaban y no se formaban placas nuevas de
ateroma, pero la fibrosis y ateromas de placas avanzadas, existentes

previamente al cambio de la dieta, continuaban iguales.

En humanos, el engrosamiento de las capas intima-media (GIM) de la
pared carotidea evaluados por ecografia son una excelente variable
sustitutiva de la evolucion de la aterosclerosis y es un factor de riesgo
independiente de enfermedad cardiovascular, asi Kastelein y col. (2004)
demuestran con hipolipemiantes los cambios del GIM de la pared
carotidea evaluados por ecografia como variable sustitutiva de la
evolucion de la aterosclerosis. En el estudio ARBITER (Taylor y col.,
2006) se valida el GIM en pacientes con enfermedad arterial coronaria y
cifras bajas de HDL, pre y post-tratamiento con estatina y placebo (grupo
control) y un segundo grupo tratados con estatina y niacina (con aumento
del HDL del 23% comparado con placebo), durante 24 meses. En el grupo
de estatina y placebo hay un aumento de GIM carotideo, y en el grupo de
estatina y niacina se objetiva un descenso del GIM carotideo de 0.041
mm, justificado por la estrategia del descenso del colesterol-LDL y
aumento del colesterol-HDL.

En nuestro trabajo de investigacion, en un corto tiempo de induccion, se
ha comprobado que hay diferencias significativas en el grosor de la capa
intima de todos los grupos experimentales, mientras que en el trabajo de
Wilson y col. (1982) con tiempos mucho mas largos, s6lo observaron
diferencias significativas al comparar el control aterogénico y el grupo de
regresion espontanea en aorta y coronarias pero no en los troncos supra-
aorticos. En nuestro estudio si observamos diferencias estadisticas entre
estos grupos en los troncos, por tanto obtenemos resultados mas
robustos y significativos. Y por otro lado obtenemos resultados
significativos de otros grupos no incluidos en el estudio de Wilson como

son la regresion y progresion farmacolégica.
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En nuestros hallazgos, si que se observa, como previamente se ha citado,
una capa intima mas engrosada en el grupo de dieta hiperlipémica (B),
con una media de 336+23 um, el cuél presenta mayores niveles de
colesterol-LDL, con una mayor afectacion. Y el grupo mas parecido al
control sano con dieta normal (A), es el grupo al que se le ha retirado la
dieta hipercolesterolémica y se trata con atorvastatina, el grupo de
regresion espontaneay farmacolégica (D), con una menor afectacion tras

la regresion de la arteriosclerosis.

Por otro lado, destacamos que el grupo de progresion farmacologica (E),
tiene un menor grosor de la capa intima, comparado con el grupo de
regresion espontanea (C), al que se le retira la dieta con colesterol y sigue
una dieta normal. Para justificar dicho resultado, en el grupo de
progresion farmacologica (E) se ha alcanzado un mayor nivel de HDL en
sangre, con diferencia estadistica significativa. Este papel protector frente
a la enfermedad aterosclerotica de valores incrementados de HDL se ha
demostrado de forma experimental y en estudios de poblacion tanto
epidemiologicos como de intervencion (Ibafiez, 2010). Mientras que el
mecanismo de entrada a la pared vascular esta directamente relacionado
con los valores de LDL, el reflujo o transporte reverso desde la pared

vascular hasta el higado depende de los valores de HDL.

Badimon y col. (1989) demuestran que el HDL inhibe el crecimiento de la
estria grasa y posteriormente en 1990, hacen el primer estudio
prospectivo con conejos que evidencia el efecto inhibidor del HDL en
estabilizar la arteriosclerosis, al administrar a un grupo de animales con
dieta hipercolesterolémica, proteina HDL-VHDL, aislada del plasma de
conejos normolipémicos. Sus resultados, lesiones de estrias grasas en el
arco aortico y aorta toracica descendente, presenta una disminucion
estadisticamente significativa en el grupo que se trata con la proteina
HDL-VHDL a pesar de la dieta hiperlipémica; apoyan fuertemente la
hipotesis de que la administracion de homologo HDL-VHDL, estimula el

transporte reverso de colesterol desde los tejidos extrahepaticos al
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higado, donde puede ser metabolizado y excretado, con disminucion del
grosor de la capa intima. Los niveles de lipidos plasmaticos en los grupos
control, placebo y tratados con HDL, son iguales, no se modifican con el
tratamiento, lo que parece jugar también un papel directo del HDL en el
metabolismo del colesterol adrtico, con efecto antiaterogénico y
antiinflamatorio generalizado al estimular la prostaciclina (PGI2) en la
pared adrtica normal y de conejos ateroscleréticos, observando que las
prostaglandinas modulan el metabolismo arterial del colesterol

esterificado al estimular la enzima hidrolasa-colesterol.

Asi nuestro estudio experimental no sélo nos ofrece la posibilidad de
observar la reduccion del grosor de la capa intima con la regresion al
disminuir la cifra de colesterol con el efecto combinado de dieta y
atorvastina en el grupo de regresion espontanea y farmacolégica (D), que
es el grupo con mayor beneficio obtenido; sino que también nos brinda la
oportunidad de conocer en el grupo que mantiene una cifra elevada de
colesterol y LDL, al continuar con dieta hiperlipémica, el grupo de
progresion farmacoldgica (E), como presenta ausencia de progresion y
experimenta una mejoria del grosor de la capa intima que es
estadisticamente significativa con respecto al grupo de regresion
espontanea (C) y el grupo de dieta hiperlipémica (B), al tener un valor
elevado de HDL producido por la administracién de atorvastatina.

8.7. Grosor de la placa de ateroma

En nuestro grupo de investigaciéon Ortega y col. (2002) demostraron que
la atorvastatina a dosis de 3 mg/Kg/dia administrada a pollos alimentados
con una dieta a base de huevos (Garcia Pérez y col., 2003), producia una
reduccion significativa de los niveles de colesterol sérico y LDL-colesterol
asociado a una disminucién del 67% del area relativa de placa
arteriosclerosa en aorta respecto al grupo control. Por otro lado, Sukhova
y col. (2002) demostraron en monos una reduccion de los niveles de
colesterol sérico asociado a una disminucion en los parametros

inflamatorios en el ateroma (macréfagos, células musculares lisas,
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contenido de colageno) y a una mayor estabilidad de la placa de

arteriosclerosis, tras tratamiento con estatinas (atorvastatina).

En el actual estudio se confirman los datos previos, observando una
reduccion de la placa de ateroma muy importante sobre todo en el grupo
de regresion espontanea y farmacolégica (D) con un mayor descenso del
nivel de LDL, del colesterol total y de los triglicéridos, siendo el mas
similar al grupo control con dieta normal (A), con ausencia de placa de

ateroma.

