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1. RESUMEN

La aterosclerosis es una enfermedad ampliamente estudiada en humanos, y
son muchos los factores predisponentes conocidos. Al igual que en humanos,
los perros pueden sufrir de aterosclerosis. Las caracteristicas histopatoldgicas
de las lesiones ateroscleréticas caninas son similares a las de los humanos.
Habiéndose encontrado recientemente una relacién entre la aparicion de
lesiones ateroscleréticas experimentales en las arterias coronarias del perro y
la edad del sujeto, nuestro objetivo fue hacer un estudio de campo describiendo
las caracteristicas histoldgicas y la eventual presencia de lesiones en las
arterias coronarias y en sus ramas en el perro, y estudiar las eventuales
correlaciones entre diversos factores predisponentes (sexo, edad, tamafno,
estado de carnes, tipo de alimentacion, estilo de vida y convivencia o no con
fumadores del perro doméstico), lesiones vasculares coronarias, abundancia
de adipocitos y de capilares sanguineos. Se muestre6 aleatoriamente 68 perros
fallecidos, en un plazo no mayor a 3 horas. Una muestra del corazon fue
tomada del surco coronario, donde la arteria coronaria izquierda se bifurca en
las ramas paraconal y circunfleja, para determinar el espesor de las capas
intima, media y adventicia de la arteria paraconal. La otra muestra incluyé tejido
miocardico en las porciones mas distales de la arteria paraconal, para
determinar la densidad y el volumen porcentual de adipocitos en miocardio y
paquetes vasculo-nerviosos asociados, y la densidad de capilares sanguineos.
Las muestras - fijadas en formol - fueron procesadas histolédgicamente con
técnicas clasicas. Se clasifico los diferentes tipos de lesion vascular
encontradas y se determin6é que 22,4% de los individuos evaluados no
presentaron lesiones, 42,8% tuvieron lesiones tipo |, 18,3% tuvieron lesiones
tipo Il y 16.3% tuvieron lesiones tipo Ill o mayor. El espesor de la capa intima
de las lesiones tipo Ill o mayor fue mayor que en las lesiones de tipos | o Il
(P=0,00). El espesor de la capa media en las lesiones tipo Ill o0 mayor tendi6 a
ser mayor que en las lesiones tipo | o Il (P=0,08). El espesor de la capa
adventicia en las lesiones tipo Ill o mayor tendi6 a ser mayor que en las
lesiones tipo | o Il (P=0,14). No se encontrd diferencias en el resto de las
variables morfométricas respecto a los tipos de lesiones vasculares, la edad, el
estado de carnes, el sexo, el tamafo corporal y el régimen de vida. La
densidad de adipocitos en miocardio tendié a ser mayor en las franjas etarias
de 3 a 8 anos (P=0,18) y de mas de 9 afios (P=0,11) respecto a la franja etaria
de 0 a 2 afos. Los casos que presentaron lesiones vasculares mas avanzadas
(tipo Il 0 mayor) se asociaron con distintas patologias severas. Este es el
primer estudio de campo que clasifica lesiones ateroscleréticas coronarias en
una poblacién de perros, no sélo para nuestro pais, sino a nivel mundial.



2. SUMMARY

Atherosclerosis is a well known disease in humans, with many predisposing
factors described. Like humans, dogs can suffer from atherosclerosis. The
histopathologic traits of canine atherosclerotic lesions are similar to those of
humans. Since a link between a dog's age and the development of
atherosclerotic lesions in coronary arteries has been recently reported, our
objective was to describe the histological characteristics and the possible
presence of lesions in coronary arteries and their branches in the dog, and to
study any correlations between various predisposing factors (gender, age, body
size, body condition, type of food, lifestyle and cohabitation with smokers),
coronary vascular lesions and abundance of adypocytes and capillaries. Sixty-
eight deceased dogs were randomly sampled within a period not exceeding 3
hours. A sample of the heart was taken from the coronary sulcus, where the left
coronary artery bifurcates into the circumflex and paraconal branches, in order
to determine the thickness of the intima, media and adventitia layers of the
paraconal artery. Another sample consisted of myocardial tissue from the distal
portion of the paraconal artery, in order to determine the density and the
percentual volume of adipocytes in the myocardium and in associated
neurovascular bundles, and the density of capillaries. Formalin—fixed samples
were processed for standard histology. We classified the different types of
vascular injury and determined that 22.4% of individuals tested showed no
lesions, 42.8% had type | lesions (microscopic), 18.3% had type |l lesions and
16.3 had type lll or greater lesions. The thickness of the intima in type Il or
greater lesions was higher than in those from types | or Il (P=0.00). The
thickness of the media layer in type |l or greater lesions tended to be higher
than in those from types | or Il (P=0.08). The adventitia layer thickness in type
lll or greater injuries tended to be higher than in those from types | or |l
(P=0.14). No difference was found in other morphometric variables according to
vascular lesions, age, body condition, sex, body size or life regime. The density
of adipocytes in myocardium tended to be higher in the age ranges from 3 to 8
years (P=0.18) and more than 9 years (P=0.11) as compared to the age group
0 to 2 years. The more advanced cases of vascular lesions (type lll or greater)
were associated with various severe pathologies. This is the first field study
classifying coronary atherosclerotic lesions in a population of dogs, not only for
our country but worldwide as well.



