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Razon de ser

En los ultimos 30 anos se han realizado numerosos estudios epidemiologicos
retrospectivos y, sobre todo, prospectivos con el fin de precisar la nocion de factor
de riesgo arterial en la enfermedad ateromatosa. Todos ellos han coincidido en afir-
mar la importancia de los lipidos plasmaticos en el proceso de la aterogénesis.

Por otra parte, en los ultimos afnos, gracias a las aportaciones del microscopio
electronico y al desarrollo de las técnicas bioquimicas e inmunohistoquimicas, se ha
ido profundizando en el estudio de los diversos elementos que participan en la pato-
genia de la ateroesclerosis.

Se ha comprobado la emigracion de las células del tejido muscular liso desde la
media, acumuldandose en la placa de ateroma; y con ello se ha demostrado el papel
del tejido muscular en la formacion de la lesion.

Por otra parte, las plaquetas al adherirse al endotelio danado contribuyen al
crecimiento de la placa y durante la reaccion de liberacién liberan un péptido que
promueve la proliferacion del tejido muscular liso (factor mitogénico). Por ello, las
sustancias que actuan sobre la adhesividad y la agregacion plaquetar podrian redu-
cir la respuesta proliferativa y con ello la progresion de la lesion ateroesclerosa.

Esta es la razon que nos impulsa, basados en el mecanismo patogénico, a ensa-
yvar un nuevo farmaco.

Objetivos del estudio

Dada la implicacion de las plaquetas en el mecanismo patogénico de la ateroes-
clerosis, vamos a estudiar el efecto sobre ella de un farmaco con intensa capacidad
antiagregante.

La Ticlopidina es en el momento actual el unico farmaco antiagregante que ac-
tia aumentando la sintesis de las prostaglandinas antiagragantes y restaurando asi
el desequilibrio trombdgeno de la plaqueta.

El objetivo que persigue el presente estudio es comprobar, mediante un estu-
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dio anatomo-patologico, si el tratamiento con Ticlopidina evita la progresion de las
lesiones ateroescleroticas inducidas experimentalmente.

Método a seguir

Se estudiaran 200 ratas adultas de sexo femenino, de raza Sprague-Kawly, de
260 a 280 g. de peso.

I.— Induccion de hiperlipemia:

A) En los primeros cuatro dias se suministrara Vit.D, a dosis de 300.000 unida-
des/dia.

B) Se sometera a todas las ratas a una dieta hiperlipémica que contenga 2% de
colesterol y 5% de aceite de coco hidrogenado, que se administrardn mezclados con
el pienso; y se adicionara al agua de bebida 0,01% de 2-Tiouracilo.

En el suero de los animales se determinardn los niveles de colesterol, triglicéri-
dos y lipidos totales. Se hardn dos tomas: Una al mes de empezar la dieta y durante
el acto operatorio y otra a los 3 meses al finalizar el trabajo, en el momento de la au-
topsia,

I1.— Produccion de una estenosis experimental:

Todas las ratas serdn intervenidas y se les colocara un «clip» de plata que oclu-
ya parcialmente la luz adrtica. A los dos meses seran sacrificadas y se remitira para
estudio anatomopatolégico la bifurcacion adrtica, incluyendo el «clip».

I1l.— Parametros a valorar:

Analiticos: — colesterol
— triglicéridos
— lipidos totales.

Anatomo-Patologicos:
— macroscopicos: — Edema
— lesion ateromatosa (tamano y tipo)
— oclusidon del vaso.
— microscopicos: — tipo de lesion
. — extension
— tinciones.

El criterio fundamental considerado serd el tamaiio de la lesion ateroesclerosa.

— Valoracién de Resultados:
Una vez finalizado el estudio se valoraran los diversos parametros de los gru-
pos, estableciéndose cuadros comparativos de eficacia.

— Randomizacion:

Para cubrir todas las posibilidades se hicieron ocho grupos:
17) Grupo control. 5 ratas. Pienso normal.

2°) Grupo control + Laparotomia y diseccion aorta. S ratas.
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3°) Grupo control + Estenosis adrtica. 10 ratas.

4°) Pienso + Dieta hiperlipemiante. 20 ratas.

5°) Pienso + Dieta hiperlipemiante + Estenosis aortica. 40 ratas.

6°) Pienso + Dieta hiperlipemiante + Estenosis aértica + 50 mg Ticlopidina/
Kg/dia. 40 ratas.

7°) Pienso + Dieta hiperlipemiante + Estenosis aértica + 100 mg. Ticlopidi-
na’kg./dia. 40 ratas,

8°) Pienso + Dieta hiperlipemiante + Estenosis aértica + 150 mg. Ticlopidi-
na/Kg./dia 40 ratas.

Trabajo experimental

Sigue siendo vélida la definicién dada por el primer autor que hablé sobre Ar-
teriosclerosis (Lobstein, 1.829): Una alteracion patoldgica de los vasos, palpable y
visible, caracterizada por el engrosamiento y endurecimiento de la pared. Se trata
de un proceso complejo que afecta a la pared arterial, de evolucion crénica, que pro-
gresa con la edad y en la que influyen alteraciones estructurales de las capas de las
arterias, factores hemodinamicos, plasmaticos y otros.