El grupo de dieta hiperlipémica (B) presenta grandes placas de ateroma
que ocupan todo el espesor de la capa intima, es el grupo de mayor
afectacion arteriosclerdtica y a la vez con el nivel mas elevado de LDL-
colesterol con wuna diferencia estadisticamente significativa. En
contraposicion, en el resto de los grupos no se ha observado una
progresion de la arteriosclerosis, sino una reduccion progresiva del
volumen de las placas de ateroma, todos ellos con un valor

estadisticamente significativo.

Asi en el grupo de regresion espontanea (C) con retirada de la dieta
hiperlipémica ya se aprecia una regresion de la placa, la cual es ain mas
acentuada en el grupo de progresién farmacoldgica (E), a pesar de
mantener una dieta hiperlipémica. El hallazgo de este hecho es atribuible
al tratamiento concomitante con atorvastatina, que logra un descenso del
nivel de LDL-colesterol estadisticamente significativo con respecto al
grupo B, junto con un aumento del nivel de HDL que también es
estadisticamente significativo con respecto al resto de los grupos. Y por
altimo el grupo de regresion espontanea y farmacolégica (D), comentado
previamente por su mayor similitud con el grupo de dieta normal (A), en
cuyo grupo, al retirar la dieta hiperlipémica y afiadir atorvastatina, la

reduccion de la placa de ateroma es mucho mayor.

Entre los grupos C, D y E, los niveles de colesterol total, TG y LDL-
colesterol, tienen una diferencia estadisticamente significativa, pero el
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nivel de HDL-colesterol es el grupo de progresion farmacoldgica (E) el
que tiene una mayor cifra y con diferencia significativa, por lo que la
mejoria observada probablemente se deba al efecto pleiotrépico de las

estatinas, como es su potencial antiinflamatorio y al aumento de HDL.

Asi pues, se ha realizado un estudio completo, con valoracion histologica
de la pared vascular, con un seguimiento en la iniciacién, progresion y
regresion de los estadios preclinicos de la arteriosclerosis, incluso de las
lesiones avanzadas, en un modelo con cinco grupos diferentes. Se ha
cuantificado el grosor de la placa de ateroma en los cortes histologicos de
las distintas muestras, a diferencia de otros estudios donde se ha medido
la placa de ateroma con otros medios técnicos, como son la ecografia
intravascular, la RMN y la TAC multicorte. Incluso en la mayoria de
estudios, el método estandar es medir por morfometria el porcentaje de
area de la aorta ocupada por lesiones que contienen lipidos respecto al
area total de la aorta, en diseccidon longitudinal de este vaso tefiido con
Sudan lll, y valorar el cambio en el tamafio de la lesion y en el nimero de

las lesiones.

En estudios previos en ratones transgénicos que expresaban valores
elevados de apolipoproteina A-1 (Apo A-1), principal apolipoproteina en
las HDL, se vio que eran resistentes a la aterosclerosis (Walsh y col.,
1989). Recientemente, la disponibilidad de Apo A-1 Milano ha permitido
tratar a pacientes coronarios agudos, y en un estudio piloto se ha
demostrado que se produce una regresion de las placas ateroscleroticas
coronarias, evaluados con ecografia intravascular coronaria (Nissen y
col., 2003). El HDL Milano es el resultado de una mutacion espontanea de
Apo A-1 (conocida como Apo A-1 Milano) identificada a finales de los
afos setenta, que tuvo lugar en el siglo pasado en un pequefio pueblo del
norte de Italia. Los sujetos con esta mutacion de HDL tienen una tasa muy
baja de aterosclerosis, tanto clinica como subclinica (evaluada con

ecografia carotidea).
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En la revision de la literatura realizada por Williams y col. (2008), los
estudios tanto en animales como en humanos, indican que las lesiones
ateroscleroticas en todos sus estadios, incluso las lesiones
arteriosclerosas avanzadas, regresan, como también hemos demostrado
en nuestro estudio de experimentacion. Asi Daoud y col. (1981) realizaron
un examen histolégico del ateroma en lesiones avanzadas en cerdos
alimentados con dieta hipercolesterolémica, mostrando placas avanzadas
con necrosis y calcificacion. El régimen de regresion redujo el colesterol
total del plasma a aproximadamente 70 mg/dl, implicando un descenso
del nivel de colesterol-LDL. En la fase temprana de la regresion mostraron
una disminucion del ateroma, con pérdida de las células espumosas de
las lesiones y un incremento de macréfagos no espumosos alrededor de
las areas de necrosis. A largo plazo, las areas necréticas virtualmente
desaparecieron, indicando una retirada del material por los macrofagos

sanos, sin medir el volumen de las placas de las lesiones avanzadas.

Una década mas tarde, Miyazaki y col. (1995) obtuvieron una reduccién
del ateroma en conejos tras administrarles inyecciones de HDL o
apolipoproteina A-HDL. Al principio la regresion se limité a las estrias
grasas, pero tras conseguir disminuir la concentracion de lipidos en
sangre, pudieron mejorar los factores protromboticos y proteoliticos en la
pared arterial, consiguiendo hallazgos consistentes en un remodelado del

ateroma a un fenotipo mas estable.

Recientemente se ha publicado un estudio en animales de
experimentacion en el que se evalla el efecto de la perfusion aguda de
HDL Milano en el volumen y la composicion de las placas de ateroma con
RMN seriadas (lbafiez, 2010), junto con estudios de TAC multicorte,
observando una regresion significativa de la placa de ateroma, junto con
un cambio cualitativo de ésta, sugiriendo una estabilizacion aguda de la

placa de ateroma.

En otro estudio posterior (Sezer y col.,, 2011) en cuarenta conejos

divididos en cuatro grupos (dieta normal, atorvastatina, dieta aterogénica
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y por ultimo dieta aterogénica mas atorvastatina) valoran histoldgicamente
la afectacién del tejido del arco adrtico y la actividad antioxidante de la
atorvastatina a través de la enzima paraoxonasa. Esta enzima previene la
oxidacion de LDL. Sus resultados confirman la presencia de gruesas
placas de ateroma en la intima y en la luz arterial visiblemente obstruida
por estas placas, junto con un descenso de la enzima antioxidante, en el
grupo hiperlipémico. Sin embargo, en el grupo hiperlipémico mas
atorvastatina, la placa de ateroma es una placa mas delgada y localizada,
sin llegar a cuantificar su volumen, con un incremento en la actividad de la
enzima antioxidante paraoxonasa. Estos autores atribuyen a la

atorvastatina la funcion de favorecer la inhibicion de la oxidacién-LDL.