3. INTRODUCCION

Es bien conocido que los problemas cardiacos en el ser humano estan sujetos
a una influencia ambiental muy importante. En particular, la edad, la
alimentacion y el estilo de vida tienen una gran influencia sobre la aparicion o
no de lesiones vasculares en las arterias coronarias y sus ramas. En los
ultimos anos, se han encontrado datos que sugieren que una situaciéon similar
puede ocurrir en el perro doméstico. En particular, los perros pueden sufrir de
aterosclerosis, y al igual que en seres humanos se depositan apolipoproteinas
en placas de ateroma que pueden mineralizarse, y llegar a obstruir las luces
arteriales. En condiciones experimentales, este proceso se ha encontrado en
perros de mas de 10 afos de edad pero no en perros de menos de 3 afos
(Sako y col., 2003). Las caracteristicas histopatolégicas e inmunohistoquimicas
de las lesiones ateroscleréticas caninas son similares a las de los humanos,
caracterizandose por el deposito e infiltracidn de lipidos cargados de células
espumosas en la capa intima y la capa media, a veces formando placas
fibroadiposas, que contienen abundante material sudanofilico (es decir, lipidos),
estrias de colesterol y material mineralizado. Las lesiones se inician en la capa
intima y se extienden a las capas media y adventicia (Kagawa y col., 1998).

Las lesiones arteriales ateroscleréticas han sido estudiadas extensamente en el
ser humano y en animales de experimentacion. Hace unos afios se ha
estandarizado la descripcion y clasificacién de las mismas.

Durante el siglo pasado, se han realizado importantes avances en el desarrollo
de modelos animales (roedores, aves, cerdos, perros, gatos y primates no
humanos) de enfermedad arterial coronaria humana. Casi todas las
investigaciones apoyan el papel causal de los niveles de colesterol plasmatico
en el desarrollo de aterosclerosis, pero existe evidencia que indica la presencia
de otros factores de riesgo tales como el estrés oxidativo, la inflamacién, y la
infeccion entre otros (Moghadasian, 2002).

Habiéndose encontrado recientemente una relacion entre la aparicion de
lesiones ateroscleréticas en las arterias coronarias del perro y la edad del
sujeto, surge la pregunta de si la vida sedentaria junto al alto consumo de
grasas se relacionan con la aparicion de lesiones ateroscleréticas, tal como
ocurre en el ser humano.



4. REVISION BIBLIOGRAFICA
4.1 Corazén del perro y su irrigacion

4.1.1 Generalidades del corazén del perro

El corazén es el é6rgano central, muscular y hueco que bombea sangre
continuamente a través de los vasos sanguineos mediante contraccién ritmica
(Getty, 2005). Esta constituido por cuatro camaras: atrios derecho e izquierdo,
y ventriculos derecho e izquierdo (ver figura 1). Atrio y ventriculo de cada lado
se comunican a través de una gran apertura. El corazén por lo tanto se
configura como dos bombas organizadas en serie: la derecha recibe sangre
pobre en oxigeno y la proyecta dentro del tronco pulmonar, que la lleva a los
pulmones para su reoxigenacion; la bomba izquierda recibe sangre arterial rica
en oxigeno desde los pulmones y la proyecta dentro de la aorta, que la
distribuye una vez mas por el cuerpo (Dyce y col., 1999).