La ateroesclerosis, segtin definicion de la OMS en 1.958, es: Combinacion va-
riable de alteraciones de la intima de la arteria y que consiste en la acumulacion fo-
cal de lipidos y carbohidratos complejos, tejido fibroso y depésito de calcio, que se
asocian con alteraciones de la media. Si predomina el depésito lipidico sobre la es-
clerosis de forma local, hablamos de ateroma.

Varias teorias se han venido sosteniendo como causa etiologica del proceso ar-
terioesclerosis, relacionindose con agentes fisicos, quimicos o con causas mecéni-
cas. De todas ellas, quizds la mds difundida es la teoria de los lipidos, que asegura
que la causa primaria o esencial de la aterogénesis es el deposito de lipidos y coles-
terol en la capa intima y subintima de la pared arterial. Los trabajos de Page, New-
man, Lofland (9, 13), demostrando el papel del endotelio vascular en el transporte
de lipidos entre la pared del vaso y la sangre circulante, fueron aportaciones impor-
tantes a la teoria de los lipidos. Estos trabajos demostraron la permeabilidad de en-
dotelio vascular a los lipidos que atraviesan la intima en ambas direcciones, pero
que existe un incremento en el transporte hacia la pared arterial cuando la intima
estd lesionada.

La arteriosclerosis se localiza con preferencia y de forma acentuada en areas
concretas del arbol arterial, justamente en aquellas en que existe una disminucion
de la presion lateral del flujo sanguineo; fenémeno que pone de manifiesto la im-
portancia de la lesion de la intima por factores hemodindmicos en el desarrollo de la
enfermedad.

Hoy en dia, se admite que las lesiones arteriosclerosas son la suma de muilti-
ples factores entre los que destacan el metabolismo de los lipidos y las alteraciones
de la pared arterial.

La produccion experimental de lesiones arteriales en animales de laboratorio
ha demostrado la importancia del caracter pulsatil del flujo sanguineo, del trauma-
tismo local como consecuencia de las turbulencias creadas por las estenosis provo-
cadas experimentalmente, la viscosidad de la sangre, etc. (Nordenstron, E.). La
afectacion de la intima constituye el estimulo inicial para la respuesta biolégica re-
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presentada por el engrosamiento relativo de la misma, como consecuencia de la
proliferacion de células endoteliales y fibroblastos (Texon).
Los lugares de mayor incidencia del proceso arterioescleroso son:

A) Las zonas estenosadas, donde por un aumento de la velocidad se produce
una aspiracion de la pared arterial (efecto Venturi) con la consiguiente afectacion de
la intima.

B) Las bifurcaciones, donde la velocidad del flujo aumenta en las ramas secun-
darias mds estrechas, creando un movimiento helicoidal en dichas ramas con las
consiguientes zonas de aspiracion.

Anatomia patolégica

Las lesiones ateromatosas son mas acusadas en la aorta abdominal y en la bi-
furcacién. La lesion inicial suele ser la estria grasa fibrosa, que es de aspecto blan-
quecino, elevando discretamente el endotelio. El paso siguiente es la formacion de
la placa fibrosa o ateroma y cuyo corte presenta el engrosamiento de la intima que
llega a rechazar la media (Benditt). La calcificacion es la complicaciéon mas frecuen-
te y precoz de la placa de ateroma, pudiendo llegar a perder por completo su elasti-
cidad la pared arterial, con la consiguiente repercusion hemodinamica. Otras placas
se ulceran, pudiendo ser foco de emigracién de trombos con la consiguiente emboli-
zacion de partes distales. Otra fase del proceso arterioscleroso puede ser la hemo-
rragia local con destruccion de las fibras musculares, con la consiguiente pérdida de
elasticidad v la elongacion o dilatacion de la pared arterial.

En el aspecto microscopico, las lesiones observadas en el vaso consisten en un
edema de la intima por deposito de sustancias lipidicas y protéicas, tanto en el inte-
rior de las células de la pared como en la sustancia conectiva y en la eldstica interna.
El depésito graso lo constituyen colesterol, fosfolipidos y otros, v el depoésito protéi-
co glucoproteinas. En las placas de ateroma se ha observado una emigracion de las
células de la capa media al interior de la intima, mecanismo esencial para la progre-
sion de las lesiones parieto-vasculares.

Finalmente, en los vasos afectos por la arterioesclerosis se aprecia una infil-
traccion de la adventicia por células linfociticas.

Lesion inicial

Cualquier forma de lesion arterial que provoque una muerte celular o descama-
cion endotelial puede provocar una respuesta curativa en la pared vascular. Depen-
diendo de la intensidad y duracion de la lesion y del tipo de reaccion tisular obteni-
da, obtendremos diferentes tipos de hiperplastia. Si a ello afiadimos un nuevo fac-
tor de riesgo, como es la dieta hipercolesteriante, la respuesta que obtengamos sera
diferente.

