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INTRODUCCION



La integridad del endotelio vascular es esencial para mantener el tono vascular y evitar la
trombosis'>. Las consecuencias del dafio de la intima arterial han sido ampliamente
investigadas en diferentes modelos experimentales, e incluyen la adhesion, agregacion y
activacion de plaquetas y de leucocitos y la liberacién de potentes mediadores quimicos,
con efectos sobre el tono vascular local y a distancia. La mayoria de los sindromes
coronarios agudos en humanos se caracterizan por la formacion de un trombo, constituido
fundamentalmente por plaquetas y fibrina, sobre una erosion o fractura de la intima
coronaria*®.

En contraste con la abundante informacion existente acerca de los mecanismos de
produccion y el tratamiento de la trombosis mural intracoronaria, sus posibles
repercusiones sobre el miocardio subyacente han sido poco investigadas y continian
siendo en gran parte desconocidas, al igual que la posibilidad de modificarlas mediante
farmacos. El 4cido acetilsalicilico, o aspirina, es un farmaco antiagregante plaquetario
efectivo contra la trombosis coronaria cuya administracion ha demostrado ser beneficiosa
en las diferentes formas de presentacion clinica de la cardiopatia isquémica®'®. El
impacto del tratamiento con aspirina sobre el prondstico de los pacientes ha sido muy
importante en algunas de estas situaciones, como el infarto agudo de miocardio'’. Sin
embargo, se desconoce si este efecto beneficioso se debe exclusivamente a una
disminucion del riesgo de reoclusion coronaria o si, por el contrario, otros mecanismos
estan también implicados.

A continuacion, se resume el estado actual de los conocimientos acerca de las
principales consecuencias del dafio intimal coronario sobre la activacion de las plaquetas

y los leucocitos y sobre el tono vascular, se describe el modelo de trombosis coronaria in



3

situ mas ampliamente utilizado en investigacion experimental, y se discuten las posibles
repercusiones del daifio intimal y la trombosis coronaria no oclusiva sobre el miocardio

subyacente, asi como la posible influencia de la aspirina sobre estas repercusiones.

1. CONSECUENCIAS DEL DANO INTIMAL CORONARIO

1.1, Activacion de plaquetas y trombosis

La pérdida de la integridad del endotelio arterial permite el contacto entre las
plaquetas y algunos componentes de la intima, como el colageno, el factor von
Willebrand o la fibronectina, que son poderosos inductores de la adhesion y agregacion
de las plaquetas, un proceso en el que intervienen diferentes glicoproteinas de la
membrana'®". Una erosién intimal superficial favorece la adhesion de una delgada capa
de plaquetas, mientras que una lesién profunda determina habitualmente la formacion de
un trombo de mayor tamafio**'”. Sin embargo, como ilustra la frecuencia no despreciable

18
1%

de trombosis coronaria oclusiva sobre una erosion endotelial**®, otros factores, ademas de

la profundidad de la lesién, modulan la magnitud de la respuesta trombotica a la agresion

1922

638 . e .
468 Entre ellos, destacan las condiciones hemodinamicas locales'®?*, la

intimal

23-25

composicion del material que se pone en contacto con la sangre circulante™ ™, y factores

S 6,2 , . .
sistémicos™**. Ademas, las plaquetas activadas depositadas sobre la pared vascular

"2 que potencian el reclutamiento y la

dafiada liberan potentes mediadores quimicos
agregacion de nuevas plaquetas, un fendémeno en el que participan también activamente
los leucocitos polimorfonucleares®®.

El dafio de la intima arterial, ademas de estimular la activacién local de las

plaquetas sobre la pared del vaso lesionado, también puede inducir su activacion
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sistémica. En situaciones clinicas caracterizadas por la existencia de dafio intimal o
trombosis coronaria, se ha descrito una produccion aumentada de tromboxano A,* y una

32-34

mayor capacidad de agregacion de las plaquetas circulantes™ ", y se han identificado

agregados de plaquetas® o de plaquetas y leucocitos**’

en el torrente sanguineo.
Algunos hallazgos descritos en pacientes con sindrome coronario agudo podrian haber
contribuido a esta hiperagregabilidad de las plaquetas. En primer lugar, la expresion de
receptores de superficie por las plaquetas estd aumentada en estos pacientes’>*. En
segundo lugar, las plaquetas de los pacientes con sindrome coronario agudo producen
menores cantidades de 6xido nitrico*. Finalmente, en el plasma de estos pacientes se han
descrito concentraciones elevadas de sustancias que favorecen la agregacion de las

plaquetas o su interaccion con los leucocitos, como el factor von Willebrand*' o 1a P-

selectina soluble®?.

1.2. Activacion y depésito local de leucocitos polimorfonucleares

En diversas situaciones caracterizadas por un dafio intimal arterial extenso, como

la angioplastia, tanto en pacientes como en animales de experimentacion®*’

, 0 la angina
inestable®™, se ha demostrado la existencia de una activacion sistémica de los leucocitos
polimorfonucleares. Ademas, el dafio de la intima arterial favorece el deposito de los

49-51
a

leucocitos polimorfonucleares sobre la pared lesionad y, al igual que ocurre con las

plaquetas, la magnitud de este depésito es proporcional a la severidad de la lesion

1! y esta modulada por factores hemodinamicos locales®. Se ha comprobado la

intima
existencia de una interaccion entre los leucocitos polimorfonucleares y las plaquetas en la
trombosis arterial aguda, ya que para que se produzca la adhesion de los primeros a la

superficie intimal dafiada es necesaria la presencia de plaquetas®. Por otro lado, en la

trombosis experimental se ha demostrado que los leucocitos polimorfonucleares también
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se acumulan en el interior del trombo®, y esta acumulacion depende de un proceso activo
que puede interferirse mediante el bloqueo de la P-selectina®, una proteina que se expresa
en la superficie de las plaquetas y que interacciona con una glicoproteina de la pared de
los leucocitos’>. Aunque las relaciones entre las plaquetas y los leucocitos
polimorfonucleares dependen de muchos factores®, la presencia de los ultimos en el
trombo podria contribuir a la activacion de las plaquetas™ y a la organizacién del

trombo>".

1.3. Vasoconstriccion
Estad ampliamente demostrado que el dafio de la intima arterial y la trombosis
consiguiente se acompafian de vasoconstriccién local y a distancia®™ . Este aumento del
tono vascular se debe tanto a la liberacion, fundamentalmente por las plaquetas activadas,
de sustancias vasoconstrictoras como a una produccion disminuida de sustancias con
efecto vasodilatador. La vasoconstriccion es directamente proporcional a la severidad del

151

dafio intimal’’, y también estd modulada por los leucocitos polimorfonucleares

depositados sobre la pared vascular dafiada®>®".

1.3.1. Liberacion aumentada de sustancias vasoconstrictoras
En la trombosis experimental in sifu inducida por el dafio de la intima arterial, las
plaquetas activadas liberan grandes cantidades de tromboxano A; y serotonina, que

2729 y a la vasoconstriccion®. El antagonismo de

contribuyen al crecimiento del trombo
dichas moléculas ha sido eficaz para disminuir tanto la trombosis como la
vasoconstriccion en estos modelos experimentales®. Estos hallazgos han tenido una

confirmacién clinica, ya que en pacientes sometidos a angioplastia coronaria se ha

descrito una produccion aumentada de tromboxano A, y serotonina®, y se ha
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comprobado el potente efecto vasoconstrictor de estas sustancias sobre el lecho arterial
distal®®*>,

Por otra parte, tanto en animales de experimentacion como en pacientes sometidos
a angioplastia, se ha comprobado que el dafio de la intima arterial se acompaiia de una
produccion aumentada por diferentes estirpes celulares de endotelina-1'"%"%’. Ademas de
su potente accidn vasoconstrictora, la endotelina-1 favorece la perpetuacion de la
trombosis®®, estando estos efectos mediados en parte por la liberacion de tromboxano

70
A",

1.3.2. Disminucion de la produccion de sustancias vasodilatadoras

El dafio de la intima arterial se acompafia de una produccion disminuida de éxido

71,72

nitrico y de prostaciclina Estas sustancias, ademas de tener un efecto

53,73-75

antitrombotico y de disminuir la adhesion de los leucocitos al endotelio vascular,

60,76-80

especialmente después de la isquemia , producen vasodilatacion y aumento del flujo

. . . . . 6
artenal, mientras que su antagonismo tiene un efecto vasoconstrictor 0’73’81’82.

2. TROMBOSIS CORONARIA EXPERIMENTAL IN SITU: EL MODELO DE
FOLTS

El desarrollo de un trombo plaquetario como consecuencia del dafio de la intima
arterial fue descrito hace mas de un siglo, y desde entonces se han desarrollado diferentes
técnicas para producir experimentalmente la trombosis arterial®’. En la década de los 70,
Folts et al."” describieron, en perros anestesiados, un modelo de trombosis coronaria in
situ que ha sido extensamente utilizado desde entonces en investigaciones acerca de la

fisiopatologia o el tratamiento de esta entidad. Este modelo consiste en la realizacion de
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dafio intimal coronario asociado a la provocacion de una estenosis fija de la arteria
mediante un constrictor externo, lo que desencadena la aparicién de unos cambios
caracteristicos en el flujo sanguineo coronario, consistentes en reducciones progresivas,
con frecuencia hasta valores proximos a 0, seguidas de abruptas recuperaciones del
flujo".

Estas reducciones ciclicas del flujo se han atribuido al crecimiento progresivo de
un trombo plaquetario, seguido de su fragmentacion o desprendimiento periédico, con
embolizacion de los fragmentos. En estudios posteriores se ha demostrado la
reproducibilidad del modelo, lo que lo hace muy util en investigaciones terapéuticas™?'.
Ademas, se ha confirmado que el substrato de estos cambios del flujo consiste en la
estimulacion de la agregacion plaquetaria y el desarrollo de una trombosis dinamica, cuya
existencia se ha comprobado mediante estudios histologicos*'® y angiograficos®.
Diferentes farmacos antitromboéticos son capaces de disminuir el nimero de reducciones

1921 Ppor contraste, las intervenciones que

ciclicas del flujo o de abolirlas por completo
estimulan la activacion plaquetaria y la trombosis, como el aumento de los niveles de
catecolaminas, de la severidad del dafio intimal o del grado de estenosis, pueden hacerlas
reaparecer’’. Ademas de los farmacos antitromboticos, la infusién de nitroglicerina
también es capaz de disminuir las reducciones ciclicas del flujo, pero este efecto ha sido
atribuido a sus propiedades antiagregantes plaquetarias®.

A pesar de que no tiene en cuenta el substrato ateromatoso presente en la mayoria

%27 el modelo de Folts reproduce los elementos

de los pacientes con trombosis coronaria
fundamentales de la fisiopatologia del sindrome coronario agudo®™. Asi, se ha
comprobado que las reducciones ciclicas del flujo se acompafian de desviaciones

transitorias del segmento ST en el electrocardiograma y de un riesgo de arritmias o de

infarto similar al de los pacientes con enfermedad coronaria inestable®, y se ha descrito la
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existencia de variaciones clinicas del flujo en pacientes antes y después de la angioplastia

coronaria®®’!.

3. REPERCUSIONES DEL DANO INTIMAL Y LA TROMBOSIS CORONARIA

NO OCLUSIVA SOBRE EL MIOCARDIO SUBYACENTE

3.1. Reduccion de la luz arterial

Una de las consecuencias mas evidentes de la trombosis coronaria es la reduccion
del calibre de la luz arterial*"** que, si llega a la oclusion completa, acarrea la necrosis del
miocardio subyacente a no ser que se realice una reperfusion precoz o exista una
circulacion colateral suficiente. Hay indicios de que una reduccion critica de la luz arterial
podria ser también perjudicial para el miocardio aun sin progresar hasta la oclusion del
vaso. En primer lugar, la existencia de una estenosis coronaria significativa impide que el
flujo aumente de forma adecuada en respuesta a un incremento de las necesidades

921 En segundo lugar, en estudios realizados en perros

metabolicas del miocardio
sometidos a una oclusién coronaria transitoria, la reperfusion a través de una arteria con
una estenosis residual se ha acompafiado de un menor flujo sanguineo miocardico

92,93 = . . .
I’*” o de un mayor tamafio del infarto”**. Ademas, en uno de estos estudios’™ se

regiona
observo que la influencia deletérea de la estenosis coronaria sobre la necrosis miocardica
no existia en animales en los que se habia inducido previamente trombocitopenia, lo que

sugiere que las plaquetas estan implicadas en este efecto.

3.2. Obstruccion microvascular por embolismos de plaquetas

La embolizacion miocardica por pequefios agregados de material tromboético
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desprendidos de una lesion coronaria inestable podria ser un mecanismo relevante de
dafio del miocardio en pacientes con cardiopatia isquémica’>®. De hecho, el desarrollo de
una trombosis dinamica con embolismos repetidos al miocardio podria haber contribuido
al efecto deletéreo de la estenosis coronaria critica sobre el miocardio descrito en el
apartado anterior, aunque en esos estudios no se analizo la existencia o la magnitud de la
microembolizacién coronaria®**. Tanto en modelos de trombosis coronaria experimental
como en pacientes con sindrome coronario agudo, se han realizado observaciones que

apoyan la existencia de microembolismos al miocardio.

3.2.1. Embolizacion en la trombosis coronaria experimental

Se ha observado que la trombosis coronaria experimental se acompafia de un
empeoramiento del flujo sanguineo endocardico en el territorio subyacente’.
Recientemente, se ha demostrado en el modelo canino, mediante el control de la presion
intracoronaria por debajo de un segmento arterial con dafio intimal y constrefiido por una
estenosis fija, que la trombosis coronaria mural con reducciones ciclicas del flujo causa
un incremento en la resistencia vascular distal’®*®. Estos hallazgos son compatibles con la
existencia de una obstruccion significativa del lecho vascular distal debida a un fenomeno
repetido de embolizacion desde el trombo en la arteria epicardica.

No hay duda de que los abruptos incrementos del flujo que ocurren durante la
trombosis experimental con reducciones ciclicas del flujo son debidos a un brusco
aumento de la luz del vaso causado por la migracion o fragmentacion del trombo®. Sin
embargo, no se ha demostrado si el destino del material tromboético desprendido es su
impacto en los pequefios vasos miocardicos o se produce, por el contrario, una rapida
desagregacion de las plaquetas que les permite atravesar el lecho capilar®. Existen

algunas evidencias indirectas en contra de una embolizacion masiva y sostenida de
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material trombotico al miocardio en este modelo. Por ejemplo, en un estudio en el que se
indujeron reducciones ciclicas del flujo coronario mediante la constriccion externa de la
arteria antes de una oclusion prolongada, con liberacion de la estenosis tras la reperfusion,
esta intervenciéon no fue perjudicial para el miocardio, e incluso remedd el efecto

protector del precondicionamiento isquémico sobre la necrosis'®.

3.2.2. Embolizacion en pacientes con sindrome coronario agudo

En estudios necropsicos de pacientes fallecidos poco tiempo después de haber sido
sometidos a una angioplastia coronaria, la presencia en los pequefios vasos miocardicos
de microtrombos con cristales de colesterol en su interior constituye una prueba
inequivoca de embolizacién’®. Sin embargo, no estd claramente establecido si la
microembolizacion miocérdica es un fenémeno relevante en los pacientes con sindromes
coronarios agudos no sometidos a manipulaciones de las arterias coronarias.

Varios estudios han demostrado la presencia de agregados de plaquetas en los
pequefios vasos miocardicos, frecuentemente en relacion con microinfartos, en pacientes
con cardiopatia isquémica fallecidos siibitamente'®'®. Es dificil discriminar si estos
agregados son microémbolos desprendidos de un trombo coronario, como se ha sugerido

101,103,104

en algunos de estos estudios , 0 si, por el contrario, son el resultado de una

agregacion local de las plaquetas en la microvasculatura, como se ha interpretado en
0 . .. . . , .
otros'®. Su hallazgo con frecuencia similar en diferentes cardiopatias, algunas de ellas sin

trombosis coronaria, y en pacientes con distintos tiempos de evolucion de los sintomas,

102
d

sugiere esta Ultima posibilidad™". Por el contrario, en los pacientes con cardiopatia

isquémica, su distribucion predominante en zonas de miocardio dependientes de una

103,104

arteria con trombosis activa , Y su asociaciéon con la angina reciente'® sugieren un

origen embolico. Sin embargo, teniendo en cuenta que la isquemia transitoria determina
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105-112 " ostos ultimos hallazgos son también

la acumulacion de plaquetas en el miocardio
compatibles con un depdsito local de las plaquetas estimulado por los episodios
transitorios de isquemia propios de la trombosis coronaria dinamica.

Sea cual sea el origen de estos agregados, la trascendencia clinica de la
embolizaciéon coronaria en los sindromes coronarios agudos no esta claramente
establecida. El hallazgo de que la angina previa reciente, una situacion clinica muy
sugestiva de la presencia de un trombo mural coronario, podria conferir un mejor
prondstico a los pacientes con infarto agudo de miocardio por un fenémeno de
precondicionamiento', también sugiere indirectamente que la trombosis mural no

ocasiona una obstruccion microvascular extensa por émbolos plaquetarios.

3.3. Efectos de las plaquetas sobre el miocardio
La activacion de las plaquetas, en especial después de la isquemia, puede tener
consecuencias deletéreas para el miocardio, que en parte pueden ser debidas a la
obstruccion de pequefios vasos miocardicos y en parte ser consecuencia de un efecto

toxico directo!™*,

3.3.1. Arritmias ventriculares

104 .
101104 "se ha sugerido

En algunos de los estudios resefiados en el epigrafe anterior
que la oclusion de pequefios vasos miocardicos por microémbolos de plaquetas podria
haber desencadenado la aparicion de arritmias ventriculares malignas y la muerte de los
pacientes. El potencial arritmogénico de las plaquetas ha sido demostrado en diferentes
estudios. En corazones aislados, la infusién de plaquetas después de la isquemia provoca
alteraciones en las propiedades eléctricas del miocardio y favorece la aparicion de

115,116

arritmias ventriculares . En el corazon in situ, se ha descrito que la trombosis
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coronaria con variaciones ciclicas del flujo disminuye el umbral de la fibrilacion

118-120

ventricular''’, y en algunos estudios , aunque no en otros' =, el antagonismo de la

funcion plaquetaria ha reducido la frecuencia de arritmias ventriculares.