El corazon esta casi completamente revestido por un saco fibroseroso cerrado
llamado pericardio, profundamente invaginado por el corazon. Este espacio
contiene un liquido seroso que permite el facil movimiento de la pared cardiaca
contra su cubierta (Dyce y col., 1999). La capa media de la pared es gruesa
(miocardio) y esta constituida por musculo cardiaco estriado. Esta cubierto
externamente por el pericardio visceral (epicardio) e internamente por el
endocardio, una capa fina de superficie lisa que se continua con el
revestimiento (capa intima) de los vasos sanguineos (Getty, 2005).

El corazén, junto con el pericardio, esta incluido en el mediastino. Es cénico y
se situa asimétricamente en el térax con aproximadamente el 60% situado a la
izquierda del plano medio (Getty, 2005). La base es dorsal y alcanza
aproximadamente el plano horizontal que bisecciona la primera costilla; el
vértice se situa cerca del esternon, frente al sexto cartilago costal. El eje mayor
que une la base con el vértice se dirige caudoventralmente con alguna
desviacion hacia la izquierda, impuesta por la orientacibn oblicua. La
proyeccioén del corazon sobre la pared toracica se extiende entre la tercera y
sexta costillas (Dyce y col., 1999).

4.1.2 Anatomia general del corazén del perro

El corazon canino es ligeramente ovoide y su peso es aproximadamente un
0,7% del peso corporal (ver figura 1). La base del corazén se forma por los
atrios, separados de los ventriculos por un surco coronario circular que
contiene los troncos principales de los vasos coronarios ocultos por una
cubierta de grasa (Getty, 2005). En la cara izquierda del corazén se encuentran
las auriculas abrazando al tronco pulmonar, y debajo del nivel del surco
coronario (por definicion, ver préoximo parrafo) esta el surco interventricular
paraconal. En la cara derecha se encuentran los atrios y el surco
interventricular subsinusal (Dyce, 1999). El musculo ventricular es mas grueso
que el atrial, y ambos musculos se organizan en fasciculos superficiales y
profundos (Dyce, 1999).

Los ventriculos forman la mayor parte del corazén a causa del grosor de sus
paredes (Dyce, 1999). El surco paraconal (izquierdo) se dispone cerca de la
union craneal del corazon; el surco subsinusal (derecho) va préximo a la parte
caudal; ambos contienen vasos que siguen los bordes del tabique
interventricular y juntos revelan la disposicion asimétrica de los ventriculos
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(Getty, 2005). La camara derecha se sitia tanto cranealmente como a la
derecha de la camara izquierda. Existen algunas ramas de los vasos
coronarios que se extienden sobre la superficie ventricular (Dyce, 1999).
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Figura 1: principales estructuras anatémicas del corazén del perro (adaptado
de http://jesade.wordpress.com/category/articulos-sobre-perros-y-gatos/).

Atrio derecho: es en donde se descargan las principales venas sistémicas. Su
techo esta hundido entre la abertura de las venas cavas, estando indentado por
el paso de las venas pulmonares para penetrar en el atrio izquierdo (Dyce,
1999). El interior es muy irregular debido a la serie de musculos pectinados que
se ramifican desde la cresta terminal, que marca el limite entre la auricula y el
compartimento principal (Getty, 2005).

Atrio izquierdo: en general su forma es similar a la descrita en el atrio derecho.
Recibe las venas pulmonares, que entran separadamente o en grupos. La
pared del tabique puede presentar una cicatriz que marca la posicion de la
valvula del agujero oval fetal (Dyce, 1999).

Ventriculo derecho: esta camara envuelve las caras derecha y craneal del
ventriculo izquierdo; es de forma semilunar en su seccidén transversal. La
valvula atrioventricular derecha (tricuspide) se compone de tres cuspides que
se unen a un anillo fibroso que rodea la apertura. La apertura en el tronco
pulmonar se sitia un nivel mas dorsal que el orificio atrioventricular y es
craneoizquierda respecto al origen de la aorta. Se cierra durante la relajaciéon
ventricular (diastole) por el retroceso del flujo de la sangre obligando a juntarse
a las tres cuspides que se originan alrededor de su borde y que constituyen la
valvula pulmonar (Dyce, 1999).

Ventriculo izquierdo: en su seccion transversal esta camara es circular y forma
por completo el vértice del corazén. Excepto en el vértice, su pared es mas
gruesa que la del ventriculo derecho. La valvula atrioventricular izquierda
(bicuspide o mitral) generalmente sélo tiene dos cuspides mayores. La valvula
aortica, en términos generales es similar a la valvula pulmonar (Dyce, 1999).