Por otro lado, las estatinas han demostrado de forma consistente que una
reduccion significativa de las concentraciones de LDL es capaz de reducir
la progresion del volumen de placa de ateroma en diferentes territorios

vasculares en humanos (Ibafiez, 2010).

En el ensayo REVERSAL (Nissen y col., 2004) se comparé dosis altas de
estatina con una dosis convencional, durante 18 meses de tratamiento,
los pacientes tratados con un régimen convencional (40 mgr de
pravastatina) presentaban una progresion del volumen del ateroma
estadisticamente significativo a pesar de alcanzar un nivel de colesterol-
LDL de 110 mg/dl dentro de la meta establecida por el Adult Treatment
Panel Ill. Por el contrario, el grupo con dosis altas de estatina (80 mgr de
atorvastatina), experimento una progresion no significativa en el volumen

del ateroma con un nivel de colesterol-LDL de 79 mg/dl.

Dos afios mas tarde, en el ensayo ASTEROID (Nissen y col., 2006) todos
los pacientes recibieron la misma dosis de tratamiento con rosuvastatina
durante 24 meses, con ecografia intravascular pre y post-tratamiento.
Durante el tratamiento el nivel de colesterol-LDL disminuyé a 60.8 mg/dl y
el volumen del ateroma disminuy6 una media de 6.8%. La mayor eficacia

podria explicarse por el mayor descenso del nivel de colesterol-LDL, la
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mayor duracion del tratamiento y por los niveles mas altos de colesterol-
HDL alcanzados en este estudio.

Por todo ello, el presente estudio experimental no sélo vuelve a demostrar
gue el modelo aviar, en el caso actual en el pollo, es un gran modelo
donde se reproducen las lesiones arteriosclerosas con dieta
hiperlipémica, sino que permite cuantificar, el tamafio de las placas de
ateroma en las dos fases, progresion y regresion mediante técnicas
histol6gicas y analisis de imagen en cinco grupos de experimentacion,
caracteristica no reflejada en otros estudios.

8.8. Valoracion de la neointima

La ateroesclerosis es una enfermedad sistémica con manifestaciones
clinicas locales que se caracteriza principalmente por un depdésito de
lipidos en la pared de las arterias de mediano y gran calibre, por lo que se
mantiene un estado de inflamaciéon crénica, con cambios en la pared

vascular como respuesta a esa inflamacion.

En el afio 1920 Anichkov publicdé que conejos alimentados con una dieta
rica en colesterol cambiados a una dieta baja en grasa durante 2-3 afnos,
provocaba lesiones arteriales méas fibrosas con un menor contenido
lipidico. En estudios posteriores, estos hallazgos sugieren una

estabilizacion de la placa (Wissler y Vesselinovitch, 1976).

En un ensayo a cinco afos con conejos alimentados con dieta
aterogénica (Wilson y col., 1982), detectaron lipidos extra e intracelulares
en la intima, seguido por la proliferacion de células musculares lisas,
colageno y elastina en dicha capa. A los 12 meses la mayoria de las
células musculares lisas contenian un prominente reticulo endoplasmico
rugoso, con gotas lipidicas. Seis meses después, la mayoria de las
células musculares lisas contenian numerosas gotas lipidicas (células
espumosas). En el grupo de conejos a los que se le retird la dieta

hiperlipémica en el Udltimo afio, el area de superficie sudandfila (area
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lipidica tefiida con Sudan) en la aorta era significativamente menor que en
el resto del grupo, con menor afectacion, y las lesiones presentes
consistian primariamente de colageno y lipidos con pocas células

musculares lisas normales o degeneradas.

En estudios con estatinas, Donetti y col. (1997), administraron durante
dos semanas 10 mg/Kg de atorvastatina, simvastatina y pravastatina, a
conejos normolipémicos e hiperlipémicos observando que existia una
reduccion con las tres estatinas en cuanto a la migraciéon y a la
proliferacion de las células musculares lisas, aunque con atorvastatina la
ratio intima/media disminuy6 en 44% en normocolesterolémicos y en 56%
en hipercolesterolémicos, con lo que se pudo comprobar que las estatinas
deben de producir directamente una proteccion de la pared arterial por
mecanismos distintos a la bajada de colesterol y lipoproteinas.

En el mismo afio Hernandez-Presa y col. (1997), utilizando el modelo
arteriosclerotico en conejos durante 4 semanas Yy administrando
atorvastatina a dosis de 5 mgr/Kg, consiguieron disminuciones de
colesterol total del 60%, LDL-colesterol del 40% y de triglicéridos del 50%.
Ademas observaron una disminucion del 60% del cociente intima/media
de la lesion arteriosclerosa con una disminucion de la infiltracién
macrofagica de dicha lesion con la reduccién de la formacion de
neointima. Posteriormente, Xu y col. (2002) demostraron el efecto de la
atorvastatina y mevastatina en la reducciéon de la proliferacion de células
musculares lisas y la expresion del receptor de la endotelina A en cultivos

celulares de aorta y arterias cerebrales de ratas.

Por otro lado, en humanos en grandes ensayos llevados a cabo, con el fin
de disminuir el perfil lipidico, mostraban evidencias angiograficas de
regresion de la placa, con resultados clinicos sorprendentemente poco
beneficiosos, particularmente en la reduccién de eventos clinicos. Esta
paradoja clinica es debida al papel que juega en los sindromes coronarios
agudos las placas vulnerables que son normalmente pequefias en tamafno

causando una oclusion menor del 50%, pero ricas en lipidos intracelulares
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y extracelulares, en macréfagos y en factor tisular, con pequefas
concentraciones de células musculares lisas y frecuentemente con una
capa fibrosa delgada en contacto con la capa endotelial (Williams y col.,
2008). Su ruptura provoca la oclusion de los vasos con infarto agudo. El
descenso de los lipidos sanguineos, disminuye el riesgo de estos eventos
clinicos, por el remodelado y estabilizacion de estas lesiones propensas a

la ruptura, al ser mas fibrosas y disminuir su contenido lipidico.

Nuestro estudio como novedad, ha valorado la neointima con la medida
de la a-actina, marcador de las fibras musculares lisas, con tres
modalidades distintas, lo que aumenta el grado de precisibn en su
determinacion. Esto se ha llevado a cabo por medio de tres parametros: el
grosor de la a-actina subendotelial, que nos evalla la estabilidad de la
placa de ateroma; la densidad de volumen de a-actina; y con una
cuantificacion mas precisa del depdsito de a-actina teniendo en cuenta la
intensidad de inmunorreactividad y la densidad de volumen de a-actina,
término denominado densidad integrada de a-actina, parametro de mayor
resolucién y sensibilidad.