3.3.2. Funcion miocdrdica
Los efectos de las plaquetas sobre la funcion ventricular después de la isquemia
son controvertidos. En algunos estudios, la infusion de plaquetas en corazones aislados

sometidos a isquemia transitoria se ha acompafiado de una peor recuperacion

1122,123 124

funciona , mientras que en otros ha tenido el efecto opuesto . Es posible que estas
discrepancias dependan del momento de la infusion o de la activacion de las plaquetas al
ser manipuladas, aunque también podrian deberse a una disparidad de los efectos de estas
células sobre el miocardio. En este sentido, se ha descrito que la adhesion de las plaquetas
al endotelio microvascular durante la isquemia empeora la recuperacion funcional,
mientras que las sustancias que producen podrian ser beneficiosas'?. Finalmente, el

efecto de las plaquetas sobre la funcién miocardica también puede depender de la

presencia de leucocitos polimorfonucleares en el medio'®.

3.3.3. Flujo sanguineo regional y necrosis miocdrdica

Aparte de la posibilidad de que los embolismos plaquetarios produzcan
microinfartos'®'%, los efectos de las plaquetas sobre el flujo sanguineo miocardico
regional y sobre la viabilidad del miocardio después de la isquemia son poco conocidos.
Multiples estudios han comprobado que durante la reperfusion se produce una
acumulacion de plaquetas en el miocardio, tanto después de la isquemia regional debida a

94,105,107,109,112

una oclusién coronaria como después de la isquemia global'®¢198110111 Eetq

acumulacién se produce preferentemente en las zonas en que el flujo sanguineo
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miocardico regional es menor'” y en las zonas de necrosis miocardica'®'*”!!? La

asociacion entre la acumulacion de plaquetas y la severidad del dafio miocardico
isquémico no implica necesariamente una relacidon causa-efecto, ya que los intentos de
reducir el tamafio del infarto mediante la deplecion de plaquetas han obtenido resultados

negativos' 61?7,

3.4. Efecto toxico de mediadores quimicos y déficit de sustancias protectoras
La produccion aumentada de sustancias vasoconstrictoras y la disminucién en la
produccion de sustancias protectoras como consecuencia del dafio intimal y la trombosis
coronaria también podrian tener ser efectos nocivos para el miocardio subyacente.

En este sentido, en varios estudios, la inhibicion de la produccién de tromboxano

128-130 A2 130,131-133

A; por las plaquetas o el antagonismo de los receptores del tromboxano
han sido capaces de disminuir la infiltraciéon por leucocitos y el tamaiio del infarto
después de la isquemia transitoria, aunque este beneficio no ha sido observado en otros
estudios'?®3* La vasoconstriccion secundaria a la liberacion de serotonina, mas
acentuada en los segmentos distales del arbol arterial coronario®, también podria
contribuir a la isquemia miocardica. Finalmente, la liberacion de endotelina-1 a la
circulacion coronaria es otra fuente potencial de toxicidad para el miocardio, ya que,
ademas de su efecto vasoconstrictor y proagregante, promueve la adhesion de los

P33 'y la infiltracion inflamatoria del

leucocitos polimorfonucleares al endotelio
miocardio™. En un estudio, el antagonismo del receptor de la endotelina-1 redujo el
tamafio del infarto después de una oclusion coronaria transitoria en perros®’.

Por otra parte, multiples estudios han demostrado efectos beneficiosos del 6xido

nitrico o de sus precursores sobre la recuperacion funcional, la infiltracion miocardica por

leucocitos polimorfonucleares o el tamaiio de la necrosis después de la anoxia o isquemia
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072138141 jna menor produccién de oxido nitrico y de otras sustancias

transitorias
vasodilatadoras inducida por un dafio intimal extenso podria, por tanto, tener también

repercusiones sobre el miocardio.

3.5. Daiio mediado por leucocitos polimorfonucleares

Los leucocitos polimorfonucleares poseen una gran capacidad de destruccion
tisular, y la infiltracion miocéardica por dichas células se asocia con una deficiente
perfusién microvascular y con un dafio severo después de la isquemia'**'*. Dado que la
lesion intimal y la trombosis coronaria determinan la activacion sistémica de los
leucocitos polimorfonucleares®®, éste podria ser un mecanismo adicional de dafio
miocardico. Sin embargo, no se ha demostrado que la activacion de los leucocitos por la
trombosis coronaria favorezca su acumulacién en el miocardio, y existen algunos
argumentos en contra de esta hipotesis. Por un lado, no se ha confirmado que esta
activacion se origine por contacto con la pared arterial lesionada o en el trombo coronario,
sino que probablemente tiene lugar en la microcirculaciéon, como resultado de los
episodios de isquemia miocardica'*. Por otro lado, los leucocitos polimorfonucleares

6

liberan al activarse algunas de sus proteinas de adhesion®®, lo que disminuye

considerablemente su capacidad para adherirse al endotelio microvascular® #6147,

4. EFECTO DE LA ASPIRINA SOBRE LA TROMBOSIS CORONARIA NO

OCLUSIVA Y SUS REPERCUSIONES SOBRE EL MIOCARDIO

4.1. Efecto antiagregante plaquetario de la aspirina

La aspirina produce la acetilacion irreversible de la ciclooxigenasa, una enzima
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presente en muchas estirpes celulares que cataliza la sintesis de prostaglandina H; a partir
del acido araquidonico. Como resultado de esta accion, en las plaquetas se bloquea la
sintesis de tromboxano A, y en otras células la sintesis de prostaciclina y otros
prostanoides ciclicos. Aunque el tromboxano A; y la prostaciclina tienen acciones
antagoénicas, el efecto neto de la aspirina es claramente antiagregante, ya que la inhibicion
de la sintesis de tromboxano A; por las plaquetas es irreversible, mientras que las células
endoteliales son capaces de sintetizar nueva ciclooxigenasa y seguir produciendo
prostaciclina’®. Ademas de la inhibicion de la sintesis de tromboxano Aj, otros
mecanismos, como la estimulacion de la sintesis de oxido nitrico por los neutréfilos® y
por las células endoteliales'*, pueden estar involucrados en el efecto antiagregante

plaquetario de la aspirina.

4.2. Efectos de la aspirina sobre la trombosis coronaria
Existen multiples evidencias, obtenidas tanto en modelos experimentales como en
la clinica, del beneficio de la aspirina en la trombosis coronaria. Folts ef al., en la
descripcion inicial de su modelo, comunicaron que la administracion endovenosa de 35
mg/kg de aspirina era capaz de suprimir las reducciones ciclicas y normalizar el flujo
coronario'®. Con posterioridad, estos mismos y otros investigadores han confirmado la
capacidad de dicho farmaco para reducir la magnitud del depdsito de plaquetas inducido

155,61,62,149-151

por el dafio de la intima arteria , la vasoconstriccion derivada de dicho

353861132153 ¢ 1a formacion y crecimiento del trombo®#+1%%1%!  Aunque dosis de

deposito
aspirina tan bajas como 1 mg/kg son capaces de disminuir el dep6sito de plaquetas tras la
lesion intimal®) los resultados de algunos de estos estudios sugieren que son necesarias

dosis mayores para evitar la trombosis experimental'**'>*.

A pesar de las limitaciones que tiene la aspirina como antiagregante plaquetario, al
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no interferir varias de las vias de activacion de las plaquetas®®, su efectividad a diferentes
dosis en el tratamiento y en la profilaxis de la trombosis coronaria en humanos ha sido
ampliamente demostrada®'’. El beneficio de la aspirina ha sido manifiesto tanto en la

155-158

angina inestable como en el infarto agudo de miocardio'"*>'®. Ademas, la aspirina

reduce la incidencia de nuevos infartos después de un sindrome coronario agudo o de la

9,10,161,162
a

revascularizacion miocardic , y también es efectiva en la prevencion

primaria’®>'%*,

4.3. Otras acciones de la aspirina

Aparte de su accion antitrombotica debida a la inhibicion de la ciclooxigenasa
plaquetaria, la aspirina tiene otros efectos que igualmente podrian ser beneficiosos. Asi,
se ha descrito que mejora la disfuncion endotelial en pacientes con aterosclerosis'®’, y que
reduce la produccion de citokinas proinflamatorias en los pacientes con cardiopatia
isquémica cronica'® y la disfuncién endotelial inducida por citokinas'®’. Ademas, la
aspirina y su metabolito, el acido salicilico, inhiben la activacion del factor nuclear B, un
importante modulador de la funciéon de las células endoteliales y de la expresion de

mediadores inflamatorios'®®

. Estos efectos podrian ayudar a explicar el hallazgo de un
beneficio de la aspirina en prevencion primaria especialmente acusado en sujetos con
marcadores de actividad inflamatoria alterados'®’.

En situaciones agudas, se ha demostrado que la aspirina, ademas del depésito de
plaquetas y la liberaciéon de sustancias vasoactivas, reduce el deposito de leucocitos
polimorfonucleares sobre la pared arterial después del dafio intimal, asi como la

170 También se ha sugerido que podria

vasoconstriccion dependiente de dicho deposito
disminuir la produccién de radicales libres del oxigeno'’' y proteger contra el dafio

oxidativo'”. Finalmente, la aspirina podria tener efectos beneficiosos sobre la perfusion
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microvascular en las zonas de necrosis miocardica y limitar la expansion del infarto'”.

4.4. Efectos de la aspirina en el infarto: discrepancias entre los resultados clinicos y
experimentales
En el estudio ISIS-2, la administracion diaria de 160 mg de aspirina por via oral,
comenzando en las primeras horas de evoluciéon de un infarto agudo de miocardio, se
acompafié de una reduccién muy significativa del 23% en la mortalidad cardiovascular,
un beneficio de similar magnitud que el obtenido por el tratamiento trombolitico con
estreptokinasa'’. Ademas, en este estudio, los efectos de la aspirina y del tratamiento
trombolitico sobre la mortalidad fueron aditivos. Este beneficio puede explicarse en parte
por el efecto antitrombético de la aspirina sobre la lesion culpable del infarto, demostrado
por una reduccidn significativa en la incidencia de reinfartos''. Sin embargo, la magnitud
del beneficio y la baja incidencia absoluta de reinfartos en este estudio sugieren que este
mecanismo no explica por si solo la disminucion de la mortalidad a corto plazo obtenida
en los pacientes tratados con aspirina.
Este acusado efecto beneficioso de la aspirina en pacientes con infarto agudo de
miocardio, tratados o no con terapia de reperfusion, contrasta con su ausencia de efecto en

174,175

modelos experimentales de isquemia permanente o de isquemia y reperfusion, en los

131,134,176

que la aspirina, o bien no ha sido beneficiosa , 0 bien ha impedido el efecto

favorable de otras intervenciones terapéuticas sobre el tamafio del infarto'**'#177,

Esta discrepancia entre el efecto de la aspirina sobre las consecuencias de la
oclusién coronaria aguda en pacientes y en animales de experimentacion podria ser
debida a que los modelos experimentales que se han utilizado en estos estudios no

reflejaran fielmente lo que sucede en los pacientes con infarto agudo de miocardio. Los

animales de experimentacion tienen habitualmente arterias coronarias normales, mientras
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que en los pacientes la reperfusion tiene lugar con frecuencia a través de arterias
extensamente enfermas, con areas de dafio intimal, trombosis residual y estenosis®®. Sin
embargo, la posible influencia del dafio intimal coronario sobre la magnitud del dafio
miocardico después de la reperfusion no se ha investigado. Del mismo modo, el efecto de
la aspirina sobre la necrosis miocardica secundaria a una oclusién coronaria transitoria en

presencia de dafio intimal extenso tampoco ha sido estudiada en animales.
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HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS
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La hipotesis de trabajo del presente estudio es que la existencia de una trombosis
coronaria no oclusiva, bien sea mediante la embolizacidon de material trombético o
mediante la produccion de sustancias toxicas, tiene efectos deletéreos sobre el miocardio
subyacente, que pueden determinar un aumento de la necrosis tras una oclusion coronaria
transitoria y que podrian ser contrarrestados por la aspirina.

Para someter a prueba esta hipotesis se realizé una lesioén intimal en una arteria
coronaria epicardica mediante un catéter intracoronario, con el fin de favorecer la
formacion de un trombo plaquetario, y se definieron los siguientes objetivos:

- Determinar el efecto del dafio intimal sobre la hiperemia reactiva tras una

oclusion coronaria transitoria.

- Establecer el efecto del dafio intimal sobre el flujo sanguineo regional y sobre
el tamafio de la necrosis miocardica tras una oclusion coronaria prolongada,
asi como su modificacion por el tratamiento con aspirina.

- Determinar la magnitud de la embolizacion de plaquetas al miocardio
subsidiario de una arteria con trombosis dinamica, y su modificacion por la
aspirina.

Como objetivos secundarios, se establecieron los siguientes:

- Caracterizar mediante estudios histologicos la severidad del dafio intimal
coronario que se produce en este modelo.

- Determinar el efecto del dafio intimal coronario y del tratamiento con aspirina
sobre la incidencia de reoclusion tras una ligadura coronaria transitoria.

- Averiguar el efecto del dafio intimal coronario y de la aspirina sobre la

contractilidad segmentaria y las arritmias ventriculares durante la isquemia y
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la reperfusion.

Determinar el efecto del dafio intimal coronario sobre la acumulacion
miocardica de leucocitos polimorfonucleares tras una oclusién coronaria
transitoria.

Explorar algunos de los posibles mecanismos de la acumulacion de plaquetas

en el miocardio reperfundido.



MATERIAL Y METODOS
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1. ANIMALES

Se incluyeron en el estudio 69 cerdos de raza "Large White" (44 machos y 25

hembras) de 28.5 + 5.2 kg de peso.

2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

2.1. Procedimiento quiriargico

2.1.1. Anestesia y ventilacion

Los animales permanecieron en ayunas durante las 12 horas previas a la cirugia.
Fueron sedados con 10 mg/kg de azaperona (Stresnil, Janssen Pharmaceutica) por via
intramuscular, y 30 minutos después fueron transportados al quiréfano. Se canaliz6 una
vena de la oreja con una canula 21G (Abbott, Sligo, Irlanda), por la que se administraron
10 mg/kg de tiopental sodico (Tiobarbital, Laboratorios Palex). Dicha via se mantuvo
posteriormente perfundida con suero Ringer lactato.

Se realizo intubacion orotraqueal con un laringoscopio de pala recta y un tubo de 7
mm de didmetro (Portex, Hythe, Gran Bretafia), que se conecté a un respirador volumétrico
(Monaghan 228, Littleton, Colorado) ajustado para proporcionar 6 litros de aire ambiente
por minuto. El flujo se modifico en los casos necesarios, segiin los resultados de gasometrias
arteriales seriadas, para mantener valores de pH entre 7.37 y 7.44 y de pCO; entre 37 y 44
mmHg.

Con un catéter Abbocath 20G (Abbott) se canaliz6 una vena mamaria, por la que

se administré una infusion de tiopental a una velocidad inicial de 2 mg/min, que se ajusté
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para mantener una anestesia adecuada a lo largo del experimento. Se administraron dosis
adicionales de 100 - 200 mg de tiopental lentamente por via endovenosa si el animal

realizaba algiin movimiento o respiracion espontanea.

2.1.2. Esternotomia y diseccion de la descendente anterior

Se practicO una incision cutinea desde la horquilla esternal al apéndice xifoides con
la ayuda de un bisturi eléctrico (BCE-90, ST Electromedicina, Barcelona). Se realizo una
esternotomia media con un cincel de Lebsche, y se colocé un separador tras proteger los
bordes 0seos con cera y gasas estériles. Se seccion6 el pericardio, quedando ampliamente
expuesta la superficie anterior del corazon.

Se disecod un segmento de unos 5 mm de longitud de la arteria coronaria descendente
anterior en su punto medio. Dicho segmento fue rodeado con un hilo de seda de 2/0 (B
Braun-Dexon, Barcelona), cuyos extremos se hicieron pasar por el interior de un fragmento
de tubo de Kehr de 25 mm de longitud, con bordes romos, para formar un lazo con el que

ocluir la arteria (Figura 1).

2.1.3. Cateterismo de la arteria femoral

Se realizé una incision longitudinal en la regién inguinal derecha, se separaron los
planos musculares y se diseco un segmento de la arteria femoral, cuyo extremo distal se ligo
con seda de 3/0. Se canaliz6 la arteria con un Abbocath 20G, por el que se introdujo una guia
que permitio su sustitucion por un introductor valvulado 5F (Cordis, Roden, Holanda), el
cual se fijo a la arteria con seda de 3/0. La via arterial se conecté con un sistema de
monitorizacion de presién y sirvid para las extracciones de gasometrias y otras

determinaciones analiticas.
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Figura 1. Representacion esquematica de la preparacion experimental. Se
muestran los catéteres guia e intracoronario, el lazo oclusor (O) y las dos parejas
de cristales piezoeléctricos implantados en el territorio control (C1) y en el
territorio dependiente de la arteria descendente anterior (C2).
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2.1.4. Diseccion de la cardtida
Se realiz6 una incision cutanea paralela a la traquea unos 5 cm a la derecha de la
linea media, se separaron los planos musculares y se disec6 un segmento de unos 4 cm de

la arteria carétida comun, tras lo que se cubrio el campo con gasas estériles humedecidas.

2.1.5. Colocacion de los cristales piezoeléctricos

A través de pequefias incisiones epicardicas se introdujeron en el miocardio dos
parejas de cristales piezoeléctricos (Triton Technology, San Diego, California) de 1 mm de
diametro (6 MHz), separados 1 - 2 ¢cm, enfrentados entre si y orientados perpendicularmente
al eje largo del ventriculo izquierdo. Una pareja se implant6 en el territorio dependiente de la

descendiente anterior y la otra en la pared lateral del ventriculo izquierdo.

2.2. Diseiio del experimento

2.2.1. Grupos y protocolo de estudio

Se realizaron dos series de experimentos (Figura 2). La serie A estaba formada por
17 animales, que fueron asignados a la provocacion de dafio intimal de la descendente
anterior o a no intervencion, e inmediatamente después fueron sometidos a una oclusiéon
coronaria durante 30 minutos, un periodo de isquemia que en este modelo no provoca una
necrosis miocardica detectable macroscopicamente'”®, seguida de cinco horas de
reperfusion. En esta serie se analizo el efecto del dafio intimal sobre el flujo coronario
después de una isquemia transitoria, asi como la acumulacion de plaquetas y de leucocitos
polimorfonucleares en el miocardio reperfundido en ausencia de infarto.