Se han utilizado una gran variedad de modelos experimentales para provocar
la lesion arterial: abrasion local de la intima (21), denudacion de la misma con una
sonda de Fogarty (2), lesion provocada por sustancias quimicas (homocysteminal,
7).
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Otros trabajos en que se dieron dietas ricas en lipidos han demostrado que las
alteraciones en las placas de ateroma guardan relacion con la dieta (8).

La clasificacion de las lesiones arterioescleroticas se ha basado en su aparien-
cia macroscopica y correlacionada con las lesiones histolégicas halladas en las arte-
rias extraidas durante la autopsia. Ya que estas lesiones pueden permanecer silen-
ciosas por muchos afios antes de que interfieran en el flujo sanguineo, es dificil es-
tudiar su patogenia en la especie humana,

Las lesiones producidas por la arterioesclerosis tienen generalmente una dis-
tribucion anatémica caracteristica y estan localizadas de modo principal en la capa
mas interna de la pared arterial, aunque algunos cambios pueden encontrarse en la
capa media. Las lesiones han sido clasificadas en tres categorias: la estria grasa, la
placa fibrotica y las lesiones complicadas. La diferencia entre ellas a veces es im-
precisa:

La estria grasa es la forma primitiva de la lesion arterioesclerética. Son relati-
vamente planas, amarillentas y contienen un acumulo de lipidos v de células mus-
culares lisas. La edad en que aparecen dichas lesiones varia, pero en algunos casos
han aparecido a la temprana edad de 10 afios. La mayoria de los lipidos se presen-
tan en forma de colesterol libre y ester de colesterol.

la placa fibrética es el signo de una arterioesclerosis en fase avanzada. Esta en-
grosada y protude dentro de la luz arterial. Suelen encontrarse en sitios donde hay
un aumento de la turbulencia y un mayor «stress» para la pared arterial. Estan for-
madas por un acimulo de células musculares lisas con tejido conectivo, fibras elas-
ticas y lipidos extracelulares.

Las lesiones llamadas complicadas suelen corresponder a una placa fibrotica
donde hay degeneracion celular, hemorragia, calcificacion y trombosis mural.

Baumgartner (2) demostré que es posible sacar largos segmentos de endo-
telio de la pared vascular mediante la introduccién de un catéter intraarterial, estu-
diando asf la correlacion entre las plaquetas y la pared arterial y la subsiguiente res-
puesta proliferativa. Todos los trabajos en que se provoca una lesion arterial se pro-
duce la misma respuesta: adherencia plaquetaria, agregacion plaquetaria, prolife-
racion de células musculares lisas y formacion de tejido conectivo. Ellos han demos-
trado que existe una correlacion entre el tiempo requerido para la curacion de la le-
sion y la supervivencia de las plaquetas.

Freidman (6) ha demostrado que existe una relacion entre la formacion de
lesiones arterioesclerdticas provocadas en el conejo con la supervivencia de plaque-
tas, asi como con su propiedad de adhesion a la pared arterial dafiada. Parece que
todo ello tiene relacion con las prostaglandinas segregadas por las plaquetas.

Ross y Harker han demostrado que existe una correlacion entre las plaque-
tas, la lesion vascular y la presencia de hiperlipemia. Hicieron un trabajo experi-
mental con monos, a los cuales administraron una dieta rica en colesterol por un pe-
riodo de tres meses. Encontraron que en un 5% de los casos habfa cambios en el en-
dotelio vascular. Si introducian catéteres intraarteriales para provocar una lesién
vascular el tanto por ciento aumentaba (14).

La observacion de que una lesion repetida a nivel del endotelio puede producir
una lesion proliferativa arterioesclerética rica en lipidos, junto al reconocimiento de
que la acci6n de las plaquetas a nivel del sitio de la lesion pueden estimular la proli-
feracion de células musculares lisas, ha demostrado como la lesién vascular més las
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plaquetas y la trombosis pueden contribuir al desarrollo de las lesiones arterioescle-
roticas (6).

Se ha demostrado, en animales de experimentacién, que si se provoca una le-
sion vascular y son alimentados con cifras de colesterol normales, se desarrolla la
estria grasa, la placa fibrotica y lesiones ateromatosas ricas en colesterol. Por el
contrario, si producimos una trombocitopenia, estas lesiones ateroescleréticas no se
presentan, indicando asi el papel que tienen las plaquetas en el desarrollo de dichas
lesiones.

Para explicar el papel que juegan las plaquetas a nivel de la pared vascular da-
nada debemos considerar los siguientes factores:

a) Efectos del flujo sanguineo, con las alteraciones dinamicas en forma de tur-
bulancias provocadas por la lesion de la pared vascular.

b) La correlacion entre las plaquetas y el endotelio dafnado. Se ha demostrado
que la formacion de prostaglandinas por el endotelio sano previene la adherencia de
las plaquetas.