Coincidiendo con estudios previos, puede observarse una proliferacion
muy marcada de las células musculares lisas de la capa media, que
emigran a la capa intima en los grupos de pollos alimentados con dieta
aterogénica con aumento del tamafio de la capa intima y con ceélulas
espumosas, en un intento junto con los macréfagos de eliminar los
depdsitos lipidicos. Comparando todos los grupos, se obtiene una menor
cantidad de fibras musculares lisas en la intima con diferencia
estadisticamente significativa por un lado entre el grupo de dieta normal
(A) con minimas fibras musculares lisas, y el grupo de regresion
espontanea y farmacologica (D) cuyos efectos de la dieta mas atorvastina
hacen que disminuyan. A su vez, ambos grupos se diferencian
estadisticamente con el resto de los grupos, donde puede verse una

distribucion importante de fibras musculares lisas por toda la capa intima.
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Sin embargo, si nos centramos en las fibras musculares lisas
subendoteliales, llama la atencion el grupo de regresion espontanea (C)
donde se observa una tendencia al acumulo de la mayoria de las fibras
musculares lisas especialmente localizado a nivel subendotelial, sin
diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo de dieta
hiperlipémica (B), pero si es estadisticamente significativo con respecto al

resto de grupos, entre ellos el grupo de progresion farmacologica (E).

Asi pues, sélo con la retirada de la dieta hiperlipémica se observa una
tendencia hacia el depdsito subendotelial, entre la luz vascular y la placa
de ateroma. Quizas con un tiempo superior a los tres meses empleados
en el estudio experimental, puede que el resultado obtenido sea también

estadisticamente significativo con respecto al grupo de dieta hiperlipémica

(B).

Este depdsito subendotelial de fibras musculares lisas proporcionaria una
estabilidad a la placa de ateroma (Fayad y Fuster, 2001) en comparaciéon
con las placas de mayor afectacion del grupo de dieta hiperlipémica (B).

Con estos resultados de la cuantificacion de fibras musculares lisas, en
cinco grupos de comparacion al mismo tiempo, podemos afirmar que la
atorvastatina junto con la retirada de la dieta hiperlipémica, tiene un efecto
inhibitorio sobre la proliferacion de las fibras musculares lisas, mostrando
una regresion de la arteriosclerosis. Y por el contrario, a mayor densidad
de volumen y mayor densidad integrada de a-actina, en un intento de
restaurar el dafio de la pared vascular, se observa un mayor grado de
enfermedad.

8.9. Grado de oclusién del vaso

Si consideramos el grosor de la placa de ateroma, como se ha
mencionado previamente en el apartado 8.7, tanto en nuestro trabajo
como en estudios previos ya comentados, con respecto a la luz del vaso,

se demuestra un mayor grado de oclusion en el grupo de dieta
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hiperlipémica (B) al ser el mas afectado y presentar placas de ateroma de
mayores dimensiones. En un grado intermedio estarian el grupo de
regresion espontanea (C) y el grupo de progresion farmacologica (E). Y
por ultimo, los grupos de dieta normal (A) y el grupo de regresion
espontanea y farmacoldgica (D) pues presenta una reduccién muy
importante de la placa de ateroma, siendo muy similar al grupo control,
sirviendo como base para evaluar la luz del vaso normal. Se observa
pues, un efecto beneficioso con la dieta normal y al administrar

atorvastatina.

Sin embargo, a pesar del mayor grosor de la placa en el grupo de dieta
hiperlipémica (B), el grado de obstruccion es del 59%, relativamente
pequefio el grado de estenosis para la afectacion que presenta la intima
con una gran placa de ateroma y su desestructuracion. El resto de grupos

experimentales presenta un menor grado de afectacion.

Esto confirma lo que ya Glagov y col. (1987) en estudios de autopsia
demostraron por primera vez. Propusieron un proceso de remodelado
positivo, originalmente descrito por ellos, durante los estadios iniciales de
la formacion del ateroma, con expansion de la lamina elastica externa
(LEE), asi las lesiones ateroscleréticas pueden progresar sin
comprometer la luz debido a la dilatacibn compensadora del calibre
vascular. Las lesiones con lipidos abundantes como las observadas en el
grupo de mayor afectacion, grupo con dieta hiperlipémica (B), causan
sindromes coronarios agudos y suelen ser ligeramente estendticas,
debido a una remodelacién positiva significativa, por lo que no se detectan
mediante angiografia. Es la rotura de la placa y la consiguiente formacién
del trombo las responsables de la aparicién de la clinica, vivimos pues
con arteriosclerosis y morimos de trombosis. Asi las técnicas de imagen
gue miden la dimensién de la luz no proporcionan resultados reales, no
coincide la mejoria de la clinica con la mejoria de las imagenes tras

aplicar tratamientos que disminuyan los niveles de LDL.
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En un metaandlisis realizado por Williams y col.,, (2008) es lo que
denominan “paradoja angiogréfica”. Las placas vulnerables son
frecuentemente pequefias en tamafio y causan el 50% o menos de
oclusion de la luz vascular. Estan generalmente llenas de lipidos intra y
extracelulares, ricas en macrofagos y factor tisular, con bajas
concentraciones de células musculares lisas y frecuentemente con sélo
una delgada capa fibrosa bajo la capa endotelial intacta. La ruptura de
estas placas provoca la formacion de un coagulo y la consiguiente
oclusion del vaso. Asi es posible que la pared arterial presente una
cantidad sustancial de ateroma antes de que se produzca una obstruccion

detectable en la coronariografia.

Por ello, en nuestro trabajo es importante y beneficioso, el poder
comparar las mediciones de las dimensiones de las placas de ateroma de
los distintos grupos experimentales, conjuntamente con el grado de
oclusion del vaso, coincidiendo los resultados. Se observa un paralelismo,
y se demuestra a la vez que en el grupo de mayor afectacion de placa
ateromatosa, el grupo de dieta hiperlipémica (B), no hay un porcentaje
alto de oclusion, sélo un 59%. La medicion realizada es bastante precisa y
fiable, lo que aumenta la validez del estudio. Ademas se obtiene una
mayor resolucién y regresion de las lesiones, al asociar la dieta normal
junto con atorvastatina en el grupo de regresion espontanea Yy

farmacoldgica (D).

8.10. Relacion pared/luz

En estudios posteriores al remodelado positivo (Glagov y col., 1987), se
ha determinado la relacion entre la regresion del ateroma y el remodelado

de la pared arterial.