En la serie B, formada por 52 animales, se utilizé un disefio factorial 2 x 2. Estos
animales fueron aleatorizados a recibir por via endovenosa una solucién preparada en el

Departamento de Farmacia cuyo contenido, desconocido por los investigadores, consistia en
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Figura 2. Disefio de los experimentos en las series A y B. DI, dafio intimal coronario;
AAS, aspirina; FSMR, flujo sanguineo miocardico regional. El periodo de isquemia se
muestra sombreado.
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450 mg de acetilsalicilato de lisina (Inyesprin, Andrémaco), equivalentes a 250 mg (10.0 =
0.4 mg/kg) de aspirina, o bien 5 ml de suero salino, y 90 minutos después fueron
aleatorizados de nuevo a la provocacion de dafio intimal coronario o a no intervencion. Esta
dosis de aspirina habia mostrado previamente ser capaz de inhibir la agregacion plaquetaria
ex vivo inducida por colageno en el mismo modelo'”. Inmediatamente después, los animales
de esta serie fueron sometidos a 48 minutos de oclusioén coronaria, un periodo de isquemia
que suele producir en este modelo una necrosis miocardica incompleta, que no abarca toda el
area en riesgo'”", seguida de seis horas de reperfusion. En esta serie se analizé la influencia
del dafio intimal sobre el flujo sanguineo regional y sobre el tamafio de la necrosis

miocardica tras la reperfusion, y la modificacion de esta influencia por la aspirina.

2.2.2. Provocacion del dafio intimal coronario

En los animales asignados a dafio intimal coronario se introdujo en la carétida, con la
ayuda de un introductor vascular (Becton Dickinson, Rutherford, New Jersey), un catéter
guia Judkins 8F de coronaria derecha (Cordis, Miami). Dicho catéter estaba purgado con
heparina al 0.01% y estaba conectado a una llave hemostatica, a través de la cual se habia
introducido un catéter de infusion Cordis 2.5F purgado con heparina al 1%. Se introdujo el
catéter guia hasta la raiz aortica y se cateterizo el ostium coronario izquierdo segin una

1 . o .
% Entonces se avanzo el catéter intracoronario hasta que su

técnica descrita previamente
extremo alcanzo el segmento distal de la descendente anterior, y se realizaron varios
movimientos de avance y retroceso mientras se tiraba suavemente del lazo oclusor para
producir el dafio intimal (Figura 3).

Durante las maniobras de cateterizacion coronaria se vigilo estrechamente la
aparicion de isquemia miocardica, cuya expresion mas precoz era la alteracion de la

180,181

contraccion segmentaria , €n cuyo caso se retiraba rapidamente el catéter del ostium



Figura 3. Aspecto real de la preparacion experimental. Puede verse € lazo
oclusor y e medidor de flujo alrededor del segmento medio de la descendente
anterior, asi como las dos pargjas de cristales piezoel éctricos intramiocardicos
en e apex y en lapared lateral ddl ventriculo izquierdo. Por € interior de la
arteria se aprecia @ avance del catéter (flecha) que provocara € dafio intimai.
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coronario izquierdo. Ningun animal recibié heparina ni otros farmacos antitromboticos,

con excepcion de la aspirina en los casos en que correspondid por aleatorizacion.

2.2.3. Oclusion coronaria y reperfusion

Se administré6 1.5 mg/kg de lidocaina (Lincaina, Laboratorios Palex) por via
endovenosa y se ocluyo la descendente anterior al tensar el lazo que la rodeaba mediante la
presion con una pinza sobre el tubo de goma. Se comprobd que el segmento de la arteria
distal a la oclusién quedaba inmediatamente exangiie y que €l miocardio subyacente adquiria
una tonalidad violacea. En los animales asignados a dafio intimal se extrajo inmediatamente
el catéter guia, con el catéter intracoronario en su interior, cuidando de que la arteria
permaneciera ocluida, y se realiz6 una ligadura de la cardtida proximal al punto de
introduccion.

Al final del periodo de oclusion, la apertura de la pinza y la retirada del oclusor
permitieron la reperfusion miocardica. Se comprobo que el segmento distal de la arteria se

llenaba de sangre y que el miocardio recuperaba rapidamente una coloracion sonrosada.

2.3. Monitorizacién
2.3.1. Determinaciones analiticas
Ademas de las gasometrias arteriales, se realizaron determinaciones de hemograma,
bioquimica y pruebas de coagulacion tras canalizar la arteria femoral y al final del

experimento.

2.3.2. Electrocardiogramay hemodindmica
Se monitorizé continuamente la derivacion II del electrocardiograma de superficie.

Cuando se produjo fibrilacion ventricular, ésta se revirtio eléctricamente mediante descargas
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internas de 10 6 20 J. No se administraron dosis adicionales de lidocaina ni otros
antiarritmicos.

Se conect6 la linea femoral a un transductor de cuarzo (Micron Instruments, Simi
Valley, California), con el que se monitorizd continuamente la presiéon arterial, tras

calibracion de 0 y 100 mmHg,

2.3.3. Contractilidad segmentaria

Las dos sefiales de longitud segmentaria fueron analizadas en un sistema de
dimension ultrasonica (System 6/200, Triton Technology) y monitorizadas en un
osciloscopio (HM 2053, Hameg Instruments, Frankfurt am Main, Alemania). Se obtuvieron
también las sefiales del electrograma bipolar local proporcionadas por cada pareja de
cristales.

Estas sefiales, junto con las del electrocardiograma y la presion arterial, fueron
amplificadas en un sistema de instrumentacién modular (Coulbourn Instruments, Lehigh
Valley, Pennsylvania), digitalizadas (tarjeta Tecfen ISC-16E/CR, RC Electronics, Goleta,
California) con una frecuencia de muestreo de 100 Hz por canal, y visualizadas
continuamente en una pantalla. Ademas, se realizaron grabaciones, siempre en ritmo sinusal,
en situacion basal, a los 5, 15, 30 y, en la serie B, 48 minutos de oclusion, en el momento de
recuperacion del ritmo sinusal tras la reperfusion, y a los 15, 30 minutos y cada hora después
de la reperfusion. Estas grabaciones se almacenaron en el disco duro. Las sefiales también se
registraron continuamente en un poligrafo de impresion térmica MT-9500 (Astro-Med, West
Warwick, Rhode Island), a una velocidad de 25 mm/min hasta el minuto 30 de reperfusion y
de 3 mm/min en adelante. Ademas, se hicieron registros a 25 mm/s en los mismos

momentos que las grabaciones (Figura 4).
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2.3.4. Deteccion de las reoclusiones

Durante la reperfusion se vigilo estrechamente la aparicién de reoclusion coronaria.
La reoclusion se identifico por el colapso de la arteria distal al punto de oclusion,
acompaiiado de la adopcion de una coloracion violacea por el miocardio subyacente, del
ensanchamiento del electrograma local y, en algunos casos, de un deterioro del acortamiento
sistolico en el territorio reperfundido. Ademas, en todos los casos se comprobé al final del
experimento la permeabilidad de la arteria mediante analisis histologico.

Los animales que presentaron reoclusion coronaria no sufrieron manipulaciones de la
arteria para intentar restablecer su permeabilidad y fueron excluidos del analisis. En la serie
B, los tratamientos asignados a los animales con reoclusion se reintrodujeron en la matriz de
aleatorizacion, para que al final del estudio los cuatro grupos de tratamiento estuvieran

equilibrados, cada uno con nueve animales sin reoclusion.

3. PARAMETROS ANALIZADOS EN LA SERIE A

3.1. Flujo coronario
En los animales de la serie A se colocd un sensor de flujo electromagnético de 2.5
mm de diametro (MDL 1401, Skalar, Holanda) alrededor del segmento medio de la
descendente anterior y se realizaron mediciones, siempre en ritmo sinusal, en situacion basal
y en varios momentos del periodo de reperfusion: al recuperar el ritmo sinusal y a los 15, 30
minutos y cada hora tras la liberacion de la oclusion coronaria. Las sefiales obtenidas por el
medidor de flujo se amplificaron, registraron y grabaron del mismo modo que las del

electrocardiograma, presion arterial y contractilidad segmentaria.
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3.2. Contenido de plaquetas en la descendente anterior y en el miocardio
En esta serie se cuantifico el depdsito de plaquetas en el lugar de la oclusion
coronaria y su acumulacion en el miocardio reperfundido mediante el uso de plaquetas

autologas marcadas con Tc”"-HMPAO',

3.2.1. Aislamiento y marcaje de las plaquetas

El dia previo, los animales fueron anestesiados, intubados y ventilados tal y como se
ha descrito. Se cateterizO percutaneamente la vena femoral derecha con un introductor
valvulado 5F, a través del que se extrajeron lentamente 51 ml de sangre con una jeringa que
contenia 9 ml de dextrosa acida citratada (Sigma). Se centrifugé la sangre a 150 g durante 10
minutos y el sobrenadante durante otros cinco minutos para separar los hematies y
leucocitos. El plasma rico en plaquetas fue acidificado con dextrosa acida citratada hasta
obtener un pH 6.5, y centrifugado a 650 g durante 10 minutos para separar las plaquetas. Se
resuspendié el boton plaquetario en 1 ml de plasma pobre en plaquetas, se incubé con la
actividad requerida de Tc™™-HMPAO durante 30 minutos a 37°C, y se volvi6 a centrifugar a
650 g durante 10 minutos para separar el Tc99m-HMPAO no ligado a las plaquetas'®. Se
resuspendio el boton de plaquetas marcadas en 6 ml de plasma pobre en plaquetas, y esta
suspension fue reinyectada lentamente al animal por la vena femoral. La eficiencia del
marcaje de plaquetas con T¢™-HMPAO ([actividad del botén plaquetario / actividad
utilizada en la incubacion] x 100) fue del 55 + 3 %. A cada animal se le inyectaron en
promedio 12.8 + 1.5 mCi de Tc”™-HMPAGO, sin diferencias entre los grupos (122 + 2.2 y
13.4 + 2.2 mCi en los animales que serian sometidos o no a dafio intimal, respectivamente).

Tras la inyeccion de las plaquetas marcadas se interrumpi6 la anestesia, se retir6 el

introductor femoral y se realizé una compresion manual sobre el punto de puncion hasta
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obtener hemostasia. Cuando el animal desperté y recuperé una respiracion espontanea

sostenida se extrajo el tubo orotraqueal y fue devuelto al establo hasta el dia siguiente.

3.2.2. Cuantificacion de la actividad

Al final del periodo de reperfusion se seccionaron los grandes vasos y se extrajo el
corazdn, que se sumergio en suero salino a 4°C. Se seccion6é un segmento de 1 cm de
longitud de la descendente anterior que incluia el punto de oclusion. Dicho segmento fue
abierto longitudinalmente, lavado por su superficie intimal con suero salino, pesado en una
balanza de precision AJ50 (Metler Instruments, Greifensee, Suiza) y almacenado en un tubo
con formol al 10%.

Se corto el corazon en rodajas de 5 - 7 mm de grosor, que se incubaron, excepto la
cuarta contando desde el apex, con clorhidrato de trifeniltetrazolio al 1% tamponado a pH
7.4 durante 5 - 10 minutos a 37°C, para comprobar la ausencia de necrosis miocardica'®. De
la cuarta loncha se obtuvieron dos fragmentos transmurales de 1.3 £ 0.1 g, uno del 4rea en
riesgo y otro del miocardio control. Estos fragmentos fueron pesados, introducidos en tubos
de vidrio y congelados inmediatamente por inmersion en nitroégeno liquido, para evitar la
activacion post-mortem de la enzima mieloperoxidasa.

Inmediatamente, se transportaron los tubos en un recipiente con hielo picado hasta un
contador gamma (1282 Compugamma, Wallac Oy, Turku, Finlandia), en el que se cuantifico
la radioactividad de los fragmentos de la arteria y de miocardio durante 20 segundos. Se
calcul6 en cada animal el cociente entre la radioactividad especifica ([actividad de la muestra
- actividad de fondo] / g de tejido) en la descendente anterior o en el miocardio del area en

riesgo y la radioactividad especifica en el miocardio control.
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3.3. Acumulacién miocardica de leucocitos polimorfonucleares

Se cuantifico el contenido de neutréfilos en el miocardio mediante el analisis de la
actividad de la enzima mieloperoxidasa'® en las mismas muestras en las que se midi6 el
contenido de plaquetas. Inmediatamente tras el contaje, los tubos con las muestras fueron
almacenados en un ultracongelador (Forma Scientific, Marietta, Ohio) a -80°C hasta su
analisis. En un recipiente rodeado de hielo picado, las muestras fueron trituradas en tres
ciclos de 15 segundos cada uno con una trituradora TM 985-370 (Biospec Products, Dremel,
Wisconsin). Se centrifugé el homogeneizado durante 20 minutos a 1900 g y 4°C. El boton
tisular fue disuelto en 50 mmol/l de tampon fosfato potésico a pH 6.0 con 0.5% de bromuro
de hexadeciltrimetil amonio (HTAB, Sigma), triturado de nuevo tres veces durante 15
segundos cada una, e introducido durante 1 - 2 minutos en un bafio de ultrasonidos
(Labsonic 2000, B Braun-Biotech, Melsulgen AG, Alemania). El homogeneizadg fue
centrifugado de nuevo y se determind la actividad de la mieloperoxidasa en el sobrenadante
mediante una modificacion de un método descrito previamente'®. El sobrenadante fue
afiadido a una mezcla de dihidrocloruro de O-dianisidina y peroxido de hidrégeno en 50
mmol/l de tampdn fosfato a pH 6.0, y se midi6 por espectrofotometria (Shimazdu UV 160A,
Kyoto, Japén) la variacion en la absorbancia de la mezcla a 460 nm de longitud de onda. La
actividad de la mieloperoxidasa se expresé en unidades definidas como la cantidad de

enzima capaz de degradar 1 pumol de peréxido/I/min a 25°C.

4. PARAMETROS ANALIZADOS EN LA SERIE B

4.1. Tiempo de sangria

El efecto antiagregante plaquetario de la dosis de aspirina utilizada en los animales
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de la serie B se estim6 indirectamente mediante la medicion del tiempo de sangria antes y
90 minutos después de la administracion de la aspirina o el placebo, segin una
modificacién de una técnica descrita previamente'®. Se humedecié una oreja del animal
con gasas empapadas en suero salino a 37°C y se presioné su superficie dorsal con la
punta de un bisturi del nimero 11 hasta producir una incisiéon de 4 mm de profundidad. Se
elimino el exceso de sangre con papel absorbente sin tocar la incision y se anot6 el tiempo
hasta que cesd el sangrado. Se realizaron dos determinaciones consecutivas en cada

ocasion y se calculd su media aritmética.

4.2, Contractilidad segmentaria
Las sefiales digitales de las curvas de longitud segmentaria y presion arterial
almacenadas en el disco duro fueron analizadas de forma semiautomatica con la ayuda de un
programa informatico (Enhanced Graphics Acquisition and Analysis, RC Electronics).
Todas las mediciones se realizaron en registros a 25 mm/s y en ritmo sinusal, a partir de una

180,181 "o el trazado del

escala de referencia. Siguiendo un método utilizado previamente
segmento control se identifico la telediastole como el punto de inicio del acortamiento
durante la contraccion isovolumétrica inmediatamente después del final de la onda A, y la
telesistole como una ruptura en la curva de acortamiento sistolico, que se corresponde con el
inicio de la relajacion isovolumétrica. Los valores de la longitud telediastolica a lo largo del
experimento se expresaron como porcentaje de los valores basales. La fraccion de
acortamiento sistolico se calculo de acuerdo con la siguiente formula: Fraccion de
acortamiento (%) = (longitud telediastélica - longitud telesistolica) x 100 / longitud
telediastolica. El abombamiento sistolico durante la oclusién coronaria se definid de acuerdo

con la siguiente formula: Abombamiento sistolico (%) = (maxima separacion sistolica —

longitud telediastolica) x 100/ longitud telediastolica.



38

4.3. Flujo sanguineo miocardico regional

4.3.1. Técnica de las microesferas coloreadas

En 25 animales se analizo el flujo sanguineo miocardico regional con microesferas
coloreadas'®™'®®. Este método se basa en la inyeccion en la circulacién sistémica de
microesferas de poliestireno, que se distribuyen por todo el organismo e impactan en los
capilares. Después se cuantifica la concentracion de microesferas en el miocardio y se
relaciona con su concentracion en una muestra de referencia con flujo conocido
(habitualmente sangre) extraida en el momento de la inyeccién. La inyeccion seriada de
microesferas de diferentes colores permite estimar el flujo regional en distintos momentos
del experimento. La inyeccioén de microesferas, incluso en cantidades mucho mayores que
las utilizadas en este estudio, no afecta los parametros hemodinamicos ni produce isquemia

miocardica'®.

4.3.2. Inyeccion de las microesferas

Se cateteriz0 la auricula izquierda con un catéter Abbocath 20G, que se suturd a la
pared auricular con poliéster 5/0 (Ethicon, Gran Bretafia) y se conecté a un transductor de
presion. Por este catéter se inyectaron microesferas Dye-Trak (Triton Technology) de 15 +
0.2 um de didmetro: 1.8 x 10° microesferas amarillas antes de la oclusién coronaria, 3.6 x
10° microesferas azules 30 minutos después de la reperfusion, y 3.6 x 10° microesferas rojas
cinco horas después de la reperfusion. Antes de cada inyeccion, las microesferas se
diluyeron en 5 ml de suero salino con Tween 80 al 0.02%, se agitaron y se introdujeron
durante 1 - 2 minutos en un baiio de ultrasonidos. Para evitar su adhesion a las paredes del
catéter, éste se lavo antes y después de cada inyeccion con 5 ml de suero salino con Tween

80 al 0.02%.
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4.3.3. Obtencion de las muestras de sangre y miocardio

Antes de cada inyeccion se avanzé hasta la aorta descendente, a través del
introductor femoral, un catéter Medicut de 1.69 mm de diametro (Sherwood Medical, Petit-
Rechain, Bélgica), que se conectd a una bomba de infusion Harvard 2400-003 (Harvard
Apparatus, Southnatick, Massachussets). Durante los 10 segundos previos y los 100
segundos siguientes a cada inyeccion de microesferas se aspird sangre a una velocidad de 12
ml/min, que se almaceno en cuatro tubos de vidrio con EDTA (Becton Dickinson, Francia) y
se congeld. Al final del experimento se extrajeron cuatro muestras miocardicas de 1.08 +
0.01 g de la cuarta loncha. Se obtuvieron dos muestras, una subendocardica y la otra
subepicardica, del area en riesgo, que se identifico mediante la iluminacion de la loncha con
luz ultravioleta, y otras dos del miocardio control. Las muestras fueron almacenadas en tubos

de vidrio y congeladas.