¢) Interrelacion entre plaquetas y formacion de trombo. Se ha demostrado que
la cantidad de prostaglandina formada por la pared del vaso dafado es insuficiente
para evitar la agregacion plaquetaria. Al adherirse las plaquetas a las fibras del co-
lageno se liberan serotonina y ADP, lo cual hace que las plaquetas cambien de for-
ma y se adhieran a la pared vascular liberando Tromboexano.

Estos mecanismos anteriormente expuestos provocan una activacion en los
mecanismos de coagulacion con la consiguiente formacion de fibrina y consecuente
formacion de trombo.

El conocimiento de estos mecanismos nos motivo el programar un trabajo ex-
perimental con ratas, en el cual provocamos una lesion arterial permanente, damos
una dieta hiperlipemiante y anadimos una medicacion antiagregante.

Material y método

Hemos empleado 200 ratas hembras de la raza Sprague Dawley de 260 gr. de
peso y las hemos distribuido en ocho grupos diferentes para poder cubrir el maximo
posible de posibilidades y dejar ¢l menor margen posible de error,

Un primer grupo compuesto de 5 ratas, nos han servido de control, ya que esta-
ban en el mismo ambiente y comian del mismo pienso.

Al segundo grupo, compuesto de 5 ratas, le practicamos una laparotomia, di-
seccion de la aorta y cierre de la laparotomia. Este grupo solamente tomaba pienso
normal.

Al tercer grupo, con 10 ratas, se le ocluyé parcialmente la aorta con un «clip»
hemostatico de plata, de los usados por los neurocirujanos, y también sélo se les ad-
ministro pienso.

Al grupo cuarto, compuesto de 20 ratas, se le administré pienso mas dieta hi-
perlipemiante.

Al quinto grupo compuesto, al igual que los tres siguientes, de 40 ratas (grupos
6, 7, 8), se le practicé el clampaje parcial de la aorta con el «clip» o con una ligadura
de seda del 6-0. Se les suministro pienso, mas dieta aterogénica.
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A las del grupo sexto, se les suministré ademas Clorhidrato de Ticlopidina a
dosis de S0 mgr/Kg./dia; a las del grupo siete, dosis de 100 mgrs/Kg./dia; y a las
del grupo ocho, dosis de 150 mgrs./Kg./dia de Ticlopidina.

La dieta hiperlipemiante consto de dos fases: en la primera fase les suministra-
mos Viot D2 a dosis de 300.000 U.1., Colesterol 2% y 5% de Aceite de Coco Hidro-
genado que se administré mezclado con el pienso. Ademds, se adiciond agua «ad
Libitum», con 0,01% de 2-Tiouracilo. Esta fase duré tres dias. En la segunda fase
se administré la misma dieta sin la Vit D y durante un periodo de 60 dias.

FI1G. 1.- Aorta con el «clip» colocado.

A continuacion se intervinieron los diferentes grupos v se continué la misma
dieta que en la fase dos, afnadiendo a los grupos 6, 7 v 8 el Clorhidrato de Ticlopidi-
na en el agua, a dosis de 50, 100 o 150 mgrs./Kg./dia. Esta fase duré un minimo de
45 dias y un maximo de 60 dias, segun el intervalo transcurrido entre la interven-
cion vy la autopsia.

La técnica quirdrgica (fig. 1) se hizo bajo anestesia general con ether, a circuito
cerrado en la fase de induccion y a circuito abierto durante la intervencién. Se prac-
ticé una laparotomia media y, previa exteriorizacion parcial del paquete intestinal,
se procedio a la diseccion de la aorta, separandola de la vena cava, a la cual esta in-
timamente unida. A continuacion colocamos un «clip» de plata en V en unas ratas v,
en otras, una ligadura semioclusiva con seda 6-0. En todos los casos la estenosis
provocada se realizo por encima de la bifurcacion de la aorta abdominal. Siempre se
comprobd la presencia de pulso por debajo de la estenosis.

Se cerraba el peritoneo posterior, para separar el «clip» de las viceras, con un
punto de seda 6-0. Cierre de la laparotomia en dos planos, la sutura interior conti-
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nua y la piel con puntos sueltos. Se uso seda 2-0. A partir de los 45 dias se empezo a
sacrificar a los animales. Se uso la misma anestesia. Antes de proceder a la resec

cion de la aorta abdominal, para remitirla a Anatomia Patologica, se extraia sangre
para la analitica. El mejor procedimiento, segiin nosotros, fue practicar la extrac-
cion de sangre en la vena cava por encima del higado o en la renal izquierda. Antes
de seccionar la aorta comprobamos la permeabilidad pos-clipaje, habiendo encon-

FIG. 2.- Arteriografia de comprobacion a los 45 dias de haber colocado el «clip».

trado casos de trombosis con la seda v con el «clip». En los casos en que habiamos
colocado una ligadura para producir la estenosis, no existia apenas reaccion locali-
zada sobre la misma.