4.1.3 Irrigacion del corazén del perro

El corazon recibe alrededor del 15% de sangre que sale del ventriculo
izquierdo. La sangre es conducida a través de las arterias coronarias que
surgen de dos de los tres senos situados encima de las cuspides semilunares
al comienzo de la aorta (Dyce y col., 1999). Las principales arterias que irrigan
el corazén son las arterias coronarias derecha e izquierda (figura 2); éstas
ocupan los surcos coronarios (atrioventriculares) e interventricular. Se puede
afirmar que la arteria coronaria izquierda irriga mas extension cardiaca que la
derecha (Getty, 2005).

A. auricular derecha anterior

A. coronaria izquierda

A. circunfleja

A. coronaria derecha

Gran vena cardiaca

A. interventricular paraconal

Figura 2: ubicacion y trayectoria de las principales arterias que irrigan el
corazén del perro.

La arteria coronaria izquierda habitualmente es mayor (Dyce y col, 1999). Se
origina de un tronco en el seno aértico (Bull y Martins, 2002), por encima de la
cuspide caudoizquierda y alcanza el surco coronario pasando entre la auricula
izquierda y el tronco pulmonar (figura 2); se divide casi inmediatamente en la
rama interventricular izquierda (paraconal) que continta por el surco del mismo
nombre hacia el vértice del corazén, y el tronco que continia como una rama
circunfleja que sigue el surco coronario hacia la parte caudal del corazén vy
continta dentro del surco interventricular (Dyce y col, 1999).

La rama interventricular paraconal (ver fotografia 1) es una arteria colateral de
la arteria coronaria izquierda (Christensen, 1962); después de originar ramas
ventriculares antero-derecha, antero izquierda y septales, termina préxima al
apice del corazon (Bull y Martins, 2002).

La arteria circunfleja (fotografia 1) presenta un trayecto para la izquierda hasta
la cara atrial, donde termina como arteria interventricular subsinuosa.
Originandose de la arteria circunfleja se encuentran las ramas atriales,
ventriculares, septales y del nédulo atrioventricular (Bull y Martins, 2002).

La arteria coronaria derecha sale por encima de la cuspide craneal y alcanza el
surco coronario después de pasar entre la auricula derecha y el tronco
pulmonar (figura 2). Sigue un curso circunflejo hacia el origen del surco
subsinusal. Ambas arterias coronarias emiten ramas hacia las paredes atriales
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y ventriculares; estas ramas tienen un tamafio y posicién variables (Dyce vy col,
1999, y Bull y Martins, 2002).

- :‘: ' T
Fotografia 1: imagen donde se observa la arteria coronaria izquierda (LCA, del
inglés left coronary artery) y sus ramas: las arterias interventricular paraconal
(PIA, del inglés, paraconal interventricular artery) y circunfleja (CA, del inglés

circumflex artery). Se observa también la arteria septal (SA, del inglés septal
artery), la cual es una rama de la PIA (Bull y Martins, 2002).

Entre las ramas principales de las arterias coronarias no existen anastomosis,
pero son numerosas entre las ramas mas pequenas. Incluso asi, cuando se
produce un cierre brusco de uno de estos pequefios vasos, habitualmente no
puede ser compensado; esto da lugar a una isquemia local del musculo
cardiaco (Dyce y col., 1999).

Resumiendo, el corazén esta irrigado por las arterias coronarias derecha e
izquierda. La arteria coronaria derecha atraviesa la parte correspondiente del
surco coronario y se divide en ramas interventriculares y subsinusoidales. La
arteria coronaria izquierda se divide en la rama interventricular paraconal que
desciende por el surco interventricular paraconal y la rama circunfleja que
discurre por el surco coronario izquierdo. La musculatura cardiaca también esta
irrigada por los vasos septales y ramas intermedias (Getty, 2005).

El retorno sanguineo hacia el corazon se efectua principalmente a través de la
gran vena cardiaca (figura 2) que se abre dentro del atrio derecho por medio
del seno coronario. Muchas venas mas pequefias se abren directamente dentro
de las cuatro camaras del corazén (Dyce y col., 1999).

4.2 Estructura normal de las arterias del perro

Los datos obtenidos de la bibliografia permiten concluir que la estructura
normal de las arterias del perro es similar a la de otras especies de mamiferos,
incluyendo a los humanos.