4.3.4. Procesado de las muestras

Las muestras se descongelaron en un bafio a 37°C. Las de sangre se dividieron en
fracciones de 2.5 ml, y cada fraccion se lavo con 1 mi de suero salino con Tween 80 al 2% y
se tratd con 1.1 ml de KOH 16 molar y 0.5 ml de suero salino con Tween 80 al 20%. Las
muestras sélidas se trataron con 7 ml de KOH 4 molar con Tween 80 al 2%. Para completar
la digestion de las muestras, se incubaron en una estufa a 72°C durante 4 - 6 horas.

Una vez digeridas, las muestras se agitaron y se vertieron en una bureta, que se
introdujo en una camara de filtracion al vacio. Cada una de ellas fue lavada sucesivamente
con Tween 80 al 2% y etanol al 70%, y se hizo pasar varias veces a través de filtros de
poliéster de 25 mm de didmetro, con poros de 8 pm de didmetro. Los filtros se introdujeron
en tubos Ependorf'y se procesaron con 100 - 300 pl, segun el tipo y volumen de las muestras

origen, de dimetilformamida (Sigma) para extraer el colorante.
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4.3.5. Cuantificacion del color y cdlculo del flujo miocdrdico regional

En un espectrofotometro Shimadzu CPS 240A se midio el espectro de absorcion
fotométrica a 448, 530 y 672 nm de longitud de onda de cantidades conocidas de
microesferas, aisladas y en combinacion de varios colores, que sirvieron de referencia.
Después se determiné, a las mismas longitudes de onda, la absorcion fotométrica de las
soluciones de dimetilformamida con los colorantes extraidos de las muestras.

El flujo sanguineo miocardico regional se calcul6 a partir de la siguiente ecuaciéon

(UA = unidad de absorcion fotométrica):

UA/g en la muestra UA/g en la sangre de referencia
Flujo a la muestra Velocidad de extraccion de la sangre
(ml/min) (mY/min)
de donde:
Flujoala [UA/g en la muestra] x [Velocidad de extraccion de la sangre (ml/min)]
muestra =
(ml/min) [UA/g en la sangre de referencia]

El flujo se corrigid por el peso de las muestras y se expresdé en ml/min/g de tejido

humedo.

4.4. Areaen riesgo y tamaiio del infarto
4.4.1. Extraccion del corazon
Al final del experimento se reocluyé la descendente anterior en el punto de la
oclusion previa, y se inyectaron 5 ml de fluoresceina sodica al 20% en la auricula izquierda
para delimitar el 4rea en riesgo. Tras comprobar la diseminacion sistémica de la fluoresceina

se seccionaron los grandes vasos y se extrajo el corazon, que se sumergié en suero salino a
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4°C. Se seccionaron y desecharon las auriculas y los grandes vasos.

4.4.2. Andlisis histoquimico

El corazon fue suspendido en un recipiente cilindrico de plastico, sujeto con hilos de
seda por su base a las paredes y por el apex al fondo del mismo. Se vertieron 20 ml de
Alcupol s-616/R-11 activado con 20 m! de metildifenilisocianato (Repsol Quimica, Madrid)
en el interior del recipiente y en ambos ventriculos, formandose una espuma de poliuretano
que solidificé rapidamente y en la que qued6 incluido el corazon'. El cilindro de espuma
fue extraido del frasco y cortado en secciones transversales de 5 - 7 mm, del apex a la base,
con una sierra circular Philips HR 2680.

Las rodajas miocéardicas fueron pesadas e iluminadas por su superficie basal (en
lugar de la cuarta loncha, reservada para el analisis del flujo regional, se iluminé la quinta
por su superficie apical) con luz ultravioleta de 356 nm. De esta forma se delimito el area en
riesgo, de color violdceo, en contraste con el resto del miocardio, intensamente tefiido de
amarillo verdoso por la fluoresceina (Figura 5). Las lonchas asi iluminadas se filmaron con
una camara de video Sony TR 705E Hi8, y las imagenes fueron digitalizadas con una tarjeta
Matrox IP8 (Matrox Electronic Systems, Dorval, Canad4) en imagenes de 768 x 576 pixels,
que se almacenaron en el disco duro.

Seguidamente, las lonchas se incubaron con clorhidrato de trifeniltetrazolio al 1%,
para delimitar el miocardio necrosado. Este adquirié un color rosa palido, en contraste con el
miocardio viable, que al conservar los sistemas enzimaticos necesarios para reducir el

18 1 as secciones fueron filmadas de nuevo

trifeniltetrazolio adquirié un color rojo oscuro
con luz blanca y digitalizadas. También se filmo y digitalizo en cada experimento una escala

de referencia.



Figura 5. A) Imagen fotogréfica de una loncha miocérdica vista por su cara basal
tras ser iluminada con luz ultravioleta para delimitar € area en riesgo, no tefiida
por lafluoresceina. B) La misma lonchatras ser incubada con clorhidrato de
trifeniltetrazolio para delimitar € érea de necrosis, de color mas paido que €
miocardio viable. C) y D) Superficies del areaenriesgo y del area de necrosis,
respectivamente, obtenidas mediante planimetria semiautomatica.
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4.4.3. Cdlculo del drea en riesgo y del tamario del infarto

Con la ayuda de un programa informatico (Image Pro-Plus, Media Cybernetics,
Silver Springs, Maryland) se planimetr6, de forma semiautomatica, el area total, el area en
riesgo y el 4rea de necrosis en las imagenes digitales de cada loncha. A partir de estas
mediciones y del peso de las lonchas se calcul6 la masa de miocardio en riesgo en gramos y
en porcentaje respecto de la masa ventricular total, y el tamafio del infarto en gramos, en
porcentaje de la masa ventricular y en porcentaje del area en riesgo. Todas las mediciones se

realizaron de forma ciega respecto al tratamiento asignado:

AR, +AR; .1 2

PesoAR(g) = 2 X X pesop =
2 AT, + ATy
AR, + AR, 1
= 3 X pesoy
AT, + ATy
Peso AR (g)
Peso AR (% del PVT) = x 100,
PVT (g)

donde Peso AR es el peso total del area en riesgo, n es el nimero de lonchas, AR, es la
superficie del area en riesgo planimetrada en la cara basal de la loncha n, AT, es la superficie

total de la loncha n, peso, es el peso de la loncha n y PVT es el peso ventricular total.

AN, + AN, 2

PesoAN(g) = X x X peson =
2 AT, + ATy
AN, + AN,
= X X PESOn
AT, + ATy,
Peso AN (g)

Peso AN (% del PVT) = x 100,

PVT (g)
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donde Peso AN es el peso total del infarto, AN, es la superficie del area de necrosis
planimetrada en la cara basal de la loncha n, AT, es la superficie total de la loncha n, peso,
es el peso de la loncha ny PVT es el peso ventricular total.

Peso AN (g)

Peso AN (% del Peso AR) = x 100
Peso AR (g)

4.5. Analisis histolégico

En todos los animales se realiz6 un estudio histologico de la descendente anterior
y del miocardio. Ademas de examinar el punto de oclusion coronaria para confirmar las
reoclusiones permanentes, se analizé el estado de la arteria en la seccion incluida en la
quinta loncha, distal al lugar de la oclusion, con el objeto de comprobar el dafio de la
intima producido por el catéter intracoronario. El estudio del miocardio se realizo en la
tercera loncha y se dirigio a cuantificar el contenido de leucocitos y plaquetas, la
hemorragia y el edema.

Tras extraer el corazén se seccioné un segmento de 1 cm de longitud de la
descendente anterior que incluia el punto de oclusion, y otro de la arteria circunfleja, que
sirvié como control, y ambos se fijaron en formol al 10%. Las lonchas miocardicas también
se fijaron en formol una vez filmadas y digitalizadas, y la tercera y la quinta fueron
deshidratadas con alcohol e incluidas en parafina. Se realizaron secciones transversales de 4
um de grosor de las muestras arteriales y secciones completas de ambas lonchas con un
microtomo Polycut (Reichert Jung Cambridge Instruments, Heidelberg, Alemania). Los
cortes se tifieron con hematoxilina/eosina, acido periddico de Schiff y tricromico de Masson,
y los de la quinta loncha se tifieron ademas con la técnica de Van Gieson para evaluar el
estado de la lamina elastica interna arterial. Todos los cortes fueron examinados a varios

aumentos con un microscopio binocular SZ 111 (Olympus Optical, Japon).
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El examen de las secciones arteriales incluidas en la quinta loncha se centré en los
siguientes parametros, que fueron puntuados de acuerdo con una escala semicuantitativa: a)
denudacion endotelial: 0, sin denudacién, 1, denudacion de menos del 50% de la
circunferencia endotelial, 2, denudacion de mas del 50% de la circunferencia endotelial; b)
estado de la lamina elastica interna: 0, intacta, 1, rotura focal, 2, rotura extensa; ¢) trombosis:
0, sin trombosis, 1, agregados plaquetarios sin estrechamiento de la luz, 2, trombo que ocupa
un tercio de la luz, 3, trombo que ocupa dos tercios de la luz, 4, trombo oclusivo; d)
contenido subendotelial de leucocitos polimorfonucleares: 0, ausentes, 1, escasos, 2,
abundantes, 3, infiltracion masiva.

El éxamen del miocardio se realizd sistematicamente en las areas subendocardica,
medioventricular y lateral del 4rea en riesgo y en el miocardio control de la tercera loncha, y
se centr6 en los siguientes parametros, que también se cuantificaron de forma
semicuantitativa: a) contenido de leucocitos polimorfonucleares: O, ausentes, 1, algunos
dispersos en la luz de los pequefios vasos, 2, presentes formando "tapones" intravasculares,
3, presentes en el espacio intersticial, b) contenido de células redondas, segin la misma
puntuacion; c) contenido de plaquetas: O, ausentes, 1, algunos agregados plaquetarios
intravasculares, 2, trombos plaquetarios no oclusivos, 3, trombos oclusivos, 4, trombos
oclusivos con extravasacion de plaquetas. Ademas, se cuantificaron semicuantitativamente
la hemorragia y el edema en el area en riesgo, con puntuaciones de 0 a 4.

El analisis histoldgico fue realizado sin conocimiento de los resultados histoquimicos
y del tratamiento administrado. El examen del miocardio se realizé sin conocimiento de los

cambios patologicos en la descendente anterior.
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5. EXPERIMENTOS ADICIONALES: MAGNITUD DE LA EMBOLIZACION DE

PLAQUETAS AL MIOCARDIO DESDE UN TROMBO MURAL
INTRACORONARIO

En 32 animales adicionales (35 = 1 kg) se investigb la contribucion de la
embolizacion coronaria y del deposito microvascular local a la acumulacion miocérdica de
plaquetas que se produce tras una oclusién coronaria transitoria. Estos animales fueron
sometidos a dafio intimal coronario para inducir una trombosis dinamica, seguido o no de
una oclusion coronaria transitoria de duracion variable. Posteriormente se cuantific el
contenido miocardico de plaquetas, y se investigd su modificacion por la aspirina y su

asociacion con el contenido de leucocitos polimorfonucleares y con el tamafio del infarto.

5.1. Instrumentacion y monitorizacion

Se utiliz6 la misma preparacién quirurgica que en las series previas, pero en estos
animales se monitorizé continuamente el flujo en la descendente anterior media con un
sensor de flujo ultrasénico T106 (Transonic Systems, Ithaca, New York), no se
monitoriz6 la contractilidad regional y no se utiliz6 lidocaina.

Todos los animales fueron sometidos a un dafio intimal severo de la descendente
anterior mediante un catéter intracoronario. La mayoria de los animales desarroll6 tras esta
intervencion una trombosis dinamica, que se puso de manifiesto por la aparicion de

1921 (Figura 6). En cinco animales (tres del grupo sin

reducciones ciclicas del flujo coronario
oclusion coronaria y dos del grupo con 48 minutos de oclusioén y tratamiento con aspirina)
que no desarrollaron espontaneamente reducciones ciclicas, se provocd una constriccion
parcial de la arteria mediante una ligadura a su alrededor y una aguja de 20G para favorecer

la trombosis. Si en algin caso se produjo durante el experimento una oclusion total de la

arteria, se realizd una una suave compresion manual para facilitar la recuperacion del flujo?”.
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Figura 6. Ejemplo representativo de variaciones ciclicas del flujo coronario en la
arteria descendente anterior, indicativas de la presencia de una trombosis coronaria
dindmica provocada por el dafio de la intima en un animal de la serie adicional. Se
aprecian las tipicas reducciones progresivas del flujo, hasta valores cercanos a 0,
seguidas de bruscas recuperaciones del flujo, atribuidas, respectivamente, al
crecimiento del trombo y a su fragmentacion y migracion. PAo, presion adrtica
media.



48
5.2. Grupos y protocolo de estudio

Inmediatamente tras el dafio intimal coronario, los animales fueron asignados a no
oclusion coronaria o a la ligadura de la descendente anterior media durante 25 6 48 minutos
(Figura 7). Los animales sometidos a 48 minutos de oclusion coronaria fueron aleatorizados
a recibir, 90 minutos antes de la oclusion y de forma ciega para los investigadores, 250 mg
de aspirina en 5 ml de suero salino por via endovenosa o un volumen equivalente de suero
salino. Dos horas después del dafio intimal en los animales sin oclusién coronaria, o de la
reperfusion en los restantes, se extrajo el corazon.

Se excluyeron seis animales debido a razones técnicas (dos animales), reoclusion
coronaria (dos animales), fibrilacion ventricular refractaria (un animal) e hipotension severa
(un animal). Por tanto, 26 experimentos fueron considerados validos en esta serie, seis sin
oclusion coronaria, seis con una oclusion de 25 minutos, seis con una oclusion de 48
minutos sin aspirina, y ocho con una oclusion de 48 minutos precedida de la administracion

de aspirina.

5.3. Parametros analizados

5.3.1. Deposito de plaquetas en la descendente anterior y acumulacion en el
miocardio

Se cuantifico la magnitud del depésito de plaquetas en el segmento dafiado de la
descendente anterior y de su acumulacién en el miocardio distal mediante el uso de
plaquetas autélogas marcadas el dia previo con Tc”™-HMPAO, tal como se ha descrito. La
eficiencia del marcaje fue en esta serie del 55 + 2%, y cada animal recibi6 6.7 0.3 mCi de
plaquetas marcadas con Tc™™. Tras extraer el corazon, se canulé la raiz adrtica y se infundio
una solucion de albiimina al 0.5% en suero Ringer a una presion de 120 mmHg durante unos

cinco minutos para lavar la sangre atrapada en los vasos coronarios. Se extrajo un segmento



Extraccién del corazén
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Figura 7. Disefio de los experimentos de la serie adicional. OC, oclusién coronaria,
DI, dafio intimal coronario; AAS, aspirina.
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de 10 mm de longitud de la descendente anterior y otro de la coronaria derecha, se cort6 el
corazon en lonchas y se obtuvieron muestras miocéardicas transmurales en la tercera y cuarta
lonchas, tanto de la zona anteroseptal dependiente de la descendente anterior (2.2 £ 0.2 g)
como de la zona inferior (2.4 £ 0.2 g). Se realiz6 el contaje de la actividad en estas muestras
y en 1 ml de sangre extraida al final del experimento. Se calcul6 la actividad especifica en la
descendente anterior y en el miocardio dependiente de la misma, y se estimé el contenido de

plaquetas en las muestras a partir de la actividad y el recuento de plaquetas en la sangre.

5.3.2. Cuantificacion del contenido de neutrdfilos y del tamario del infarto

En 16 animales (cinco con una oclusién coronaria de 25 minutos, cuatro con una
oclusion de 48 minutos sin aspirina, y siete con una oclusion de 48 minutos con aspirina), se
extrajeron muestras miocardicas transmurales (0.81 + 0.06 g) del territorio dependiente de la
descendente anterior y del territorio control en la tercera loncha, en las que se determiné la
actividad de la mieloperoxidasa, tal como se ha descrito previamente.

En los animales sometidos a 48 minutos de oclusion coronaria, se incubaron las
lonchas con clorhidrato de trifeniltetrazolio y se cuantifico el tamafio del infarto, segiin se ha

descrito previamente.

5.3.3. Andlisis histolégico

En los animales sometidos a 48 minutos de oclusiéon coronaria se escogieron dos
lonchas distales al punto de oclusién y se procesaron para su analisis histologico. En la
arteria descendente anterior se investigo la presencia de trombosis, y en el tejido miocardico
la presencia y la distribucion de las plaquetas en los pequeiios vasos, asi como la existencia
de hemorragia. Se consideraron como microémbolos los agregados fibrinoplaquetarios

arteriolares de diametro superior a 50 pm''*,
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6. ESTUDIOS ANGIOGRAFICOS

Finalmente, en siete animales adicionales, anestesiados e instrumentados como se ha
descrito, se investigo la existencia de embolizacion coronaria macroscopica mediante la
realizaciéon de una angiografia durante las variaciones ciclicas del flujo. Se cateterizé la
arteria coronaria izquierda bajo control fluoroscépico (intensificador de imagenes ARCOsi,
ATS, Pedrengo, Italia) con un catéter Judkins 7F introducido percutdéneamente por una
arteria femoral o cardtida. Se seleccion6 una proyeccion en la que la descendente anterior
distal y sus ramas estuvieran desplegadas, se inyectaron 10 ml de iopamidol y se realiz6 una
angiografia basal. Se provoco un dafio mecéanico de la descendente anterior media hasta que
aparecieron reducciones ciclicas del flujo, y se realizaron nuevas angiografias en los
momentos de caida del flujo e inmediatamente después de las bruscas recuperaciones del
flujo tipicas de este modelo. Las angiografias fueron examinadas cuidadosamente para
detectar la aparicion de amputaciones de ramas arteriales coincidiendo con las

recuperaciones del flujo.

Todos los procedimientos experimentales se realizaron en conformidad con los

0191

"Guiding Principles for Research Involving Animals and Human Beings"”" y fueron
aprobados por la Comision de Investigacion del Hospital General Universitari Vall

dHebron.