Por medio del ultrasonido intravascular, se han definido los cambios
realizados en la pared arterial tras incrementar las cifras de HDL a traves
de la infusion de HDL reconstituido que contiene apolipoproteina A-I

Milano, en 47 pacientes después de un sindrome coronario agudo durante
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cinco infusiones semanales (Nicholls y col., 2006). Mediante esta técnica
de planimetria es posible determinar el area ocupada por la LEE y por la
luz, calculando posteriormente el area de la placa como la diferencia entre
las areas de la LEE y de la luz. Los hallazgos demostraron por primera
vez que la regresion de la placa después de la infusibn de HDL sintético
se caracterizaba por una reduccion concomitante de la LEE. El tamafio de
la luz no variaba, disminuia el area total de la arteria sin afectarse el area
luminar, lo que sugiere un mecanismo regular exquisitamente sensible.
Esto permite mantener un tamafo de luz vascular constante durante la
regresion de la arteriosclerosis por una reduccién compensadora de las
dimensiones en la LEE. Es pues, un fendmeno inverso al proceso del

remodelado positivo.

El examen de diferentes subsegmentos permite el analisis de la relacion
entre la reduccidn de la LEE y la regresion de la placa. En los segmentos
que no han presentado regresion, no se ha presenciado el remodelado
inverso, mientras que en segmentos con reduccion en las dimensiones
del ateroma, hay una reduccion compensadora en el volumen de la LEE.
Estos hallazgos representan un fendémeno focal y no una respuesta
generalizada al tratamiento. Ademas en dicho estudio se demuestra que
el cambio en el area de la LEE puede ocurrir en sélo unas pocas

semanas.

Otros autores (Corti y col.,, 2002) han publicado que la regresion de la
placa de ateroma adrtico después de realizar un tratamiento cronico con
estatinas en humanos, no se acompafna tampoco de un cambio en las
dimensiones de la luz vascular, valorada la pared arterial por resonancia

magnéetica.

Estudios experimentales en animales (Wilson y col., 1982) alimentando
conejos durante cinco afios con dieta hiperlipémica, y un grupo control
con dieta de laboratorio, en las arterias carotidas y renales, el area de la
luz vascular libre era similar en los dos grupos. Por otro lado,

recientemente se ha publicado un estudio en animales de
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experimentacion en el que se evalla el efecto de la perfusion aguda de
HDL Milano en el volumen y la composicion de las placas de ateroma con
RMN, con regresion significativa del volumen de la placa de ateroma sin
observarse cambios en el tamafio de la luz del vaso, se asocié pues a un

remodelado positivo inverso (Ibafiez y col., 2008).

En nuestro estudio, de forma interesante, los resultados confirman los
datos obtenidos en investigaciones previas tanto en humanos como en
animales. En los cinco grupos de experimentacion se obtiene una relacién
pared/luz similar, sin cambios estadisticamente significativos. El diametro
interno medido, correspondiente a la luz vascular, ha sido constante,
variando poco el grosor de la pared, pues como se ha podido comprobar
en los grupos més afectados con aumento de la intima, la capa media ha

disminuido.

El grupo de progresion con dieta hiperlipémica (grupo B) ha
experimentado una remodelacion positiva con aumento del diametro de la
LEE para compensar el gran volumen de la placa de ateroma y no verse
afectada el area total de la luz vascular. En el resto de los grupos, segun
se ha ido produciendo una regresion del volumen de la placa de ateroma,
bien con dieta o con atorvastatina, se ha producido un remodelado
positivo inverso, con disminucion del didmetro de la LEE para seguir
conservando el mismo tamafio de la luz arterial. Este estudio también
demuestra que los cambios en la pared vascular ocurren en sélo unas
pocas semanas, asi pues la pared arterial juega un papel dinamico en la

progresion y regresion de la placa arteriosclerotica.

8.11. Coeficiente aterogénico (CA)
Revisando la literatura (Stary y col., 1994, 1995; Stary, 2000) hacen una

clasificacion y definicion histolégica de las lesiones arterioscleroticas, pero

no hay un coeficiente previo publicado que nos de un grado de severidad
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en la afectacion de la pared vascular, segun unos parametros de
afectacion.

En un nuestro estudio, hemos establecido un sistema de puntuacion
considerando un rango de puntos para los siguientes parametros:
valoracion semicuantitativa modificada de los grados de lesién de Stary, el
grosor de la capa media, el grosor de la placa de ateroma, el grosor de la
capa intima, el grosor de la a-actina subendotelial, la densidad de
volumen de a-actina y la densidad integrada de a-actina en la capa
intima, el grosor de la pared, la relacion pared/luz y el grado de oclusién
de la luz en los vasos de los troncos supra-aérticos; y se ha realizado una
escala de valores. La media de su sumatorio nos da un indice
denominado “coeficiente aterogénico”, cuyo valor nos da una idea del
grado de afectacion y severidad de cada grupo experimental.

El grupo de progresion con dieta hiperlipémica (B), es el de mayor
coeficiente aterogénico, y como en estudios previos ya comentados
anteriormente, al interferir bien con la dieta o con farmacos, en este caso
con atorvastatina, se produce una mejoria de la arteriosclerosis,
objetivando en nuestros grupos de experimentacion una mejoria paralela
del coeficiente aterogénico, constatando el beneficio de la regresion
espontanea e inducida con atorvastatina, sobre todo en el grupo donde se
aplican ambas, el grupo de regresion espontanea y farmacolégica (grupo
D).

Basandonos en la clasificacion de NAS (Kleiner y col., 2005) para la
enfermedad hepatica grasa no alcoholica, el cual permite dar un indice de
actividad histoldgica de la enfermedad en el higado, nuestro coeficiente
aterogénico nos informa de igual manera del indice de afectacion
histolégica en los vasos vasculares, cuya puntuacion se detalla a

continuacion, segun los datos obtenidos.
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“Coeficiente aterogénico”:

=10 Afectacion aterogeénica
8-9 Afectacion dudosa
<8 Sano, no aterogénico

Segun dicho coeficiente aterogénico, el grupo con regresion espontanea y
farmacoldgica (D), con un CA de 6.37 perteneceria al “no aterogénico”,
revierte hasta quedar la afectacion de los troncos supra-adrticos como un

vaso sano.

Hemos descrito por primera vez este coeficiente aterogénico. Incluye
caracteristicas histolégicas muy detalladas en cuanto a la afectacion de
todas las partes involucradas de la anatomia de la pared vascular, por lo
gue supone un sistema de puntuacién muy concreto. Este coeficiente es
muy sensible a la lesion y permite realizar la comparacion de los cinco
grupos de experimentacion, donde se ha reproducido tanto la progresion
como la regresion de la arteriosclerosis, obteniendo un indice de
comparacion entre los grupos. Es por tanto, un coeficiente innovador y
minucioso en cuanto a su valoracién, y a la vez dinamico, que nos informa
de la afectacion del vaso como proceso en continuo cambio si actuamos
sobre la dieta y con tratamiento farmacoldgico, como son las estatinas,
con un poder hipolipemiante e intrinseco, o mejor dicho, con propiedades

pleiotropicas, como en nuestro caso, con atorvastatina.