Como casos anecdoticos tenemos que contabilizar la existencia de tres quistes
de rifién derecho, producidos por la ligadura del ureter correspondiente, ligadura
provocada con el punto de cierre del peritoneo posterior. También encontramos tres
aneurismas de aorta por encima del «clip».

En algunos casos, antes de proceder a la reseccion de la aorta para el examen
anatomopatologico, practicamos un estudio arteriografico mediante puncion intra-
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cardiaca, para comprobar la permeabilidad arterial y la posible deteccion de lesio-
nes arterioescleroticas (fig. 2). En las treinta arteriografias practicadas confirma-
mos la obliteracion de la aorta en cinco casos y no pudimos describir lesiones arte-
rioesclerdticas.

Unicamente algunas de ellas tenian una dilatacién uniforme a lo largo de la
aorta abdominal previa a la estenosis.

La permeabilidad de la luz vascular se comprobé, ademas del examen arterio-
grafico practicado en nimero de treinta, con la palpacion de pulso a nivel de la ilia-
ca derecha y posterior seccion de la misma para comprobar el «jet» que salia a tra-
vés de la arteriectomia practicada.

Procedimos luego a la reseccion de la aorta abdominal, incluyendo la bifurca-
cion con la estenosis y las dos iliacas comunes. La conservamos en una solucion de
formol al 10%, remitiéndola a Anatomia Patolégica para su estudio macroscopico y
microscopico.

La mortalidad operatoria fue de cinco por la anestesia y dos por hemorragia.
En el postoperatorio s6lamente tuvimos dos muertos.

Las cifras normales de colesterol, triglicéridos y colesterol HDL para las ratas
de esta familia es de 73 mgr./100 ml., 50 mgrs./100 ml. y 63 mgrs./100 ml. respec-
tivamente. La cifra de lipidos totales es de 320 en las ratas normales (C.A.Villaver-
de).

En los andlisis practicamos en nuestros animales de experimentacion, las ci-
fras para el colesterol oscilaban entre 81 la mas baja y 163 la mas alta; para los tri-
glicéridos, entre 46 y 143; y para el colesterol HDL; entre 85 y 182. Estos resultados
son reflejo fiel de la efectividad de la dieta aterogénica suministrada a los animales.

Hemos encontrado 20 aortas trombosas, de ellas correspondian 3 al grupo 4°
(pienso mas dieta hiperlipemiante), 12 al grupo 5° (pienso+dieta hiperlipemiante
+ estenosis aortica), 3 al grupo 6° (pienso+dieta hiperlipemiante + estenosis aorti-
ca+50 mgr. de ticlopidina) v 2 al grupo 8° (pienso+dieta-+ estenosis adrtica+ 150
mgr. de ticlopidina).

Estudio anatomopatologico

Examen macroscopico de la lesion:

Efectuado siguiendo el método Holman y cols. abriendo los vasos longitudinal-
mente tras su diseccion, clavandolos en una tabla de corcho y fijandolos en formal-
dehido al 10%.

Las estrias grasas y placas lipidicas de la pared vascular se tifien con solucion
de Sudan IV que se tira sobre el vaso, coloreandose después de unos minutos las ci-
tadas placas. El tiempo de exposicion varia ligeramente de unos casos a otros, por
lo que se deben lavar a menudo para asegurar una intensidad de tincién correcta.
La muestra debe diferenciarse seguidamente con etil-alcohol al 80% durante cinco
minutos. Seguidamente, se lavan en agua y a continuacion pueden ser guardados
en solucion de formol para su observacion.



(~

ANGIOLOGIA ESTUDIO EXPERIMENTAL DEL EFECTO DEL CLORHIDRATO DE TICLOPIDINA PAG.
VOL. XXXVIL N* 3 SOBRE EL DESARROLLO DE LESIONES ATEROSCLEROSAS 143

Examen microscopico

Una vez realizados cortes transversales de las muestras vasculares, se ha pro-
cedido a su inclusion en parafina segiin técnica de rutina. Para valorar las alteracio-
nes en los distintos componentes de la pared vascular se han efectuado las siguien-
tes tinciones:

Hematoxilina-Eosina, con la que el citoplasma celular y las fibras eldsticas se
tinen de rojo y amarillento, los micleos de color azul y las zonas calcificadas de gris,
azul, negro. HE.

Verhoeff-van Gisson, tincion especifica para fibras elasticas, que las tifie inten-
samente de negro, quedando el tejido interfibrilar de color amarillo verdoso. V.V.
G. PAS (solucion de acido peryodico) con el que se oxidan los grupos 1,2 glicol de
los tejidos y dan lugar a aldehidos que se tifien con el reactivo de Schiff; se aprecian
asi los mucopolisacaridos de color rosado fuerte.

Von Kossa, tincion especifica para el calcio, que se tife de negro.

Grupos 1y 2. Ratas control

Macroscopico.