7. ANALISIS ESTADISTICO
El analisis estadistico fue realizado con la ayuda del programa informatico SPSS
(version 6.0). Se realiz6 una estadistica descriptiva de todas las variables. Las variaciones en

los parametros fisiologicos dentro de un mismo animal se estimaron mediante pruebas 7 de
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Student para datos apareados o por el analisis de la variancia de tres vias. Las comparaciones
entre grupos con variables cuantitativas se realizaron mediante el analisis de variancia de dos
vias, tras comprobar la normalidad de la distribucion de los datos. Se realizaron
comparaciones individuales por medio del test de Duncan si se rechaz6 la homogeneidad en
el analisis de variancia. En caso de variables no distribuidas normalmente, como las
puntuaciones obtenidas en el andlisis histologico, se usaron tests no paramétricos. Las
comparaciones entre datos categoricos se realizaron mediante pruebas de chi-cuadrado o con
la prueba exacta de Fisher. Los efectos del dafio intimal coronario y la aspirina sobre el
tamafio del infarto se analizaron mediante el analisis de la variancia de dos vias. En todos los
tests se consideré como significativo un valor de P bilateral de 0.05. Todos los valores se

expresan como media % error estandar de la media.



53

RESULTADOS
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Los resultados que se muestran a continuacion han sido publicados en forma de articulos,
uno con los principales resultados de las series A y B (Barrabés et al., Pfliigers Arch-Eur J
Physiol 1996;432:663-670) y otro con los de la serie adicional (Barrabés et al., Cardiovasc
Res 2000 [en prensa]). Ademas, con los datos recogidos en los experimentos del presente
estudio se han realizado analisis adicionales, que también han sido publicados, sobre la
geometria del infarto (Solares et al., Virchows Arch 1995;426:393-399), 1a relacion entre los .
cambios en la longitud segmentaria durante la reperfiision y el tamafio del infarto (Barrabés
et al., Pfliigers Arch-Eur J Physiol 1996;431:519-526), y la asociacion entre la expansion
isquémica regional, la fibrilacion ventricular y la reoclusion coronaria (Barrabés et al., Am J

Physiol 1998;274:H1767-H1775).

1. EXCLUSIONES

En la Tabla 1 se resumen los animales no incluidos y excluidos en el estudio (series
Ay B). Se utilizaron 79 animales, de los cuales 10 no fueron incluidos por los siguientes
motivos: cuatro por problemas en la ventilacion, cuatro por sangrado, rotura u oclusion de la
descendente anterior durante la diseccion, uno por rotura de la auricula izquierda y uno_por
pericarditis. Cuatro de los 69 animales inicialmente incluidos fueron excluidos por las
siguientes causas: maniobras de cateterismo de la descendente anterior prolongadas, que
provocaron isquemia miocardica, rotura de la arteria en el momento de la oclusion, oclusion
del tronco comun de la coronaria izquierda, e imposibilidad de medir el 4rea en riesgo por un
error en la inyeccion de la fluoresceina.

En 14 animales se detect6 reoclusion de la descendente anterior, que fue transitoria
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en siete y persistente en los restantes. La reoclusion se produjo en ocho animales durante la
primera hora de reperfusion, en cinco durante la segunda hora y en uno después de cuatro
horas. La asignacion a dafio intimal coronario no se relaciond significativamente con la
incidencia de reoclusion (26%, vs. 17% en los animales sin dafio intimal, P = NS). En la
serie B, el tratamiento con aspirina se asocié con una menor incidencia de reoclusion (10%,
vs. 36% en los animales que recibieron placebo, P = 0.04), y ninguno de los animales
tratados con aspirina present6 reoclusion permanente. Los animales con reoclusion coronaria

fueron excluidos del analisis.

Tabla 1. Animales utilizados en el estudio

Total No incluidos Excluidos  Reoclusion Validos
Serie A (30 min) 17 0 0 2 15
Serie B (48 min) 62 10 4 12 36
Total 79 10 4 14 51

De este modo, los experimentos validos fueron 15 en la serie A, ocho con dafio
intimal coronario y siete sin dafio intimal, y 36 en la serie B, distribuidos en cuatro grupos de
nueve animales cada uno, con los siguientes tratamientos: placebo con dafio intimal
coronario, placebo sin dafio intimal, aspirina con dafio intimal coronario y aspirina sin dafio

intimal.

2. DETERMINACIONES ANALITICAS
La Tabla 2 muestra los resultados de los analisis de sangre. Los valores basales

estaban dentro de los limites normales y fueron similares en los distintos grupos de
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tratamiento. Los pardmetros bioquimicos y los hematologicos referidos a la serie roja no se
modificaron durante el experimento. Al final, se observd en ambas series un descenso del
recuento leucocitario, que afect6 de forma similar a los leucocitos polimorfonucleares y a los
linfocitos, y en la serie B un descenso del recuento de plaquetas, en ambos casos sin

diferencias entre los grupos de tratamiento.

Tabla 2. Resultados de las determinaciones hematoldgicas y bioquimicas

Serie A (30 min) Serie B (48 min)
Inicial Final Inicial Final

Hematies (x 10%/pl) 48+0.1 50+0.1 42+03 3.6%05
Hemoglobina (g/dl) 84+02 8.6+02 86+0.1 7.6+0.6
Hematocrito (%) 24+ 1 24+ 1 21 %1 202
Leucocitos (x 10*/ul) 213+£1.7 16.5+12* 17.8+0.7 13.7£1.7*

Neutrofilos (x 10°/ul) 7108 6.5+09 — e

Linfocitos (x 10°/ul) 112+ 1.0 9112 e

Monocitos (x 10%/pl) 0.1+0.1 02+01 -
Plaquetas (x 10%/ul) 507 £ 26 464 £27 399 £ 15 293 +£23 %
TTP (s) 23.1+13 20.1+15 182+1.4 245+80
Glucosa (mg/dl) 105+5 108 +3 1035 89+5
Creatinina (mg/dl) 13+0.1 1.0+£0.1 1.0£0.1 1.1+03
Sodio (mEq/1) 141 + 1 141 %1 141 %1 137+ 4
Potasio (mEq/1) 34%0.1 4.1+0.1 32+0.1 40+02

*P = 0.02 y P <0.001 respecto a los valores iniciales. TTP, tiempo de tromboplastina

parcial activado. No se dispone de la formula leucocitaria de los animales de la serie B.
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3. PARAMETROS HEMODINAMICOS

La Tabla 3 muestra los valores de la frecuencia cardiaca y la presion arterial media
en las dos series. No hubo diferencias entre los grupos de tratamiento en la evolucion de
ambos parametros a lo largo del experimento.

En los animales de la serie A, la frecuencia cardiaca basal era 57 % 3 latidos por
minuto y no se modifico significativamente a lo largo del experimento (62 + 3 latidos por
minuto al final del periodo de oclusion y 64 + 4 latidos por minuto al final del
experimento). La presion atrtica media era 70 = 2 mmHg antes de la oclusion, 71 + 3
mmHg al final del periodo de oclusion (P = NS respecto al valor basal) y 93 = 4 mmHg al
final del experimento (P < 0.001 respecto al valor previo a la reperfusion).

En los animales de la serie B, la frecuencia cardiaca basal era 66 + 2 latidos por
minuto, aumento tras la oclusion coronaria (79 * 4 latidos por minuto a los 48 minutos, P <
0.001 respecto al valor basal) y permanecio estable durante el periodo de reperfusion (81 + 4
latidos por minuto a las cinco horas (P = NS respecto al valor previo a la reperfusion). La
presion aortica media basal era 79 + 3 mmHg, y no se modificé durante el experimento (78 +
3 mmHg al final de periodo de oclusién y 77 + 3 mmHg a las cinco horas de reperfusion, P =

NS).

4. ARRITMIAS VENTRICULARES

En la serie A, ningin animal present6 fibrilacion ventricular durante el periodo de
oclusion. Tras la apertura de la arteria aparecieron en todos los casos rachas de ritmo
idioventricular acelerado, y 11 animales, cinco (62%) con dafio intimal coronario y seis
(86%) sin dafio intimal (P = NS), presentaron fibrilacion ventricular en los primeros minutos
de la reperfusion.

En la serie B, cinco animales presentaron fibrilacién ventricular durante el periodo de
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isquemia, 28 £ 3 minutos después de la oclusién coronaria. La incidencia de fibrilacion
ventricular isquémica de los animales sometidos a dafio intimal coronario fue similar a la de
aquéllos sin dafio intimal (11 vs. 17%, respectivamente, P = NS), y la de los animales
tratados con aspirina similar a la de los que recibieron placebo (17 vs. 11%, respectivamente,
P =NS). En los minutos siguientes a la reperfusion, todos los animales presentaron también
ritmo idioventricular acelerado, y 16 fibrilacién ventricular. La incidencia de fibrilacion
ventricular durante la reperfusion tampoco se relacion6 con la asignacion a dafio intimal o a
no intervencion (39 vs. 50%, respectivamente, P = NS), ni a aspirina o placebo (44 vs. 44%,
respectivamente, P = NS).

Ninguno de los animales incluidos en el estudio presento fibrilacion ventricular mas

alla de los primeros minutos tras la reperfusion.

5. PARAMETROS ANALIZADOS EN LA SERIE A (30 MINUTOS DE OCLUSION)

5.1. Flujo coronario

Antes de la oclusion coronaria, el flujo sanguineo en la arteria descendente anterior
media era de 30.0 = 2.1 ml/min, sin diferencias entre los grupos (28.8 £ 1.2 vs. 31.7 £ 4.8
ml/min en los animales que recibirian o no dafio intimal, respectivamente, P = NS). Después
de la reperfusion se produjo una respuesta hiperémica, cuyo valor maximo se registr6 en el
minuto cinco (50.1 £ 7.2 ml/min). Esta respuesta hiperémica estuvo significativamente
amortiguada en los animales sometidos a dafio intimal coronario (Figura 8). Asi, a los cinco
minutos de la reperfusion el flujo medio en la descendente anterior era en estos animales
42.7 + 6.3 ml/min, y en aquellos sin dafio coronario 62.6 £ 15.1 ml/min. A las cinco horas, el

flujo medio habia disminuido hasta 26.3 3.6 y 35.5 £ 3.5 ml/min, respectivamente.
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Figura 8. Evolucion del flujo sanguineo medio en la arteria descendente anterior (DA) en
los animales de la serie A. La respuesta hiperémica tras 30 minutos de oclusion coronaria
estuvo amortiguada en los animales sometidos a dafio intimal coronario. El periodo de
isquemia aparece sombreado.
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5.2. Depésito de plaquetas en la descendente anterior y acumulacion en el miocardio

Al final del experimento, la radioactividad especifica en la descendente anterior,
indicativa del depdsito de plaquetas, era 17 & 6 veces mayor que en la arteria circunfleja (P =
0.006). Este deposito de plaquetas estaba acentuado en los animales con dafio intimal, en los
que el cociente entre la radioactividad especifica en la descendente anterior y en el miocardio
control era 57 + 20, mientras que en los animales sin dafio intimal era 19 + 7 (P = 0.05).
También se comprob6é un incremento en el contenido de plaquetas en el miocardio
reperfundido, cuya magnitud fue semejante en los animales con dafio intimgl coronario y en
el resto (radioactividad especifica en el area en riesgo 197 £ 71 y 240 + 89% del valor en la
zona control, respectivamente, P = NS). El contenido de plaquetas en el miocardio
reperfundido no se correlaciond con la magnitud del depdsito de plaquetas en la descendente

anterior.

5.3. Acumulacion miocdrdica de leucocitos polimorfonucleares

En el miocardio control, la actividad de la mieloperoxidasa era similar en los
animales con dafio intimal coronario y en aquéllos sin dafio intimal (0.37 + 0.08 y 0.29 +
0.10 U/g de tejido humedo, respectivamente, P = NS). En el miocardio reperfundido, la
actividad de la mieloperoxidasa no estaba aumentada respecto a la zona control, y también
era similar en los animales sometidos a dafio intimal coronario y en el resto (0.32 £ 0.10 y
0.46 + 0.08 U/g, respectivamente, P = NS). La actividad de la mieloperoxidasa en el area en
riesgo no se correlaciono significativamente con la radioactividad especifica en la misma

zona, expresada en porcentaje del valor en la region control.
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6. PARAMETROS ANALIZADOS EN LA SERIE B (48 MINUTOS DE OCLUSION)

6.1. Tiempo de sangria
Inmediatamente antes de la administracion del tratamiento, el tiempo de sangria era
comparable en los animales que recibirian placebo o aspirina (127 £ 7 y 129 £ 10 segundos,
respectivamente, P = NS). Noventa minutos después, el tiempo de sangria en los animales
del grupo placebo fue similar al basal (154 + 14 segundos, P = NS), mientras que en los

animales tratados con aspirina aumento hasta 226 + 19 segundos (P = 0.002).

6.2. Contractilidad segmentaria

En el territorio control, la fraccion de acortamiento sistolico antes de la oclusion
coronaria era del 21.6 + 1.1%. Ni la longitud telediastélica ni la fraccion de acortamiento
sistolico en la zona control se modificaron significativamente durante el periodo de oclusion
(99.5 £ 1.1% y 97.0 + 2.8% de los valores basales, respectivamente, a los 48 minutos, P =
NS) o después de la reperfusién (99.2+ 1.2y 93.7 + 3.3%, respectivamente, una hora tras la
reperfusion, P = NS), aunque ambos parametros decayeron ligeramente al final del
experimento (95.9 £ 1.5% y 77.8 + 3.4%, respectivamente, ambas P < 0.05).

En el territorio dependiente de la descendente anterior, antes de la oclusion coronaria
la fraccion de acortamiento sistolico era del 28.6 + 1.1%. Tras la oclusién coronaria se
produjo en todos los animales un incremento de la longitud telediastolica y un abrupto
descenso de la fraccion de acortamiento sistolico (110.4 + 0.8 y 9.2 & 2.3% de los valores
basales, respectivamente, cinco minutos tras la oclusién, ambas P < 0.001 respecto a los
valores basales), sin diferencias entre los grupos de tratamiento (Figura 9). La reperfusion se
acompaiié de una rapida reduccion de la expansion del area isquémica (la longitud

telediastolica 30 minutos tras la reapertura de la arteria era 101.1 £ 1.6% de los valores
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Figura 9. Evolucion de la longitud telediastélica (grafico superior) y de la fraccion de
acortamiento sistdlico (grafico inferior) en el territorio dependiente de la descendente
anterior, expresadas como porcentaje de los valores previos a la oclusion coronaria,
en los cuatro grupos de tratamiento de la serie B. El periodo de isquemia aparece

sombreado.
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basales, P < 0.001 respecto a los valores al final de la oclusion), asi como de una ligera
recuperacion de la fraccion de acortamiento sistolico (30 minutos después de la reperfusion
ésta era 19.6 £ 2.8% de los valores basales, P < 0.001 respecto a los valores al final de la
oclusion), sin diferencias entre los grupos de tratamiento. Posteriormente, ambos parametros

se mantuvieron estables hasta el final del experimento.

6.3. Flujo sanguineo miocardico regional

Se midio el flujo sanguineo miocardico regional en 21 experimentos validos. Antes
de la oclusion coronaria, el flujo sanguineo regional era similar en el miocardio dependiente
de la descendente anterior y en el territorio control (1.25 + 0.12 y 1.37 £ 0.17 m{/min/g,
respectivamente, P = NS), y no habia diferencias entre los grupos de tratamiento. En el
territorio control, el flujo sanguineo regional se mantuvo estable a lo largo del experimento
(1.28 + 0.12 ml/min/g a los 30 minutos y 1.20 + 0.09 ml/min/g a las cinco horas de
reperfusion). En el 4rea en riesgo, el flujo sanguineo miocardico regional a los 30 minutos de
reperfusion era 2.26 + 0.21 ml/min/g, lo que suponia un incremento medio del 89 + 25%
sobre el valor basal (P = 0.004), mientras que a las cinco horas se habia reducido hasta 1.27
+ 0.11 ml/min/g (P = NS respecto al valor basal).

La Figura 10 muestra los valores medios del flujo sanguineo miocardico regional en
el area en riesgo en los distintos grupos de tratamiento. Entre los animales que recibieron
placebo, el dafio intimal coronario se acompaiié de una reduccion no significativa del flujo
sanguineo regional a los 30 minutos de reperfusion respecto a los animales sin dafio intimal
(1.69 £ 0.22 vs. 2.12 + 0.16 mI/min/g, respectivamente, P = 0.18). En el conjunto de los
animales, los valores del flujo sanguineo regional a los 30 minutos de reperfusion fueron
mas elevados en los animales tratados con aspirina que en los que recibieron placebo (2.77 +

0.37 ml/min/g vs. 1.86 + 0.15 ml/min/g, respectivamente, P = 0.03). A las cinco horas de la
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Figura 10. Valores medios del flujo sanguineo miocérdico regional en el territorio dependiente
de la arteria descendente anterior en los cuatro grupos de tratamiento de la serie B. El daiio
intimal coronario se acompafié de una tendencia a una amortiguacion de la respuesta
hiperémica tras 48 minutos de oclusién coronaria, mientras que el tratamiento con aspirina se
asoci6 de forma significativa (P = 0.03) a una mayor hiperemia a los 30 min de reperfusion.

El periodo de isquemia aparece sombreado.
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reperfusion, el flujo sanguineo miocardico regional en el area en riesgo era similar en todos

los grupos de tratamiento.

6.4. Area en riesgo y tamaiio del infarto

La Tabla 4 muestra los valores individuales del tamafio del area en riesgo y del
infarto. El peso medio del area en riesgo fue de 14.2 + 0.7 g, sin diferencias entre los grupos
de tratamiento (15.2 +, 1.2, 13.1 £ 1.1, 140 £ 1.5 y 14.4 + 1.6 g, respectivamente, en los
grupos placebo con dafio intimal, placebo sin dafio intimal, aspirina con dafio intimal y
aspirina sin dafio intimal, P = NS). Expresado en porcentaje de la masa ventricular, el
tamafio del area en riesgo fue en promedio del 10.4 + 0.6%, también sin diferencias entre los
grupos de tratamiento (Figura 11).