8.12. Correlacion higado - troncos supra-aorticos (NAS-CA)

Revisando la literatura de los trabajos publicados, no hay previamente
estudios en experimentacion animal que comparen simultdneamente por
meétodos histologicos, la afectacion a nivel hepatico con la reproduccion
de esteatohepatitis y la afectacion vascular de arteriosclerosis, tanto en
fase de progresion como en fase de regresion inducida, espontanea y
farmacoldgica. De ello, la aportacion original del presente estudio de

investigacion.
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En personas se han realizado comparaciones y asociaciones entre
esteatosis hepéatica con un incremento del riesgo de aterosclerosis
carotidea, medidos por ecografia hepatica y ecografia carotidea (Targher
y col., 2004; Brea y col., 2005 y Volzke y col., 2005).

Mas tarde se realiza por primera vez una comparacion histolégica del
higado con ecografia carotidea (Targher y col.,, 2005). No solo se
confirman los resultados anteriores que documentan que los pacientes
con EGHNA, diagnosticados por ecografia tienen un GIM en arteria
car6tida mas marcado con incremento de la prevalencia de placas
carotideas, sino que al realizarse biopsia hepatica en un estudio piloto de
50 pacientes con EGHNA comparados con 40 personas sanas con
ecografia hepatica y transaminasas normales, se observa que hay una
fuerte asociacion entre el grado de fibrosis hepatica y el engrosamiento
carotideo (GIM), después de ajustarlo para la edad, sexo, resistencia a la

insulina y sindrome metabalico.

Después de estos resultados el estudio se ampli6 a 85 pacientes con
EGHNA con transaminasas elevadas y esteatosis hepatica detectada por
ecografia (Targher y col.,, 2006). Se les realizd biopsia hepatica tras
excluir otras causas de enfermedad hepatica crénica (ingesta etilica
mayor o igual a 20 gr/dia, hepatitis viral, autoinmune y administracion de
farmacos hepatotéxicos), sin evidencia de enfermedad hepatica o renal
avanzada, eventos cardiovasculares o historia reciente de enfermedad
aguda. El grupo control consistié en 160 personas sanas con ecografia y
transaminasas normales, comparadas por edad, sexo e IMC. En los
resultados se demostré nuevamente que los pacientes con EGHNA
demostrada por biopsia tienen un mayor grado de engrosamiento
carotideo, sin diferencias entre hombres y mujeres, y una mayor
prevalencia de placas carotideas definidas como un engrosamiento focal
mayor o igual a 1.2 mm. A su vez, este engrosamiento carotideo muestra
una diferencia significativa entre los pacientes con esteatohepatitis, los

pacientes con esteatosis simple y los pacientes control, siendo menor en
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éste Ultimo grupo, intermedio en los pacientes con esteatosis y mayor en

los que presenta esteatohepatitis.

Por altimo, la severidad en la histologia de la EGHNA predice de forma
independiente el GIM carotideo después de ajustarlo para un amplio
espectro de variables, incluyendo el sindrome metabdlico, una condicion
altamente aterogénica que esta fuertemente relacionada con la EGHNA.
Asi, la EGHNA en su forma mas avanzada podria ser un estimulo para un
mayor incremento de la resistencia a la insulina y dislipemia, conduciendo
a una arteriosclerosis acelerada, lo cual podria ser representado por un

incremento del estrés oxidativo y una inflamacion subclinica.

En ese mismo afio, se llevd a cabo otro estudio que demuestra una
asociacion significativa entre la histologia hepética y la disfuncién
endotelial (Villanova y col., 2005). En pacientes con EGHNA demostrada
por biopsia hepatica, se midié la disfuncion endotelial por vasodilatacion
mediada por flujo, viendo que la severidad de la histologia hepatica se
correlacionaba con un menor flujo, independientemente de la edad, sexo,
IMC vy resistencia a la insulina. E incluso, la probabilidad estimada de
eventos cardiovasculares era moderadamente mas alta en los pacientes
con EGHNA.

Posteriormente se ha realizado un metaanalisis (Sookoian y Pirola, 2008)
evaluando siete estudios con un total de 3497 personas. En todos ellos el
GIM de la cardtida fue medido por ecografia por una persona que
desconocia las caracteristicas clinicas de los pacientes, realizando
medidas bilateralmente a nivel de la arteria carétida comun. El diagndstico
de EGHNA fue realizado en todos los estudios por ecografia abdominal
referido como “higado brillante” o incremento difuso de la ecogenicidad
comparado con el rifién, y en algunos estudios la grasa hepéatica fue
confirmada por biopsia hepética. Dicho metaanalisis mostré una fuerte
asociacion entre EGHNA y el GIM carotideo, mostrando que los pacientes
con esteatosis hepatica tienen un incremento del 13% de GIM en

comparacion con individuos sin higado graso. También demostré una
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fuerte asociacion entre los niveles de transaminasas con el GIM vy la
presencia de placas carotideas. So6lo en un estudio de los incluidos se
objetivaba una asociacion del GIM carotideo segun la severidad de la
histologia hepatica (Targher y col. 2006), pues en el resto de los estudios

como se ha comentado previamente no se realizaron biopsias del higado.

Moreno Sanchez (2009) en una puesta al dia sobre higado graso no
alcoholico, en la esteatosis hepatica refiere una acumulacion progresiva
de triglicéridos en el higado, con deterioro creciente de la sensibilidad a la
insulina en el propio higado, en el musculo esquelético y en el tejido
adiposo. El estudio se llevo a cabo en individuos obesos no diabéticos, lo
que avala la hipétesis de que la EGHNA es parte de una alteracion

multiorganica de sensibilidad a la insulina.

En este contexto de resistencia a la insulina, el perfil de citoquinas
sintetizadas en el tejido adiposo es proinflamatorio, protrombotico y
profibrogénico, por lo que se asocia de manera independiente a una
disfuncion endotelial y a placas ateromatosas, asi como a un

engrosamiento de la capa intima de las carétidas.

En una encuesta norteamericana correspondiente al periodo de 1999 a
2002 (lannou y col., 2006), la prevalencia de elevacion de GPT mayor de
43 U/l en la poblacién fue del 8.95, casi el doble de la del periodo de 1988
a 1994 y en asociacion estrecha a factores de riesgo para EGHNA
(obesidad, DM tipo 2, HTA e hipertrigliceridemia). Segun la escala de
Framingham se estimd el riesgo a 10 afios de enfermedad coronaria, y
fue mayor en los individuos con GPT elevada que en el grupo control,

tanto en varones como en mujeres.