La superficie interna de la aorta aparece blanca, brillante y lisa. El vaso en ge-
neral presenta una textura elastica y es flexible y suave al corte. La tincion con Su-
dan IV es negativa en todos los casos (grupo 1 v 2) (fig. 3).

Microscopico.

Con hematoxilina-eosina se observa una tincién normal de la pared adrtica. La
morfologia vascular es normal con una intima lisa. Con Verhoeff-van Gisson (V.V.
G.) se observan varias capas de fibras elasticas paralelas formadas por fibras finas,
continuas y ligeramente onduladas. El PAS es negativo, asi como la tincion de von
Kossa (fig. 3).

Grupo 3. Ratas alimentadas con pienso = estenosis aortica.

Macroscopico.

En general las aortas estan rigidas v son duras al corte observandose en su su-
perficie interna pequenas estrias y placas blanquecinas que se colorean moderada-
mente con el Sudan IV,

Microscopico.

Con HE se observan pequenos nodulos celulares en la intima levantando el en-
dotelio, sin cambios de tipo ateromatoso aunque las fibras elasticas aparecen mas
evidentes y gruesas.

Con el V.V.G. estas fibras presentan roturas y desdoblamientos, con desorga-
nizacion de su paralelismo a lo amplio de toda la pared vascular.

Con el PAS pueden observarse minimos acumulos positivos a nivel de algunos
nodulos y es donde se entrecruzan las fibras elasticas. La tincion con Von Kossa es
negativa (fig. 4).
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Grupo 4. Ratas alimentadas con pienso y dieta aterogénica.

Macroscopico.

Las arterias se presentan ligeramente rigidas y mas duras al corte. En la super-
ficie interna pueden verse estrias blanquecinas que se colorean de rojo con el Sudan
V.

’

FIG, 3.- Condiciones normales (grupo control). HE. pared normal con intima regular. Fibras eldsticas de
color anaranjado, poco visibles,

FIG. 4.- En los animales del Grupo 3 (Estenosis adrtica v pienso) aparecen nodulos visibles con la HE.

FIG. 5.- Con VVG las fibras elasticas aparecen irregulares v rotas, Grupo 4.

FIG. 6.- Ancurisma. La pared esta engrosada y son evidentes las calcificaciones tefiidas de azul-negro
con la HE. Grupo 5 (Estenosis aortica, dieta aterogénica).

Microscopico.

Con HE se observan irregularidades intimales en forma de pequefios nodulos
celulares que protuyen hacia la luz del vaso. La tincion es normal en cuanto a célu-
las musculares, pero las fibras eldsticas se observan mas azuladas.

Con V.V.G. las fibras elasticas se ven engrosadas, presentando interrupciones
coincidiendo especialmente con los nédulos; en la zona media uel vaso priva espe-
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cialmente la desorganizacion de las fibras que se entrelazan. El PAS es negativo,
aunque en algln caso se observan minimos acumulos de mucopolisacaridos en las
zonas donde se entrecruzan las fibras eldsticas. Von Kossa demuestra la presencia
de calcio (fig. 5).

FIG. 7.« En este grupo 5, las fibras elasticas muestran gran alteracion de su distribucion y en muchos
casos evidente hiperplasia con engrosamiento general de la pared del vaso. Tincion VVG.

FIG. .- Son evidentes las fibras eldsticas de color azulado y gruesas, con tincion HE. Grupo 6. Esteno-
sis, dieta aterogénica mas Ticlopidina.

FIG. 9.- Fibras eldasticas profundamente alteradas, con VVG. Grupo by 7.

Grupo 5. Ratas alimentadas con pienso -+ dieta aterogénica + estenosis aortica.

Macroscopico.

Las arterias se observan rigidas v en general de paredes gruesas y duras al cor-
te, mostrando en su superficie interna la presencia de placas y estrias blancas que
se colorean con el Sudan IV. En 2 casos se ha formado un aneurisma de 0,8 cm. de
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didmetro por encima del «clip», cuya pared blanca y gruesa se tifie de rojo con el
Sudan IV.

Microscopico.

Con la HE se observa la intima irregular con numerosos nodulos al corte, mas
evidentes en la porcion de aorta por encima del «clip»; las fibras elasticas se ven
azuladas y gruesas. En los aneurismas las paredes son gruesas y con ausencia de
fenémenos regresivos: hemorragias, calcificaciones. Por fuera en la zona adventi-
cial no se ven infiltrados inflamatorios.

Con el V.V.G. las fibras se observan muy alteradas, gruesas y desorganizadas,
con desdoblamientos multiples en la zona subintimal y roturas en las zonas mas
profundas. En los aneurismas destaca la pérdida de fibras eldsticas de la pared,
quedando solamente pequefios grupos finos y alterados en la zona subintimal.

El PAS pone de manifiesto pequefios depésitos junto a las zonas de agrupa-
miento de fibras eldsticas; en el aneurisma se observan también pequefios deposi-
tos positivos.

Con Von Kossa es positivo, demostrandose calcificaciones sobre todo en los
aneurismas (fig. 6).