El peso medio del area de necrosis fue de 3.4 + 0.6 g, lo que suponia un 22.3 + 3.3%
del area en riesgo. El analisis de la variancia demostr6 la existencia de una interaccion
significativa (P = 0.035) entre el dafio intimal coronario y la aspirina con respecto a su
relacion con el tamafio de la necrosis. Entre los animales que recibieron placebo, aquellos
sometidos a dafio intimal coronario tuvieron infartos de mayor tamafio que los animales sin
dafio intimal (36.2 + 7.0 vs. 10.8 + 3.9% del area en riesgo, respectivamente, P = 0.006). Sin
embargo, en los animales tratados con aspirina el dafio intimal coronario no se asoci6 a
infartos de mayor tamafio (20.3 * 6.5% del area en riesgo vs. 21.7 + 6.5% en los animales sin
dafio intimal, P = NS). Por otra parte, el tratamiento con aspirina se asoci6 con una tendencia
a un menor tamafio del infarto en los animales con dafio intimal coronario (20.3 £ 6.5% del
area en riesgo vs. 36.2 = 7.0% en los animales que recibieron placebo, P = 0.12), y con una
tendencia a un mayor tamaiio de la necrosis en los animales sin dafio intimal (21.7 + 6.5 vs.
10.8 £ 3.9%, respectivamente, P = 0.17). Estas diferencias se observaron también cuando el

tamaiio del infarto se expresé en gramos o en porcentaje del peso ventricular total.
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Tabla 4. Valores individuales del tamafio del area en riesgo y del infarto en los cuatro

grupos de tratamiento (serie B)

Grupo PVT AR AR/PVT AN AN/PVT AN/AR
(® ® (%) (8) (%) (%)

Placebo/DI 187.6 14.1 7.5 3.1 1.7 22.1
“ 150.1 19.5 13.0 11.4 7.6 58.3

“ 163.0 14.6 9.0 5.8 3.5 39.4

“ 117.3 11.6 9.9 3.2 238 278

“ 158.3 17.4 11.0 10.3 6.5 59.4

“ 123.6 10.7 8.7 49 4.0 457

“ 119.6 . 12.0 10.0 0.3 0.3 2.6

“ 115.6 15.0 13.0 8.7 7.5 58.1

« 105.1 21.8 20.7 2.7 2.6 12.5
Placebo/No DI 1742 11.4 6.6 0.0 0.0 0.0
“ 149.0 7.1 4.8 0.0 0.0 0.0

“ 123.9 12.1 9.8 0.7 0.6 5.8

“ 174.8 18.1 10.3 5.9 3.4 32.6

« 114.4 13.1 114 0.0 0.0 0.0

“ 140.2 16.8 12.0 1.9 1.4 11.6

“ 126.7 14.0 11.0 3.6 2.8 257

“ 124.0 11.7 9.4 1.5 1.2 13.1

“ 129.0 13.9 10.8 1.2 0.9 8.6
AAS/DI 151.3 10.3 6.8 2.5 1.6 24.0
“ 143.2 11.9 83 6.2 44 52.4

“ 130.0 16.4 12.6 1.4 1.0 8.3

“ 176.2 10.9 6.2 4.5 2.5 41.1

“ 193.1 23.7 12.3 9.1 4.7 38.3

“ 147.4 16.8 11.4 2.0 14 118

“ 128.7 10.0 7.7 0.7 0.5 6.6

“ 116.5 16.2 13.9 0.1 0.1 0.7

“ 84.1 10.1 12.0 0.0 0.0 0.0
AAS/No DI 139.2 10.7 77 2.7 1.9 25.1
“ 215.9 11.1 5.1 0.6 0.3 5.8

“ 138.3 13.2 9.6 0.0 0.0 0.0

“ 184.4 8.6 4.7 1.3 0.7 15.0

“ 159.9 18.3 114 - 114 7.1 62.1

“ 137.8 13.5 9.8 3.0 22 22.0

“ 126.2 24.7 19.6 8.8 7.0 356

“ 116.4 12.5 10.8 3.5 3.0 28.0

“ 124.2 17.2 13.8 0.3 0.2 1.8

PVT, peso ventricular total; AR, drea en riesgo; AN, .drea de necrosis; DL, Dafio intimal coronario; AAS, aspirina.
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Figura 11. Valores medios del tamafio del 4rea en riesgo, expresado en porcentaje de la
masa ventricular (gréafico superior), y del tamafio del infarto, expresado en porcentaje
del 4rea en riesgo (grafico inferior) en los cuatro grupos de tratamiento. PLA, placebo;
DI, dafio intimal coronario; AAS, aspirina.
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6.5. Analisis histologico

El examen de la descendente anterior en la zona de la ligadura mostro la existencia
de denudacion endotelial y rotura de la lamina elastica interna en todos los animales, y
confirmé la presencia de trombosis oclusiva en los animales con reoclusién permanente
(Figura 12).

El analisis del segmento de la descendente anterior incluido en la quinta loncha
confirmé en los animales sometidos a cateterismo intracoronario la presencia de un
importante dafio de la intima, mientras que en los restantes animales la apariencia de la
arteria era normal (Figuras 13 y 14). La severidad de las lesiones en la arteria descendente
anterior no se asocio con el tratamiento con aspirina o placebo (Tabla 5).

El examen histologico del miocardio en la tercera loncha mostr6 la presencia de
un escaso numero de leucocitos polimorfonucleares (puntuacion media 0.2 + 0.2),
linfocitos (0.1 £+ 0.1) y plaquetas (0.1 £ 0.1) en los pequefios vasos miocardicos de la
region control, sin diferencias entre los grupos de tratamiento, asi como la ausencia de
hemorragia o edema. En el 4rea en riesgo se observé un contenido aumentado de
plaquetas y de leucocitos (Figura 15) y cierto grado de hemorragia y edema. La magnitud
de la acumulacion de leucocitos polimorfonucleares y la hemorragia fueron mayores en
los animales sometidos a dafio intimal coronario que en los animales sin dafio intimal,
mientras que no se observaron diferencias en el contenido de plaquetas ni en los otros
parametros analizados (Tabla 6). Los hallazgos del analisis histologico en el 4rea en
riesgo fueron similares en los animales tratados con aspirina que en los que recibieron

placebo.



Figura 12. Apariencia histol6gica de la arteria descendente anterior en el lugar
de laligadura coronaria en un animal que presento reoclusion durante € periodo
de reperfusion. Un trombo fibrinoplaguetario ocupa laluz del vaso. Hematoxilina

y eosing, x25.
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Figura 13. Ejemplos representativos del aspecto de la arteria descendente
anterior en un punto distal alaoclusion en dos animales de la serie B. Arriba,
animal sin cateterismo intracoronario, en € que € endotelio esta intacto. Abgjo,
animal sometido adafio intimai, en € que & endotelio ha desaparecido y existe
un depdsito de fibrina, plaguetas y otras células sanguineas sobre la intima
dafiada. Hematoxilina y eosina, x400.
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Figura 14. Ejemplos representativos del aspecto de la arteria descendente
anterior en un punto distal alaoclusion en dos animales de la serie B. Arriba,
animal sin cateterismo intracoronario, en € que laldmina eléstica interna et
integra. Abgjo, animal con dafio intimai, en el que se observan varias zonas de

rotura de dicha ldmina, asi como trombosis mural. Tincidn de VVan Gieson, x50.
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Tabla 5. Estimacion histologica semicuantitativa del dafio intimal en la descendente

anterior distal al lugar de la ligadura coronaria (serie B)

Daiio intimal No daiio intimal Total

(n=18) (n=18) (n=36)

Placebo DE = 20+00* 0.0+£0.0 1.0+£03
(n=18) DEI = 1.0£03% 0.0+£00 05+0.2
TRO = 1.1+04+% 00£0.0 06+02

PMN = 09+03* 0.0+£0.0 04+02

Aspirina DE = 1.8+02* 0.1£0.1 0.9+02
(n=18) DEI = 1.0£03 % 0.0+0.0 0.5+02
TRO = 1.6+04% 0.1£0.1 0.8+03

PMN = 1.1£02* 0.1+£0.2 06+02

Total DE = 19+0.1* 0.1+0.1 1.0+0.2
(n=36) DEI = 1.0£02* 0.0+£0.0 05+0.1
TRO = 14+03* 0.1£0.1 0.7+0.2

PMN = 1.0+02* 0.1+£0.1 05+0.1

DE, denudacion endotelial (escala O — 2); DEI, dafio de la ldmina eldstica interna (escala 0 -2); TRO,
trombosis (escala 0 — 3); PMN, deposicion subendotelial de leucocitos polimorfonucleares {escala 0 —
3). *P < 0.001 y + P < 0.01 con respecto a los animales sin dafio intimal. Aunque las puntuaciones se
expresan como media + error estindar por motivos descriptivos, todas las comparaciones se han
efectuado con tests no paramétricos (prueba U de Mann-Whitney).



Figura 15. Hallazgos del examen histolégico del miocardio tras 48 minutos de
oclusién coronariay 6 horas de reperfusion (serie B). A, plaguetas en € interior
de una arteriola, en una zona con necrosis miocéardica en bandas de contraccion
(PAS, xIOO). B, capilar cuya luz esta ocupada por un gran nimero de leucocitos
polimorfonocleares (PAS, xIOO). C, abundantes linfocitos en € interior de un
capilar en un bonde lateral ddl area en riesgo (hematoxilinay eosina, xIOO).
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Tabla 6. Resultado del analisis histolégico semicuantitativo en la tercera loncha

miocardica en los cuatro grupos de tratamiento (serie B)

Dafio intimal No dafio intimal Total
(n=18) (n=18) (n=36)
Placebo PMNs = 14+03 1.1+03 1.3+£02
(n=18) Linfocitos = 08+03 0.6+0.2 07+02
Plaquetas = 0.6+03 1.1+£0.5 09+03
Hemorragia = 0.7+02 0.4+0.2 0.5+0.1
Edema = 08+02 08+0.2 08+0.1
Aspirina PMNs = 1.8£03* 09+03 1.3+0.2
(n=18) Linfocitos = 1.0+£02 1.2+03 1.1£02
Plaquetas = 12+£05 0.6+0.2 08+0.3
Hemorragia = 1.1£02* 0.5+0.2 0.8+0.1
Edema = 1.0+£0.2 0.8+0.2 0.9+0.1
Total PMNs = 1.6£02* 1.0+£0.2 13+£02
(n=36) Linfocitos = 09+02 09+0.2 09+0.1
Plaquetas = 09+0.3 0.8+03 08+0.2
Hemorragia = 09+0.1* 0.4+0.1 0.6x0.1
Edema = 09+0.1 0.8+0.1 09+0.1

PMNSs, leucocitos polimorfonucleares. El contenido de PMNs y linfocitos se valoré con una escala de 0
a 3, y el contenido de plaquetas, la hemorragia y el edema con una escala de 0 a 4. *P < 0.05 con
respecto a los animales sin dafio intimal. Aunque las puntuaciones se expresan como media + error
estandar por motivos descriptivos, todas las comparaciones se han efectuado con tests no paramétricos
(prueba U de Mann-Whitney).
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7. EXPERIMENTOS ADICIONALES: MAGNITUD DE LA EMBOLIZACION DE

PLAQUETAS AL MIOCARDIO DESDE UN TROMBO MURAL

INTRACORONARIO

7.1. Datos hemodinamicos y arritmias ventriculares

Los datos hemodinamicos en los animales de esta serie se resumen en la Tabla 7. La
frecuencia cardiaca aument6 ligeramente después de la oclusion coronaria, y se mantuvo
estable durante el periodo de reperfusion. La presion adrtica no se modifico
significativamente durante el experimento. Al iniciar el experimento, el flujo sanguineo
medio en la descendente anterior era 13 + 1 ml/min. Tras el dafio intimal, 24 animales
desarrollaron un promedio de 12 + 1 variaciones ciclicas del flujo en la arteria descendente
anterior. El nimero medio de variaciones ciclicas del flujo en cada grupo fue de 9 + 2 en los
animales sin oclusion coronaria, 17 + 3 en los animales con 25 min de oclusion, 14 + 2 en
los animales con 48 min de oclusion sin aspirina, y 7 + 2 en aquellos con 48 min de oclusion
coronaria con aspirina (P < 0.05 para la comparacion entre este grupo y el resto de grupos
con oclusion coronaria). Seis de los animales en los que se ligd la descendente anterior
presentaron fibrilacion ventricular durante el periodo de oclusion coronaria, 30 + 4 min tras

la oclusion, y 11 durante los minutos iniciales de la reperfusion.

7.2. Deposito de plaquetas en la descendente anterior y acumulacion en el miocardio
El recuento de plaquetas en sangre al final del experimento fue en promedio de 404 +
23 x10° plaquetas/l, sin diferencias entre los grupos de tratamiento. En todos los animales se
detect6 un contenido aumentado de plaquetas depositadas en la arteria descendente anterior
con respecto a la coronaria derecha (1847 + 626 vs. 23 + 5 x10° plaquetas/cm?,

respectivamente, P = 0.009). En la Figura 16 se resumen los resultados de la cuantificacion
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del contenido miocardico de plaquetas. En el territorio control, el contenido de plaquetas fue
en promedio de 13.0 + 1.2 x10° plaquetas/g, sin diferencias entre los grupos. En el territorio
dependiente de la descendente anterior, el contenido de plaquetas fue similar al de la region
control (129 + 19%, P = NS) en los animales que no fueron sometidos a oclusion coronaria,
pero estuvo significativamente aumentado en los restantes, y este incremento fue
directamente proporcional a la duracion de la oclusion (172 + 20% en los animales con 25
minutos de oclusion y 312 + 71% en aquellos con 48 minutos de oclusion sin aspirina, P <
0.05 con respecto a los grupos previos). En los animales tratados con aspirina, el contenido
de plaquetas en el miocardio reperfundido representé un 483 + 148% del valor en el
territorio control (P = NS con respecto a los animales con 48 minutos de oclusion coronaria
que no recibieron aspirina). El contenido de plaquetas en el miocardio dependiente de la
descendente anterior no se correlaciond con la magnitud del deposito de plaquetas en la

arteria ni con el numero de variaciones ciclicas del flujo (Figura 17).

7.3. Acumulacion miocardica de leucocitos polimorfonucleares

La actividad de la mieloperoxidasa en la region control fue en promedio 14 + 3 x10°
Ul/g (7 +2, 21 + 8, y 16 + 4 x10? Ul/g, respectivamente, en los animales sometidos a 25
minutos de oclusion coronaria, 48 minutos de oclusidn sin aspirina, y 48 minutos de oclusién
con aspirina, P = NS). En el miocardio reperfundido, la actividad de la mieloperoxidasa fue
en promedio de 54 % 2 x10” Ul/g (P = 0.03 con respecto al valor en el miocardio control),
sin diferencias significativas entre los grupos (25 % 15, 34 + 10 y 92 + 36 x10° IU/g,
respectivamente, P = NS). La actividad de la mieloperoxidasa en el miocardio reperfundido
no se correlacioné con la magnitud del depdsito de plaquetas en la descendente anterior ni
con el nimero de variaciones ciclicas del flujo, pero se correlacioné estrechamente con la

radioactividad especifica en el miocardio reperfundido (Figura 18).
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Figura 16. Contenido de plaquetas en el miocardio dependiente de la descendente
anterior (DA) y en el miocardio control en los cuatro grupos de tratamiento. OC,
oclusion coronaria, AAS, aspirina. *P < 0.05 con respecto a los primeros dos grupos.
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Figura 17. Representacion de los valores individuales del contenido miocérdico de plaquetas
en funcién de la magnitud del depdsito de plaquetas en la descendente anterior (DA, grafico
superior) y del nimero de variaciones ciclicas del flujo (VCF, gréfico inferior). La acumulacién
miocardica de plaquetas no se correlacioné con ninguno de estos parametros.
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Figura 18. Correlacion entre la actividad de la enzima mieloperoxidasa (MPO) y la
radioactividad especifica en el miocardio dependiente de la descendente anterior (DA),
indicativas del contenido de leucocitos polimorfonucleares y plaquetas, respectivamente.
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7.4. Analisis histoquimico
En los animales sometidos a 48 minutos de oclusion coronaria, el tamafio del infarto
fue en promedio 3.1 = 1.7 g (2.3 + 1.1% de la masa ventricular) en aquellos que no
recibieron aspirinay 7.2 £2.2 g (5.3 £ 1.7%) en los que recibieron dicho farmaco (P = NS).
En la tercera loncha, el tamafio del infarto se correlaciono significativamente con la
radioactividad especifica (r = 0.52, P = 0.05) y con la actividad de la mieloperoxidasa (r =

0.70, P = 0.04).

7.5. Analisis histolégico

La arteria descendente anterior en su porcion distal se hallaba permeable en 12 de los
14 animales sometidos a 48-minutos de oclusion coronaria. En los dos restantes, la luz del
vaso estaba severamente estrechada por un trombo rico en plaquetas, fibrina y eritrocitos. En
el examen histologico del miocardio no se observaron agregados plaquetarios, leucocitos
polimorfonucleares o focos de hemorragia en el territorio control. En el miocardio
reperfundido, el analisis histologico mostro la presencia de ocasionales microémbolos
arteriolares solo en dos animales (14%), aquéllos con una trombosis coronaria extensa que
afectaba la porcion distal de la descendente anterior, y un microémbolo en otro animal
(Figura 19). En 10 animales, sin embargo, se observo la presencia de abundantes plaquetas,
en ocasiones formando pequefios agregados con leucocitos polimorfonucleares, adheridas a
las paredes de los pequefios vasos (Figura 20), cuya luz ocluian en ocasiones. Estas células
se localizaban de forma predominante en areas de necrosis miocardica. Sélo en tres animales

se observo una extravasacion significativa de hematies.

7.6. Estudios angiograficos

La apariencia angiografica de la arteria descendente anterior al inicio del



*>

Figura 19. Microtrombo formado por plaquetas, fibrinay algunos leucocitos
polimorfonucleares que ocluye totalmente laluz de una arteriola del &reaen
riesgo en uno de los animales con trombosis coronaria extensa, cuyo origen se
interpretd6 como embolico. Hematoxilina 'y eosina, xIOO.

MAH

Figura 20. Microfotografia obtenida en &rea en riesgo tras 48 minutos de
oclusién coronaria y dos horas de reperfusion. Se observa un capilar con edema
subendotelial, y leucocitos polimorfonucleares y plaquetas en relacion con su
superficie endotelial. PAS, xIOO.
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experimento era normal en todos los casos. En el nadir de las variaciones ciclicas del flujo, la
angiografia coronaria mostré una estenosis severa en el lugar del dafio intimal, con llenado
lento del vaso distal, o una oclusion subtotal. Inmediatamente después de la recuperacion del
flujo, la angiografia mostré una estenosis residual de severidad variable, en ocasiones con
imagen sugestiva de trombo intracoronario, y un llenado del vaso distal mejorado o
totalmente normalizado (Figura 21). En ningln caso estas inyecciones realizadas tras las
recuperaciones ciclicas del flujo demostraron la obstruccion aguda de alguna rama distal de

la descendente anterior sugestiva de embolizacion.