Por tanto, queda claramente demostrado que existe una asociacién entre
la EGHNA vy la arteriosclerosis carotidea. En animales, existen multiples
estudios de progresion y regresion de arteriosclerosis, y por otro lado de
EHGNA de forma individualizada, siendo pocos los trabajos en los que se

combinan ambos aspectos de forma conjunta.
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En la mayoria de estudios animales de forma espontanea desarrollan
esteatosis, siendo mas dificil la progresion a esteatohepatitis (Tous y col.,
2005). En ratones Apo E-/- tras dieta rica en colesterol y dieta enriquecida
con grasa realizan una correlacion cronolégica entre las alteraciones
hepaticas, la aterosclerosis y el aumento de colesterol sanguineo,
consiguiendo esteatohepatitis. En el higado valoran la esteatosis, el grado
de inflamacion y los macrofagos, comparados con la cuantificacion de las
lesiones arteriosclerosas en la regién adrtica proximal por medio de la
tincion con Sudan rojo IV B y la tincion de hematoxilina-eosina. En el
resultado llegan a la conclusién de la existencia de una correlacion
cronoldgica y cuantitativa entre el dafio hepatico y la formacion de las
lesiones ateromatosas. Esto apoya la existencia de factores circulantes
comunes que induzcan reacciones inflamatorias en estos tejidos
distantes, coincidiendo el grado de las lesiones con incrementos
importantes de colesterol plasmatico asociado a lipoproteinas
aterogeénicas (LDL y VLDL).

También en ratones Apo E-/- (Lohmann y col., 2009) en un estudio de
progresion con dieta hipercolesterolémica, muestran un incremento de
macrofagos, células T y algunos mediadores inflamatorios en la raiz de la
aorta, tejido adiposo mesentérico y periaértico (periadventicial), higado e
islotes pancreaticos sin alteracion en la homeostasis de la glucosa.
Realizan el estudio a través del examen histologico del tamafio y
composicion de la placa de ateroma en la raiz de la aorta, y con técnicas
de inmunohistoquimica para macréfagos (CD68) y células T (CD3) en
todos los tejidos examinados, junto con la medida plasmatica de
colesterol, triglicéridos y acidos grasos libres. Todo ello proporciona un
fenotipo proinflamatorio con unos efectos sistémicos y locales en la
arteriosclerosis experimental sin obesidad, en contraposicion con estudios
gue describen una inflamacién sistémica en la obesidad o una inflamacién

local perivascular en la aterosclerosis.
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Por dltimo, Bieghs y col. (2012) revisan el conocimiento actual sobre la
similitud en epidemiologia, patofisiologia, diagnostico y tratamiento de la
arteriosclerosis y el NASH, proponiendo la hipotesis de que son dos
aspectos de una enfermedad compartida, con una etiologia comun que
involucra la presencia local de macréfagos activados. La lipotoxicidad
cronica por los efectos toxicos del colesterol, triglicéridos y acidos grasos
libres, contribuye a la patogénesis de la arteriosclerosis y del NASH,
pudiendo la esteatohepatitis no alcohodlica contribuir y acelerar la

patogénesis de la aterosclerosis.

Nuestro trabajo, avala estos resultados, y ademas con la salvedad de ser
el primer estudio experimental donde se coteja a la vez la afectacion
histoldgica en el higado con la afectacion histologica de los troncos supra-
aorticos, y el resultado tras la retirada de la dieta y el tratamiento con

atorvastatina.

Por un lado, Martin Castillo (2008), estim6 el NAS-cuantitativo de los
mismos grupos de animales de experimentacién, obteniendo una
puntuacion segun el grado de severidad, y por otro lado se ha obtenido el
coeficiente aterogénico, el cuél refleja el grado de afectacion a nivel de los
vasos supra-aodrticos. Segun los resultados obtenidos, se demuestra un
comportamiento similar comparando ambos parametros, tienen una

evolucion en paralelo, una asociacion positiva.

Tanto en el NAS hepatico como en el coeficiente aterogénico de los
troncos supra-aoérticos, es el grupo con mayor afectacion de forma
estadisticamente significativa, el grupo de dieta hiperlipémica durante seis
meses (B). El grupo de animales alimentados con dieta normal (A) y el
grupo de regresion espontanea y farmacolégica (D) muestran un valor
muchisimo menor que el resto de los grupos de experimentacion. Y los
animales que tras tres meses volvieron a una dieta normal, regresion
espontanea (C), junto con los animales que siguen una dieta
hiperlipémica mas atorvastatina, el grupo de progresion farmacolégica (E)

tienen una afectacion intermedia, en los cuales se observa que ha
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revertido parcialmente la afectacion. Se demuestra pues, que a mayor
afectacién hepatica hay una asociacién positiva con una mayor afectacion
en troncos supra-aorticos, como en estudios previos realizados en
personas, junto con una mejoria tras la dieta y la administracion de

atorvastatina.

En los dos grupos de afectacion intermedia, el de regresion espontanea
(C) y el de progresion farmacologica (E), si se observa una diferencia
entre ambos pardmetros o coeficientes. El coeficiente aterogénico es
menor en el grupo E, y el NAS sin embargo, tiene una valor mas alto en el

grupo E comparado con el grupo C.

Si nos centramos en el conjunto global de la fisiopatologia de la
arteriosclerosis, ésta es una enfermedad sistémica que se caracteriza
principalmente por un depdsito de lipidos en la pared de las arterias de
mediano y gran calibre. EI acimulo de lipidos en la pared arterial es un
proceso dinamico y bidireccional en el que hay mecanismos naturales de
extraccion del colesterol acumulado en la pared del vaso, y la
arteriosclerosis es consecuencia de un disbalance entre la salida y

entrada de colesterol.

El “transporte reverso de colesterol” (TRC) es la mejor ruta para la retirada
del colesterol depositado en los tejidos y que no se metaboliza, y su
transporte hacia el higado para su metabolizacion y eventual excrecion
intestinal con los acidos biliares (Reichl y Miller, 1986). EI concepto del
papel que juega la HDL en el TRC, como particula que sirve de basurero
del colesterol tisular, es decir, en la extraccion de colesterol de las
lesiones aterosclerdticas y en su transporte hasta el higado para su
eliminacién junto con las heces, ha sido ampliamente aceptado desde que

fue postulado hace mas de treinta afios (Glomset, 1968).