Grupos 6, 7 y 8. Ratas alimentadas con pienso = dieta aterogénica + estenosis aorti-
ca -+ ticlopidina.

Macroscopico.

Las arterias en general aparecen rigidas y engrosadas, pero en la superficie en-
dotelial son en general regulares, sin placas evidentes y con poca apetencia por el
Sudan IV. Existe un caso en el que se ha desarrollado un aneurisma por encima de
la ligadura, de aspecto rigido al corte, duro y de superficie interna blanca.

Microscopico.

Con la HE son escasos los casos en los que se observan nodulos celulares inti-
males, siendo su presencia mas evidente en los tratados con la primera dosis que en
los correspondientes a los grupos con dos o tres dosis de medicacion. Destacan en
todos ellos, sin embargo, las fibras elasticas engrosadas y ligeramente calcificadas,
quedando tefnidas de un tono azulado.

Con el V.V.G. se observan las fibras eldsticas alteradas, en el sentido de obser-
varse fundamentalmente el engrosamiento eldstico de la pared con numerosas ca-
pas que han perdido su paralelismo, con fibras rotas y adheridas unas a otras. En el
aneurisma se observan fibras en la zona cercana a la luz, pero adelgazadas e inten-
samente alteradas.

La tincion de PAS pone de manifiesto pequenas cantidades de mucopolisacari-
dos, donde se agrupan la fibras. El Von Kossa es positivo (fig. 7 v 8).

Comentarios

En el examen macroscépico se observa que mientras en condiciones normales
{(grupos control 1 y 2) las arterias se muestran flexibles v poco resistentes al corte y
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la superficie endotelial es lisa y brillante, en los demas casos se ha perdido la elasti-
cidad haciéndose las paredes rigidas y endurecidas al corte.

En la superficie endotelial pueden observarse estriaciones y placas blanqueci-
nas de pequefio tamafio, que se tifien con el Sudan IV. Destaca la formacion de dos
aneurismas en animales sometidos a pinzamiento+dieta aterogénica.

En los grupos tratados médicamente, persiste el aspecto rigido de la aorta, pe-
ro no se observan en general alteraciones endoteliales; sin embargo, se ha observa-
do un caso de aneurisma.

En cuanto al examen microscopico, comparando el grupo control con estructu-
ra normal a los demas grupos, destaca el hecho de que en los animales sometidos a
dieta se observan nodulos celulares intimales, subendoteliales, independientemen-
te de si ha existido pinzamiento adrtico o no, pero que estos nodulos son minimos o
desaparecen cuando los animales han sido tratados médicamente (grupos 6, 7 v 8).

Por encima de estos nodulos, en la luz vascular, se aprecian algunos casos con
formacion de pequenos trombos plaquetarios, atribuibles a las alteraciones del flujo
producidas por las irregularidades de la superficie interna del vaso.

Estos nodulos, visibles con la HE, coinciden con roturas y desdoblamientos de
fibras elasticas (V.V.G.) y con la presencia de pequenos acimulos de mucopolisaca-
ridos PAS positivos. Igualmente, ya con la HE se observan las fibras elasticas en-
grosadas y azuladas, signo de calcificacion incipiente que se confirma luego con la
tincion especifica para el calcio de Von Kossa. Esta calcificacion de las fibras da lu-
gar a un menor grado de elasticidad y por ende a una mayor fragilidad, ocasionando
las roturas y desdoblamientos evidenciados con las tinciones especificas (V.V.G.).
Pero destacan los siguientes hechos diferenciales de unos grupos a otros: Mientras
en los animales sometidos a dieta normal y pinzamiento (grupo 3) existen alteracio-
nes intimales y rotura de fibras elasticas con proliferacion de las mismas, no son tan
evidentes las calcificaciones como en los grupos sometidos a dieta aterogénica (gru-
po4y5). En éstos las fibras son mas azuladas, mientras existe el mismo patron de
multiplicacion y desorganizacion. Se suman ademas dos casos con aneurisma donde
existen pequenas hemorragias intraparietales.

La concidencia de depositos PAS positivos en los nodulos y en las zonas de en-
grosamiento de fibras elasticas calcificadas sugiere que el depédsito de iones calci-
cos produzca un cambio del pH que ocasiona el aumento de los mucopolisacaridos.

Las roturas de las fibras elasticas se explican en parte por su mayor rigidez al
calcificarse en los casos de dieta aterogénica, pero en los demds casos las atribui-
mos a un efecto mecanico producido por los cambios de presion y flujo debidos al
pinzamiento distal, llegando al grado maximo de afectacion cuando estas fibras ce-
den y se produce un aneurisma.

En el grupo de animales con tratamiento médico, los hechos mas destacables,
desde un punto de vista macroscopico, son las desapariciones de las alteraciones
endoteliales. En el examen microscopico destaca la pérdida de los nédulos celulares
a medida que aumenta la dosis de medicacion y la ausencia total de trombos pla-
quetarios, mientras se mantiene el cuadro de calcificacién-rotura-desorganizacion-
hiperplasia de fibras elasticas, dependiente sobre todo del factor mecanico (esteno-
sis producida por el «clip»).
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Conclusiones

— Tras la dieta aterogénica las paredes aorticas se muestran rigidas y mues-
tran placas y estrias endoteliales que se tifien por el Sudan IV.