Figura 21. Ejemplo representativo de un experimento con angiografia coronaria
durante las variaciones ciclicas dd flujo. A) Antes del dafio intimai, € aspecto
angiografico y d llenado de la arteria descendente anterior son normales. B) En
e nadir dd flujo, la arteria esta préacticamente ocluida en su porcion media. C)
Inmediatamente después de una de las bruscas recuperaciones del flujo queda
una estenosis residual severa, pero e llenado del vaso distal esnormal y no se
observan amputaciones de sus ramas. En lastres fotografias puede verse d
medidor de flujo alrededor de la arteria
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DISCUSION
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1. HALLAZGOS FUNDAMENTALES

En este estudio se investigaron las repercusiones que una trombosis coronaria no
oclusiva, inducida mediante cateterismo intracoronario y dafio de la intima arterial, tiene
sobre el miocardio subyacente. Se analiz6 el efecto del dafio intimal sobre la magnitud de
la hiperemia tras una oclusion coronaria de breve duracion, y sus consecuencias sobre el
tamafio del infarto después de una oclusion prolongada, asi como la modificacion de esta
influencia por la aspirina. Finalmente, se cuantifico la magnitud de la embolizacion de
plaquetas al miocardio desde una lesion coronaria con trombosis dindmica y reducciones
ciclicas del flujo.

El dafio intimal coronario produjo una atenuacion de la respuesta hiperémica
después de 30 minutos de oclusiéon coronaria, y se asocié con una tendencia a un menor
flujo sanguineo regional y con una necrosis miocardica de mayor tamaiio después de 48
minutos de oclusion. El tratamiento con aspirina se acompafio de un mayor flujo
sanguineo miocardico regional tras la reperfusion y neutralizo la influencia deletérea del
dafio intimal coronario sobre el tamafio del infarto, si bien no redujo la necrosis en los
animales sin dafio intimal. La trombosis coronaria dindmica con reducciones ciclicas del
flujo no se acompafié de una embolizacion significativa de microtrombos plaquetarios al
miocardio distal. Por contraste, la reperfusion después de una ligadura coronaria
transitoria si indujo una acumulacion de plaquetas en el miocardio, y la magnitud de esta
acumulacion fue proporcional a la duracion de la isquemia, se asocié con el contenido de
leucocitos polimorfonucleares y con el tamafio del infarto y no se modifico por la
administracion de aspirina.

Estos resultados demuestran que la trombosis coronaria no oclusiva tiene una
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influencia deletérea sobre el miocardio subyacente, que puede contribuir a un mayor
tamafio de la necrosis tras la reperfusion y que puede ser contrarrestada por la aspirina.
Ademas, los resultados muestran que estos efectos de la trombosis coronaria sobre el
miocardio no dependen de una obstruccion significativa del lecho vascular distal por

multiples émbolos de plaquetas.

2. EFECTO DEL DANO INTIMAL CORONARIO SOBRE LA RESPUESTA
HIPEREMICA TRAS UNA OCLUSION CORONARIA TRANSITORIA

El dafio intimal coronario indujo una amortiguacion significativa de la respuesta
hiperémica después de una oclusién coronaria de 30 minutos de duracién, que fue
evidente ya desde los primeros minutos tras la liberacion de la oclusion y que se mantuvo
a lo largo de las cinco horas del periodo de reperfusion. Este efecto concuerda con los
hallazgos previamente descritos de un flujo endocardico disminuido’’ y una resistencia
vascular aumentada®®” distalmente a un trombo mural coronario.

La atenuacion de la respuesta hipcrémica en los animales con dafio intimal puede
explicarse por varios mecanismos. En primer lugar, en estos animales [a presencia de un
trombo mural podria causar una disminucion del calibre de la luz arterial, que si alcanzara
un valor critico limitaria las posibilidades de incremento del flujo'**"****. En segundo
lugar, el dafio intimal podria haber inducido una obstruccion del lecho vascular distal por
embolismos repetidos de material trombético. Finalmente, el dafio intimal podria haber
desencadenado cambios importantes en el tono vascular coronario, mediante la liberacion

17.27,29,36,5163.6769 4 la disminucion en la produccion de

de sustancias vasoconstrictoras
sustancias vasodilatadoras®®”, favoreciendo la vasoconstriccion en la zona adyacente y

en el lecho distal®>. Ademas, el deposito local de leucocitos polimorfonucleares
p
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49.51
|

inducido por el dafio intima podria haber contribuido a la vasoconstriccion

coronaria’ 6119219

Existen varios argumentos que sugieren indirectamente que, en el presente
estudio, la vasoconstriccion puede haber desempefiado un papel prominente como causa
del menor incremento del flujo coronario en los animales con dafio intimal. Por un lado,
el hecho de que la atenuacion de la hiperemia fuera ya manifiesta desde los primeros
minutos del periodo de reperfusion va en contra de que esté causada por una estenosis
critica o una embolizacion masiva de plaquetas al miocardio. Por otro lado, la
observacién de un contenido miocardico de plaquetas similar en los animales con dafio
intimal que en aquéllos no sometidos a cateterismo intracoronario sugiere que no existio
una obstruccion sostenida del lecho vascular distal por émbolos plaquetarios. La falta de
asociacion, en la serie adicional, entre el contenido miocardico de plaquetas y la severidad

de la trombosis en la arteria epicardica, asi como los resultados del analisis histologico,

refuerzan esta interpretacion.

3. EFECTO DEL DANO INTIMAL CORONARIO SOBRE EL FLUJO
SANGUINEO REGIONAL Y SOBRE EL. TAMANO DEL INFARTO TRAS UNA
OCLUSION CORONARIA PROLONGADA, Y SU MODIFICACION POR LA

ASPIRINA

3.1. Efectos del daiio intimal coronario
Antes de la oclusion coronaria, los valores del flujo sanguineo miocardico regional
en los animales de la serie B estaban dentro del rango normal'®”'®®, En los animales que

recibieron placebo, el dafio intimal indujo una atenuacion no significativa de la respuesta
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hiperémica y un aumento significativo del tamafio del infarto después de 48 minutos de
oclusién coronaria.

Las consideraciones expresadas en el apartado anterior respecto a los posibles
mecanismos del efecto perjudicial del dafio intimal sobre la hiperemia reactiva son
aplicables en relacion a su influencia sobre el flujo sanguineo miocardico regional y el
tamafio del infarto. Ademas, después de una isquemia prolongada como la que se produjo
en esta serie, debe tenerse también en cuenta la posible contribucion de una respuesta
inflamatoria aumentada a los efectos deletéreos del dafio intimal*****. Sin embargo, y
aunque el contenido miocardico de leucocitos polimorfonucleares estimado mediante el
analisis histologico en la serie B fue mayor en los animales sometidos a dafio intimal
coronario, no puede descartarse que esta respuesta inflamatoria aumentada sea meramente
una consecuencia de una necrosis miocardica mas extensa en estos animales, como se

discutira mas adelante (apartado 8).

3.2. Efectos de la aspirina

El tratamiento con aspirina 90 minutos antes de la oclusion coronaria se acompafid
de un flujo sanguineo miocardico regional mas elevado tras la reperfusion, y neutralizé
significativamente la influencia perjudicial del dafio intimal sobre el tamaifio del infarto.
Entre los animales con dafio intimal coronario, aquéllos tratados con aspirina tuvieron
infartos mas pequefios, mientras que entre los animales sin dafio intimal, el tratamiento
con aspirina se asocié con infartos de mayor tamafio, aunque estas diferencias no
alcanzaron la significacion estadistica.

Teniendo en cuenta los resultados de los experimentos con plaquetas marcadas, es
muy poco probable que el efecto favorable de la aspirina en los animales con dafio intimal

haya sido debido a una menor embolizacion o agregacion microvascular de plaquetas. El
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beneficio de la aspirina no puede explicarse tampoco por su efecto sobre la reoclusion

coronaria, dado que los animales en los que se identifico reoclusion fueron excluidos del

estudio. Sin embargo, la accion antitrombotica de la aspirina sobre la arteria epicardica

puede haber sido beneficiosa incluso en los animales sin reoclusion, ya que este farmaco
e L - . 55,61,149-151

es capaz de disminuir el deposito de plaquetas sobre la intima lesionada , la

produccién de sustancias toxicas por las plaquetas activadas®®, y la vasoconstriccion

3S8OLIZIT0 - asi como la adhesion a la pared arterial

resultante de dicha activacion
lesionada y la activacion de los leucocitos polimorfonucleares' .

En la serie adicional, se observé una tendencia a un mayor tamafio del infarto en los
animales tratados con aspirina, lo que parece contradecir los resultados de la serie B. Esta
aparente discrepancia podria explicarse, en parte, por el periodo de reperfusion mas
prolongado en la serie B (6 horas vs. 2 horas en la serie adicional), que podria ser necesario
para que se manifestaran los efectos beneficiosos de la aspirina sobre el infarto. Sin
embargo, los resultados sobre el tamaﬁo del infarto en la serie adicional deben ser
interpretados con cautela, al no estar corregidos por el tamaifio del area en riesgo.

La ausencia de efecto beneficioso de la aspirina en los animales sin dafio intimal
concuerda con los resultados de estudios previos en diferentes modelos experimentales de
isquemia y reperfusion'?®12>BLB4ITGTT 1 as consecuencias que la modificacion de la
funcion plaquetaria puede tener sobre el tamafio del infarto han sido poco estudiadas en
presencia de dafio intimal o de trombosis coronaria mural. Sin embargo, se ha observado
que la trombocitopenia® y el ibuprofén’®® son beneficiosos en presencia de una estenosis
coronaria residual, un escenario que favorece la trombosis. Recientemente, Libersan et
al "** analizaron el efecto de varias dosis de aspirina en perros sometidos a 90 minutos de

oclusion coronaria y seis horas de reperfusion a través de una estenosis residual critica, y

observaron que dicho farmaco no modificé significativamente el tamafio del infarto. Sin
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embargo, en ese estudio la aspirina se administro justo antes de la reperfusion, y una dosis
de 12 mg/kg, similar a la utilizada en nuestro estudio, se acompafié de una tendencia a un
menor tamafio del infarto (29 + 5% del rea en riesgo vs. 44 + 6% en el grupo placebo)'™.

Considerados en conjunto, estos resultados sugieren que la aspirina podria tener
efectos contrapuestos sobre el miocardio reperfundido, dependiendo de la presencia y la
extension del dafio intimal y de la trombosis en la arteria epicardica. En ausencia de
trombosis, la inhibicion de la ciclooxigenasa endotelial podria ser perjudicial para el

128,129,177

miocardio, debido a una menor produccion de sustancias protectoras y a una

195 Por el contrario, en

sintesis aumentada de sustancias toxicas, como los leucotrienos
presencia de dafio intimal y trombosis, este efecto perjudicial estaria ampliamente
contrarrestado por las consecuencias beneficiosas del antagonismo de la ciclooxigenasa

plaquetaria.

4. MAGNITUD DE LA EMBOLIZACION PLAQUETARIA AL MIOCARDIO
SUBSIDIARIO DE UNA ARTERIA CON TROMBOSIS DINAMICA, Y SU
MODIFICACION POR LA ASPIRINA

En la serie A, la acumulacion de plaquetas en el miocardio después de 30 minutos de
oclusion coronaria fue de magnitud similar en los animales con dafio intimal coronario que
en aquéllos sin dafio intimal. En la serie adicional, el dafio intimal coronario con reducciones
ciclicas del flujo tampoco se acompafi6 de un aumento significativo del contenido de
plaquetas en el miocardio subyacente. El contenido miocardico de plaquetas estaba
aumentado después de una oclusion coronaria transitoria, pero no se correlacion6 con la
magnitud del deposito de plaquetas en la arteria lesionada ni con el nimero de variaciones

ciclicas del flujo, y no se redujo por el tratamiento con aspirina, a pesar de que dicho
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farmaco disminuyo significativamente el nimero de variaciones ciclicas del flujo. Ademas,
en el analisis histologico apenas se observaron microtrombos plaquetarios en las arteriolas
miocardicas sugestivos de tener un origen embolico, y en los experimentos con angiografia
coronaria no se detectaron oclusiones de ramas de la descendente anterior que hicieran
pensar en una embolizacién macroscopica.

La posible relevancia de la microembolizacion coronaria a partir de un trombo
mural ha sido sugerida por el hallazgo de microtrombos fibrinoplaquetarios en los
pequefios vasos miocardicos en pacientes con enfermedad coronaria fallecidos
subitamente'®''*. Sin embargo, el mecanismo de produccion de estos microtrombos es
dificil de establecer, y en estos mismos estudios han sido atribuidos tanto a agregacion
local en los pequefios vasos como a embolizacion. No puede descartarse que el 29% de
aumento en el contenido de plaquetas en el miocardio dependiente de la descendente
anterior sobre el contenido en el territorio control observado en el presente estudio en los
animales sin oclusion coronaria pudiera haber alcanzado la significacion estadistica con
un mayor numero de animales. Sin embargo, la pequefia magnitud de este aumento
sugiere que la embolizacion desde un trombo coronario mural no es una causa relevante
de obstruccion extensa y mantenida de los pequefios vasos miocardicos situados aguas
abajo del trombo. Esta aseveracion se apoya también en los resultados de la serie A, en la
que el dafio intimal tampoco se asocié con un contenido miocardico aumentado de
plaquetas tras 30 minutos de oclusion coronaria y cinco horas de reperfusion, en la falta
de asociacion entre el contenido miocardico de plaquetas y la severidad de la trombosis
coronaria, y en los resultados del analisis histologico y de los estudios angiograficos,
estos tltimos coincidentes con una observacion previa realizada en el modelo canino®. El
hecho de que la aspirina no haya disminuido el contenido miocardico de plaquetas a pesar

de su eficacia sobre las reducciones ciclicas del fluyjo también sugiere que ambos
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fendmenos son independientes. Teniendo en cuenta que las reducciones ciclicas del flujo
se producen como resultado de una trombosis coronaria dinamica*'**"*, la ausencia de
una acumulacion de plaquetas en el miocardio subyacente sugiere la existencia de una
rapida desagregacion de las plaquetas una vez que se han desprendido del trombo
coronario, lo que les permitiria pasar a través del lecho capilar y alcanzar la circulacion

sistémica.

5. CARACTERIZACION HISTOLOGICA DEL MODELO

El analisis histologico de un segmento de la arteria descendente anterior distal al
lugar de la ligadura coronaria en los animales sometidos a 48 minutos de oclusion
coronaria ha permitido validar el método de dafio intimal coronario utilizado en el
presente estudio. En todos los animales sometidos a cateterismo intracoronario se
confirmé la existencia de denudaciéon coronaria extensa, rotura de la lamina eléstica
interna y trombosis mural de mayor o menor severidad.

En la serie adicional, en la mitad de los animales en los que no se realiz6 una
oclusion coronaria tuvo que aplicarse una constriccion externa de la arteria para facilitar
el desarrollo de reducciones ciclicas del flujo. Por contraste, en ausencia de tratamiento
con aspirina, todos los animales sometidos a la ligadura de la descendente anterior
desarrollaron reducciones ciclicas del flujo de forma espontanea después de la
reperfusion. Ademas, el nimero de reducciones ciclicas del flujo fue superior en estos
animales que en aquéllos sin oclusion coronaria y que en los tratados con aspirina. Esta
aparentemente mayor propensién de los animales con ligadura coronaria transitoria a
desarrollar trombosis con variactones ciclicas del flujo puede deberse en parte a que dicha

intervencion es capaz de distorsionar la forma del vaso y determinar cierto grado de
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estenosis residual tras la reperfusion, y quiza también porque estos animales podrian tener
un dafio intimal mas severo que el resto. En este sentido, tiene interés la observacion de
que, en el lugar de la ligadura, todos los animales tenian un dafio de la intima que, aunque
poco extenso, era profundo, con rotura focal de la lamina elastica interna, lo que

constituye un poderoso estimulo para la adhesion de plaquetas y la trombosis**">.

6. EFECTO DEL DANO INTIMAL Y DE LA ASPIRINA SOBRE LA
REOCLUSION CORONARIA

El 21.5% de los animales del presente estudio (series A y B) presentd reoclusion
coronaria. Aunque la frecuencia de reoclusion fue ligeramente superior en los animales
sometidos a cateterismo coronario y dafio intimal que en los restantes animales, esta
diferencia no alcanzd la significacion estadistica. El hecho de que en el lugar de la
ligadura todos los animales tuvieran un dafio profundo de la intima puede explicar la falta
de una relacion mas estrecha entre la asignacion a dafio intimal y la reoclusién coronaria.

En estudios previos realizados en diferentes modelos animales se ha demostrado el
efecto protector de la aspirina contra la trombosis coronaria®'?2!*>6L62150131 * Ademas,
existe una amplia informacidon sobre el beneficio de la aspirina contra la oclusién
coronaria aguda en las més variadas situaciones clinicas’'"'*>!**_En el presente estudio,
la administracion endovenosa de aspirina 90 minutos antes de la oclusién disminuy6
significativamente la incidencia de reoclusion coronaria y evitd por completo las
reoclusiones permanentes en los animales de la serie B, y disminuy6é el numero de

reducciones ciclicas del flujo en los animales de la serie adicional, lo que concuerda con

esos estudios previos.
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7. EFECTO DEL DANO INTIMAL Y DE LA ASPIRINA SOBRE LA

CONTRACTILIDAD SEGMENTARIA Y LAS ARRITMIAS VENTRICULARES
DURANTE LA ISQUEMIA Y LA REPERFUSION

En los animales sometidos a 48 minutos de oclusién coronaria (serie B), los
cambios que se produjeron en la longitud telediastolica y en la fraccion de acortamiento
sistolico en el territorio dependiente de la descendente anterior durante la oclusion

180,181,190
A8L1%0 v no fueron

coronaria y la reperfusion son los habituales en este modelo
influidos de forma significativa por la provocacion de dafio intimal coronario ni por la
administracion de aspirina. Esta ausencia de modificacion de la contractilidad
segmentaria por la aspirina contradice en parte los resultados de algunos estudios previos
en modelos mas bésicos, como en preparaciones musculares o en el corazon aislado de
rata sometido a isquemia global, en los que la aspirina y otros antiinflamatorios no
esteroideos habian mostrado un efecto inotrépico positivo'”*'*’. En comparacién con los
restantes animales, en el grupo que recibid placebo y dafio intimal se observo durante los
primeros 30 minutos de reperfusion una tendencia a una menor longitud telediastolica en
el territorio reperfundido, que alcanzé valores claramente por debajo de los previos a la
oclusién coronaria, y que podria reflejar una mayor densidad de miocitos hipercontraidos
y de bandas de contraccion y estar relacionada con el mayor tamafio del infarto en este
grupo'®®

La incidencia de fibrilacién ventricular tampoco se modificé por el dafio intimal
coronario o por el tratamiento con aspirina. En estudios previos en los que se ha analizado
el efecto de la aspirina y de otros firmacos antiagregantes plaquetarios sobre las arritmias
ventriculares durante la isquemia y la reperfusion miocardicas se han obtenido resultados

contrapuestos''®'**'2!, Se ha descrito que la trombosis coronaria con reducciones ciclicas

del flujo acarrea un riesgo de arritmias ventriculares, especialmente en el modelo
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porcino®', y que los firmacos antiagregantes plaquetarios podrian reducir este riesgo'"”.
En la serie adicional de nuestro estudio, sin embargo, ningin animal presenté arritmias
ventriculares severas fuera del periodo de oclusion o de la reperfusion inmediata, a pesar

de la existencia de abundantes reducciones ciclicas del flujo coronario.