El primer estudio in vivo, experimental que evidencia el efecto de HDL
exdgeno, con remision de las lesiones ateromatosas en un modelo animal

realizado con conejos (Badimon y col., 1990) apoya fuertemente estudios
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previos donde la HDL estimula el TRC de los tejidos extrahepaticos hasta
el higado, donde puede ser metabolizado y excretado, y miden la
acumulacion de colesterol en el higado, pero sin realizar una valoracion
histoloégica de la afectacion hepatica. Recientemente se ha hecho
referencia a varios estudios tanto en animales como en modelos
humanos, donde la perfusion exégena de HDL Milano es capaz de
disminuir el volumen de la placa (Ibafez, 2010), cuyos efectos
beneficiosos se deben a un incremento importante del TRC como a un
efecto antiinflamatorio generalizado, promoviendo un rescate del estado
inflamatorio global asociado con la enfermedad aterotrombotica.

Nuestros resultados del coeficiente aterogénico y NAS en los grupos C y
E estarian de acuerdo con la teoria de un TRC, que supondria la retirada
del colesterol del vaso supra-aértico y su transporte hacia el higado.
Ademas también ayudaria a estos valores de coeficiente aterogénico y

NAS del grupo E, la accion antiinflamatoria de la atorvastatina.

Demostramos que hay asociacion o correlacion en la afectacion de ambas
lesiones en higado y vasos arteriales histolégicamente. Esta es una
correlacion positiva con los mismos tratamientos de regresion espontanea
y farmacologica, tras comparar los cinco grupos de experimentacibn como
una unica poblacién. Sin embargo si estrictamente comparamos cada
grupo por separado, la correlacion entre NAS y CA sélo es significativa en
los grupos de regresion espontanea (C) y regresion espontanea y

farmacoldgica (D).

Previamente no hay estudios similares en regresion y progresion de
arteriosclerosis con una correlacion tan completa y detallada en cuanto a
su afectacion, de troncos supra-aorticos e higado, por microscopia oOptica.
Estos resultados sugieren la existencia de un mecanismo comun en
ambas enfermedades, o mejor dicho un factor comdn sistémico que

produzca dos aspectos distintos de una misma enfermedad.
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Por ultimo, con los datos obtenidos, observamos que son procesos que se
producen en paralelo en higado y vasculatura arterial, por lo que no se
puede concluir que sea la EHGNA la que contribuya y acelere la
arteriosclerosis. La afectacion progresa y regresa simultaneamente al
mejorar el estado proinflamatorio, sin poder concluir si hay una

dependencia entre ambos.
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Las conclusiones del presente trabajo experimental son las siguientes:

El disefio experimental empleado con dieta aterogénica (pienso estandar
con 2% de colesterol y 20% de aceite de palma) ha reproducido en los
pollos de la raza White Leghorn las caracteristicas histologicas de
arteriosclerosis en troncos supra-adrticos en un periodo corto de tiempo.
Asi pues, el pollo es un biomodelo experimental adecuado para reproducir
las lesiones arteriosclerosas humanas y estudiar los procesos de

regresion espontanea, farmacoldgica y progresion farmacoldgica.

Se ha demostrado una atrofia de la capa media, al proliferar las células
musculares lisas y migrar hacia la capa intima, con un aumento
importante del grosor de ésta, en todos los grupos experimentales, en
comparacién con respecto al grupo de dieta normal.

El grosor de la capa intima tanto en los grupos de progresidbn como
regresion juega un papel importante en la valoracion de la afectacion de la
arteriosclerosis, al mantenerse constante el grosor de la capa media

atrofiada.

Se ha descrito por primera vez un “coeficiente aterogénico” (CA)
elaborado a partir de un conjunto de parametros medidos en los troncos
supra-adrticos. Se trata de un coeficiente altamente sensible para valorar

el grado de severidad de la arteriosclerosis.

En los dos grupos experimentales tratados con una estatina,
atorvastatina, se obtiene un menor coeficiente aterogénico, lo que indica
una menor afectacion vascular de la arteriosclerosis. Se deduce que la
atorvastatina juega un papel importante tanto en la mejoria del perfil

lipidico como en sus posibles efectos pleiotrépicos.

La regresion espontanea presenta una tendencia a promover placas de

ateroma mas estables al tener un mayor grosor de fibras musculares lisas
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subendoteliales. Por tanto, la retirada por si sola de la dieta hiperlipémica,

confiere un beneficio clinico.

Los valores intermedios del coeficiente aterogénico en el grupo de
regresion espontanea y en el de progresion farmacolégica muestran que
ni solo la dieta ni el tratamiento con atorvastina respectivamente, resultan
completamente efectivos en disminuir la progresion de la enfermedad. Asi
la combinacion conjunta de retirada de la dieta hiperlipémica unida a la
terapia simultdnea con atorvastatina, seria la mas beneficiosa para la
prevencion primaria y secundaria de eventos cardiovasculares en

humanos.

Tanto en la arteriosclerosis avanzada con grandes placas de ateroma en
el grupo de dieta hiperlipémica, donde se observa una estenosis minima,
menor del 60% de oclusion vascular, como en el resto de los grupos
donde se ha producido una regresion de la placa de ateroma, la luz del
vaso permanece inalterada. Sugerimos un remodelado vascular en ambos
sentidos (positivo e inverso, es decir dilatacién y contraccion) para
mantenerse constante. Por tanto nos indica, que existe un proceso
continuo, dinamico, de la pared vascular en respuesta a un estimulo

sistémico y/o local.

Es el primer estudio, donde se correlaciona histolégicamente la afectacion
en higado “valor de NAS” y en troncos supra-adrticos mediante el
“coeficiente aterogénico”, en los mismos disefios experimentales, en
progresion y regresién espontanea e inducida farmacol6gicamente. El
resultado nos muestra un comportamiento similar, con una fuerte
asociacion positiva. Esto supone un argumento mas, a favor de la
hipotesis de que se trata de dos manifestaciones de una misma
enfermedad, producida por un mecanismo en comdn a nivel sistémico,
pues se afectan dos tejidos distantes, que a sSu vez provoca una

inflamacion local, como es la hipercolesterolemia con aumento del LDL.
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10.Comparando los valores de coeficiente aterogénico y NAS en cada grupo
se demuestra que en la afectacion vascular hay una mayor lesién en el
grupo de regresion espontanea con respecto al grupo de progresion
farmacoldgica. Sin embargo las lesiones en el higado siguen un patron
inverso. Sugerimos que estos resultados posiblemente se deban a que la
atorvastatina, al elevar el nivel de HDL, aumenta el transporte reverso de
colesterol de los tejidos extrahepaticos hacia el higado, mejorando a nivel
vascular y empeorando a nivel hepatico en un intento de eliminar y

expulsar el colesterol.
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