— Microscopicamente se observan fibras eldsticas ligeramente calcificadas,
rotas, desdobladas, desorganizadas, con pérdida del paralelismo que se observa en
el grupo control.

— Se observan proliferaciones celulares (nodulos) a nivel de la intima suben-
dotelial que protuyen en la luz del vaso.

— En algunos casos, sobre estos nodulos se identifican microtrombos plaque-
tarios.

— Existe en general un pequefio aumento del depdsito de mucopolisacaridos
(PAS positivo) en las zonas de calcificacion y donde se superponen las fibras elasti-
cas engrosadas.

— En los animales pinzados, independientemente de la dieta seguida, se ob-
serva engrosamiento de la pared por hiperplasia de las zonas elasticas, persistiendo
el patron de desorganizacion, con la presencia de roturas y zonas de calcificacion y
depositos de mucopolisacaridos. El grado maximo de alteracion se aprecia en los
casos de aneurisma,

— Cuando los animales han sido sometidos a tratamiento con ticlopidina desa-
parecen los nédulos intimales y no se observa ningtin caso de trombo plaquetario.
No desaparecen, sin embargo, las consecuencias de la alteracion mecdnica.

RESUMEN

Se presentan los resultados obtenidos en un trabajo experimental en que se han sumado dos facto-
res de riesgo; dieta aterogénica + lesion vascular, junto al efecto medicamentoso de un antiagregante
plaquetario (Clorhidrato de Ticlopidina),

Se han rondomizado ocho diferentes grupos, para poder cubrir todas las posibilidades.

A todos los animales se les ha practicado un control analitico de colesterol, triglicéridos v HDL, sien-
do los resultados positivos en todos, lo que demuestra la eficacia de la dieta empleada (colesterol al 2%,
aceite de coco hidrogenado al 5% y tioruacilo al 0,01% ) para aumentar los niveles normales en sangre de
estos elementos.

El estudio anatomopatolégico ha evidenciado la presencia de lesiones ateromatosas en todas las
biopsias arteriales estudiadas.

En el trabajo se hace una descripcion detallada de los hallazgos anatomopatolégicos observados,
comparindolos a los vistos en las ratas de control, Se destaca la presencia de calcificaciones en las ratas
con dieta hiperlipemiante y la presencia de roturas de fibras eldsticas, asi como su proliferacién y desor-
ganizacion en todos los casos en que se practicé una estenosis de la luz aortica. Ello reafirma el papel
mecdnico que juega la estenosis en el desarrollo de la arteriosclerosis al variarse las condiciones hemo-
dinamicas del flujo sanguineo, creandose unas turbulencias y fuerzas de cizallamiento que dafian el en-
dotelio vascular.

Las alteraciones histologicas son mas acentuadas en los animales del grupo 5. En este grupo la rigi-
dez de la pared y la presencia de calcio es mayor, asi como la proliferacion de las fibras eldsticas.

En los grupos, 6, 7y 8, a los que se les suministré ticlopidina (50, 100, 150 mgr.), hay que destacar
la menor reaccion endotelial y la ausencia de trombos, aunque presentaban alteraciones de las fibras
elasticas. No hemos encontrado diferencias significativas segin la dosis administrada. Han habido 15
trombosis en las ratas sin medicacion y 5 con medicacién.

Resumiendo, podemos sacar como conclusiones finales:

—  Una dieta aterogénica + estenosis adrtica favorece el desarrollo de lesiones ateromatosas en
animales de experimentacion.



ANGIOLOGIA ESTUDIO EXPERIMENTAL DEL EFECTO DEL CLORHIDRATO DE TICLOPIDINA PAG.
VOL. XXXVIII, N® 3 SOBRE EL DESARROLLO DE LESIONES ATEROSCLEROSAS 149

— Aiiadiendo un medicamento antiagregante plaquetario (Ticlopidina) disminuyen los casos de
trombosis, no se evidencian trombos plaquetarios y, aunque macroscépicamente el endotelio vascular no
presenta alteraciones, existen aunque en menor grado alteraciones de las fibras eldsticas con engrosa-
miento de las mismas y depdsitos de calcio.

Por consiguiente podemos afirmar que la ticlopldina en los animales de experimentacion:

Impide la formacion de trombo intravascular.

Favorece la curacion normal del endotelio vascular después de un insulto mecanico.

No impide la formacién de lesiones ateromatosas en los casos de estenosis vascular,

Se demuestra la importancia del factor mecdnico en el desarrollo de las lesiones ateromatosas.

SUMMARY

An experimental study with rats, about antiaggregating effect of Tyclopidin in provoked atheroma-
tous injuries with beneficial results, is presented.
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