8. EFECTO DEL DANO INTIMAL CORONARIO Y DE LA ASPIRINA SOBRE
LA ACUMULACION DE LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES EN EL
MIOCARDIO DESPUES DE UNA OCLUSION CORONARIA TRANSITORIA

El dafio intimal de la descendente anterior antes de la oclusion coronaria indujo el
depdsito de leucocitos polimorfonucleares en la pared arterial, lo que concuerda con

51 En ausencia de infarto, el dafio intimal no favorecié la

observaciones previas
acumulaciéon de leucocitos en el miocardio distal, segiin demostré el analisis de Ia
mieloperoxidasa envlos animales sometidos a 30 minutos de oclusion (serie A). De hecho,
el contenido de leucocitos polimorfonucleares en el miocardio reperfundido no estaba
aumentado con respecto al valor en el territorio control en ninguno de los dos grupos de
esta serie, lo que puede explicarse por la breve duracion de la oclusién coronaria'®.

Entre los animales con 48 minutos de oclusion (serie B), el contenido miocardico
de leucocitos polimorfonucleares estaba aumentado en los animales que habian sido
sometidos a dafio intimal coronario. La falta de demostracion de que la activacion de los
leucocitos que se produce como consecuencia del dafio intimal y la trombosis coronaria®”
8 favorezca su acumulacién en el miocardio subyacente, y los argumentos en contra de

36145 junto con los resultados del analisis de la

esta hipotesis citados previamente
mieloperoxidasa en la serie A, sugieren que esta infiltracion miocardica por células

inflamatorias no fue una consecuencia directa del dafio intimal coronario. Por el contrario,
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dado que después de una oclusiéon coronaria prolongada, como la que tuvo lugar en la
serie B, se produce sistematicamente una acumulacion de leucocitos polimorfonucleares
en el miocardio, cuya magnitud es proporcional al dafio producido por Ila

142,143,199-205 " o5 probable que el mayor contenido de neutrofilos en los animales

isquemia
con dafio intimal se deba a que tenian infartos mas extensos que los animales sin dafio
intimal. En este sentido, en la serie adicional se demostré la existencia de una correlacion
significativa entre la actividad de la mieloperoxidasa y el tamafio del infarto.

El tratamiento con aspirina no modific6 de forma significativa el contenido
miocardico de leucocitos, tanto en la serie B como en la serie adicional, lo cual esta de
acuerdo con la falta de efecto de la aspirina o de otros inhibidores de la ciclooxigenasa
sobre la respuesta inflamatoria que se produce durante la reperfusion observada en

estudios previos'?*17320!,

9. MECANISMOS DE LA ACUMULACION DE PLAQUETAS EN EL
MIOCARDIO REPERFUNDIDO

En contraste con la falta de efecto del dafio intimal coronario sobre el deposito
microvascular de plaquetas, la reperfusion después de una ligadura coronaria transitoria si se
acompaiid de una acumulacion miocardica de plaquetas marcadas. Ademas, la magnitud de
esta acumulacién fue proporcional a la duracion de la isquemia y se correlaciono con el
contenido de leucocitos polimorfonucleares y con el tamafio del infarto, lo que concuerda
con observaciones previas'® %1119 Bl analisis histologico confirmé estos hallazgos y
mostré un extenso depésito de plaquetas, frecuentemente junto con neutréfilos, en los
pequefios vasos del miocardio reperfundido, especialmente en las areas de infarto.

Se ha demostrado que la adhesividad del endotelio microvascular esta aumentada
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7076206 pero ni los mecanismos del deposito de plaquetas en la

después de la isquemia
microvasculatura del miocardio reperfundido ni sus consecuencias sobre la viabilidad de los
miocitos se conocen con exactitud. Se han explorado diferentes estrategias para reducir la
acumulacion miocardica de plaquetas durante la reperfusion o para modificar sus efectos,
con resultados dispares!0106:108:109-112123.126,127,194

En el presente estudio, el tratamiento con aspirina no redujo la magnitud de esta
acumulacion, e incluso los animales que recibieron aspirina mostraron una tendencia a un
mayor contenido miocardico de plaquetas, lo cual podria ser debido al azar, o estar
relacionado con la tenencia a un mayor tamafio del infarto en estos animales. No es probable
que la falta de efecto de la aspirina sobre el depdsito microvascular de plaquetas sea debida a
una dosis insuficiente, ya que la dosis que se administro es capaz de inhibir la agregacion

plaquetaria in vitro en este modelo'™, y en el presente estudio prolongé el tiempo de sangria

y redujo las variaciones ciclicas del flujo coronario. En estudios previos realizados en perros,

105 194

ni el ibuprofén’ " ni la aspirina a dosis de 2 a 12 mg/kg ™ disminuyeron la magnitud de la
acumulacién miocardica de plaquetas durante la reperfusion, aunque en ninguno de estos
estudios se determino la existencia de reducciones ciclicas del flujo.

Esta falta de efecto de la aspirina sobre el deposito microvascular de plaquetas
sugiere que otros mediadores distintos del tromboxano A; estan involucrados. Se ha
sugerido que la administracion de abcximab, un antagonista de la glicoproteina IIb/Illa,
responsable en ultimo término de la agregacion plaquetaria, podria mejorar la perfusion

207,208

microvascular después de la reperfusién en el infarto agudo de miocardio , pero las

evidencias experimentales en este sentido son contradictorias. El antagonismo de la
glicoproteina IIb/Illa ha sido capaz de reducir la acumulacién de plaquetas y el infarto

209

cerebral después de una oclusion arterial cerebral transitoria en ratas™ , pero no disminuy¢ la

acumulacion miocardica de plaquetas o de neutrofilos ni el tamaifio del infarto en un estudio
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realizado recientemente en nuestro laboratorio en un modelo similar al utilizado en el

219 Eg posible que estas divergencias sean debidas, al menos en parte, al

presente estudio
farmaco utilizado en cada uno de estos estudios, ya que algunos de los antagonistas de la
glicoproteina IIb/Illa bloquean también otros receptores que intervienen en la adhesion de

11,212

plaquetas y leucocitos al endotelio reperfundido, como el receptor de la vitronectina® 0

el receptor Mac-1%7#14,

La relacion observada en el presente estudio entre la acumulacion miocéardica de
plaquetas y la actividad de la mieloperoxidasa sugiere que la primera podria estar influida
por la presencia de leucocitos activados en la microcirculacion. En este sentido, existen
abundantes evidencias de una cooperacion activa entre los leucocitos y las plaquetas durante

36,215
€

la isquemia y la reperfusion miocardicas, tanto en la sangre circulant , como en el

130,49,170,216 109,112,123,217

trombo arteria o en la propia microcirculacion

10. CONSIDERACIONES METODOLOGICAS

Este estudio ha sido realizado en el modelo porcino, practicamente carente de
circulacién colateral coronaria nativa?®, por lo que las diferencias que se han observado
entre los diferentes grupos en el flujo miocardico, el deposito de plaquetas y de leucocitos en
el miocardio y el tamafio del infarto no pueden ser atribuidas a diferencias en la densidad de
colaterales.

La determinacion de la actividad de la mieloperoxidasa no permite estimar el nimero
de leucocitos polimorfonucleares que han liberado su contenido intracelular antes del
procesamiento de las muestras'®?". Sin embargo, este método ha sido, y continiia siendo,
extensamente utilizado para la cuantificacién de la infiltracion miocardica por leucocitos

! 2
polimorfonucleares' '#'%1%4,
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El tamafio del infarto se midi6 mediante la reaccion histoquimica del
trifeniltetrazolio. Este método ha demostrado correlacionarse bien con la extension de la
necrosis estimada mediante el estudio histologico'®. De hecho, en un estudio realizado en
nuestro laboratorio, en el que se incluyé una gran parte de los animales de la serie B, la
cuantificacion histoquimica del tamafio del infarto en una loncha miocardica guard6é una
buena correlacion (r = 0.90) con el area de necrosis en bandas de contraccion estimada en el

198 Esta tendencia

analisis histologico, con una tendencia a obtener valores algo menores
podria sugerir que la hipercontractura precede a la necrosis, o ser consecuencia de la
aparicion por artefacto de bandas de contraccion debido a las manipulaciones en la obtencion
y fijacion de las muestras®.

Se ha descrito que la lidocaina puede modificar las propiedades adhesivas de los
leucocitos y, posiblemente, tener un efecto beneficioso sobre el tamafio del infarto o
desempeiiar un papel permisivo en el efecto beneficioso obtenido por otros farmacos®™' 2.
Aunque en las series A y B los animales recibieron lidocaina al inicio del experimento, el
hecho de que todos los animales recibieran la misma dosis hace improbable que el uso de
este farmaco haya contribuido a los resultados observados.

En los animales sometidos a 48 minutos de oclusion (serie B) no se colocé un
medidor del flujo alrededor de la arteria descendente anterior durante el periodo de
reperfusion, con el fin de manipular lo menos posible la arteria y para evitar que el propio
medidor la distorsionara y favoreciera la trombosis. Esto impidi6 monitorizar el flujo
coronario en esta serie, y constituye una limitacion a la hora de identificar los animales con
reoclusion. Sin embargo, debido a la ausencia de colaterales en el modelo porcino, fue
relativamente facil detectar los episodios de reoclusion mediante la observacion cuidadosa y

continua de la apariencia de la arteria descendente anterior y de la pared ventricular

dependiente de dicha arteria. Los cambios en el electrograma local ayudaron a identificar las
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reoclusiones, que se confirmaron al final del experimento mediante el analisis histologico.
En el momento de realizar los experimentos de la serie adicional, disponiamos de un
medidor de flujo de pequefio tamafio y muy poco traumatico, que se utilizo sin problemas.

El tiopental y otros barbitiricos pueden afectar al funcionalismo plaquetario in
vitro y ex vivo*>>*** Sin embargo, es poco probable que este anestésico haya tenido un
efecto antiagregante plaquetario significativo en el presente estudio, ya que la mayoria de
los animales de la serie adicional desarrollaron espontaneamente reducciones ciclicas del
flujo, indicativas de la presencia de una trombosis coronaria dinamica.

Si en lugar de determinar el contenido de plaquetas marcadas en muestras
seleccionadas del miocardio se hubiera realizado un muestreo mas exhaustivo de toda el area
en riesgo, las posibilidades de no detectar microémbolos plaquetarios habrian sido menores.
Sin embargo, la estrategia que se utilizd permitié analizar una proporcioén considerable del
area en riesgo, probablemente suficiente para descartar una embolizacion significativa al
miocardio desde el trombo coronario, y ademas posibilité el analisis histologico en dos
lonchas miocardicas adicionales.

En la serie adicional, se realiz6 una perfusion adrtica retrograda del corazon para
evitar que el secuestro de sangre en los vasos miocardicos pudiera distorsionar los
resultados. Si esta perfusién no se hubiera realizado correctamente, el impacto de las
reducciones ciclicas del flujo sobre el contenido miocardico de plaquetas podria haber sido
enmascarado, buen por una actividad de fondo aumentada o por arrastre de los
microémbolos por el liquido de lavado. Sin embargo, es poco probable que esto haya
ocurrido, ya que se han utilizado métodos de perfusion similares, o incluso con presiones
mayores, en estudios que han demostrado la presencia de microtrombos plaquetarios en los
pequefios vasos miocardicos” %2112 Ademas, el contenido estimado de plaquetas en la

zona control fue practicamente idéntico en todos los grupos, y apenas se detectaron émbolos
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de plaquetas o hemorragia en el examen histologico.

Finalmente, también en la serie adicional, si los experimentos se hubieran
prolongado durante mas de dos horas se habria podido detectar un mayor numero de
microémbolos. Se selecciond esta duracion del periodo de reperfusion porque, a la vez
que permitia el desarrollo de un nimero relativamente grande de reducciones ciclicas del
flujo, evitaba que un eventual efecto de la embolizacion coronaria sobre el contenido
miocardico de plaquetas pudiera verse enmascarado por la acumulacion progresiva de

plaquetas que se produce sistematicamente durante la reperfusion'®”.
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CONCLUSIONES
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En el modelo de dafio intimal inducido por cateterismo intracoronario en el corazon
porcino in situ utilizado en este trabajo:

1. El dafio intimal coronario indujo una atenuacion significativa de la respuesta
hiperémica después de 30 minutos de oclusion coronaria. Esta atenuacion fue
ya evidente en los primeros minutos después de la reperfusion.

2. Después de 48 minutos de oclusion coronaria, el dafio intimal se asocié con
una tendencia a un menor flujo sanguineo miocardico regional y con un mayor
tamafio del infarto, medido a las seis horas de reperfusién (36.2 = 7.0% del
area en riesgo, vs. 10.8 + 3.9% en los animales sin dafio intimal, P = 0.006).

3. La administracion endovenosa de aspirina (10.0 + 0.4 mg/kg) 90 minutos antes
de la oclusion coronaria se acompafié de un mayor flujo sanguineo miocéardico
regional después de la reperfusion y neutralizo significativamente (P = 0.035)
la influencia deletérea del dafio intimal sobre el tamaiio del infarto (20.3 £ 6.5
vs. 21.7 £ 6.5% del area en riesgo en los animales tratados con aspirina que
fueron sometidos o no a dafio intimal coronario, respectivamente, P = NS).
Entre los animales sin dafio intimal coronario, la aspirina no fue beneficiosa, e
incluso se asoci6 con una tendencia no significativa a infartos de mayor
tamafio.

4. La trombosis coronaria dinamica inducida mediante el dafio intimal no se
acompaii® de una embolizacion significativa de plaquetas al miocardio
subyacente. El contenido miocardico de plaquetas dos horas después del daiio
intimal fue similar al contenido en el territorio control (129 £19%, P = NS), a

pesar de la existencia de repetidas reducciones ciclicas del flujo, y no se
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correlaciond con el deposito de plaquetas en la arteria epicardica lesionada ni
con el nimero de reducciones ciclicas del flujo. El analisis histologico
confirm¢ la rareza del hallazgo de microémbolos plaquetarios en las arteriolas
miocardicas.

El cateterismo intracoronario utilizado en el presente estudio provocé un dafio
intimal coronario extenso, que se confirmé mediante el analisis histoldgico,
con denudacion endotelial, rotura de la lamina elastica interna y trombosis. La
oclusion coronaria mediante ligadura externa indujo un dafio intimal
localizado, pero profundo.

El dafio intimal coronario no aumenté significativamente la incidencia de
reoclusion coronaria después de la reperfusion. El tratamiento con aspirina
disminuy6 de forma significativa el nimero de reducciones ciclicas del flujo y
la incidencia de reoclusion.

Ni el dafio intimal coronario ni el tratamiento con aspirina modificaron
significativamente la contractilidad segmentaria ni las arritmias ventriculares
durante la isquemia y la reperfusion.

Ni el dafio intimal coronario ni el tratamiento con aspirina modificaron el
contenido miocardico de leucocitos polimorfonucleares después de una
oclusion coronaria transitoria. Entre los animales con 48 minutos de oclusion
coronaria, el contenido e neutrdfilos en el miocardio reperfundido estaba
aumentado en aquéllos sometidos a dafio intimal coronario, pero este aumento
puede deberse a la estrecha relacion existente entre el contenido de leucocitos
y el tamaiio del infarto.

Después de una oclusion coronaria transitoria se produjo una acumulacién de

plaquetas en el miocardio reperfundido. La magnitud de esta acumulacion fue
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proporcional a la duracién de la oclusion (172 + 20% del contenido en el
territorio control después de 25 minutos de oclusiéon y 312 + 71% después de
48 minutos de oclusioén) y no fue disminuida por el tratamiento previo con
aspirina (483 + 148% del contenido en el territorio control, P = NS respecto a
los animales con 48 minutos de oclusion que no recibieron aspirina). El
contenido miocardico de plaquetas se correlaciond significativamente con el
contenido de leucocitos polimorfonucleares y con el tamafio el infarto.

10. Las reducciones ciclicas del flujo se acompafiaron de la demostracion
angiografica de una trombosis coronaria parcialmente oclusiva y de
variaciones en la perfusion del vaso distal, pero no se observaron
amputaciones de ramas arteriales sugestivas de embolizacion macroscopica de

material trombotico.

En resumen, los resultados de este estudio indican que el dafio intimal y la
trombosis coronaria no oclusiva pueden tener un efecto perjudicial sobre el miocardio
subyacente después de una oclusién coronaria transitoria, por mecanismos independientes
de la reoclusion coronaria, y que este efecto puede ser contrarrestado por la aspirina.
Estos resultados podrian ayudar a explicar la discrepancia existente entre el importante
efecto beneficioso de la aspirina en los pacientes con infarto agudo de miocardio y la
tendencia a un efecto perjudicial en distintos modelos animales de oclusién coronaria
transitoria, y sugieren que los modelos animales de ligadura coronaria externa sin un dafio
intimal extenso no reproducen adecuadamente algunos aspectos fisiopatologicos de la
reperfusion en pacientes con infarto agudo de miocardio. Finalmente, los resultados
sugieren que la influencia deletérea de la trombosis coronaria no oclusiva sobre el

miocardio subyacente no se debe a una obstruccion significativa de los pequefios vasos
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miocardicos por multiples émbolos plaquetarios, y que la acumulacion miocéardica de
plaquetas durante la reperfusion se produce fundamentalmente por depésito local en la
microvasculatura, aun en presencia de una trombosis coronaria activa en la arteria

responsable.
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