Las paredes arteriales en los mamiferos son espesas y compactas, lo que les
permite resistir las altas presiones generadas dentro del sistema circulatorio.
Estan compuestas por tres cilindros concéntricos dispuestos uno dentro del



otro (tunicas o capas intima, media y adventicia), en los cuales existen
componentes celulares y extracelulares.

La estructura de los vasos refleja las distintas exigencias funcionales que
existen en diferentes puntos del organismo y varia de acuerdo con ello. Existen
tres clases de arterias segun su tamafo y sus caracteres estructurales: 1)
arterias gruesas o elasticas, como por ejemplo la aorta y sus grandes ramas, y
las arterias car6tida comun, iliaca y pulmonar; 2) arterias de mediano tamafno o
musculares, que comprenden a otras ramas de la aorta, como las arterias
coronarias y las renales; 3) arterias pequenas, las cuales discurren, en su
mayor parte, por el interior de los tejidos y 6rganos (Schoen y Cotran, 2000).
Los constituyentes basicos de las paredes de los vasos sanguineos son las
células endoteliales, las células del musculo liso (CML) y la matriz extracelular
(MEC) que comprende elastina, colageno y glucosaminoglucanos (Libby,
2002a).

La adaptacién a las necesidades mecanicas o metabdlicas hace que la
cantidad relativa y la disposicién de los elementos estructurales varien a lo
largo del arbol arterial. En las arterias elasticas, la tunica media contiene
muchas fibras elasticas dispuestas en capas bastante compactas que estan
alternativamente separadas por capas de fibras musculares lisas; estos
elementos elasticos permiten por ejemplo que la aorta se distienda durante la
sistole y acumule parte de la energia del latido cardiaco. En las arterias
musculares, la capa media esta formada principalmente por fibras musculares
lisas dispuestas circularmente o en espiral; s6lo hay elastina en las membranas
limitantes interna y externa. En las arterias musculares y en las arteriolas, el
riego sanguineo regional y la presion arterial estan regulados por las
variaciones de tamano de la luz que se producen cuando las fibras musculares
lisas se contraen (vasoconstriccion) o se relajan (vasodilatacion), fenbmenos
controlados por el sistema nervioso autdbnomo, factores metabdlicos locales e
interacciones celulares (Schoen y Cotran, 2000).

Las arteriolas son las ramas arteriales mas pequefas. El grado de contraccion
de la musculatura lisa de la media arteriolar modifica enormemente el diametro
de la luz vascular; de ese modo se regula la presion arterial en la circulacién
general y se producen variaciones considerables en la distribucion del riego
sanguineo en los diversos lechos capilares. Asi pues, las arteriolas son
fisiologicamente los puntos principales de la resistencia al flujo sanguineo,
siendo responsables de una intensa disminucion de la presion y la velocidad de
la sangre, asi como del pasaje de un flujo pulsatil a un flujo continuo. Ademas,
las pequenas arterias y las arteriolas son las mas castigadas por las
elevaciones de la presion arterial; el estrés anormal también altera su
estructura (Schoen y Cotran, 2000). Por ejemplo, lesiones vasculares como la
aterosclerosis, afectan en gran parte a las arterias elasticas y musculares; la
hipertension dana principalmente a las pequenas arterias musculares y a las
arteriolas, y ciertas formas de vasculitis se asocian a determinados segmentos
vasculares (Schoen y Cotran, 2000).

Los capilares tienen aproximadamente el diametro de los hematies y son de
paredes delgadas. Estan revestidos por células epiteliales, y por fuera se
apoyan en una delgada lamina basal; carecen de capa media. La estructura de
los capilares varia segun los sitios, especialmente segun el grado de
continuidad del endotelio y de la lamina basal. Los capilares del musculo y del
corazon poseen una capa endotelial continua (Schoen y Cotran, 2000).



La sangre que retorna al corazon desde los lechos capilares pasa inicialmente
a las vénulas poscapilares y después, sucesivamente y a través de las vénulas
colectoras, a las venas de pequefio, mediano y grueso calibre (Schoen y
Cotran, 2000).

4.2.1 Estudio de las capas que componen la pared arterial

La pared de los vasos sanguineos esta formada por tres capas concéntricas
(figura 3), conocidas como tunicas: 1) intima (interna), 2) media y 3) adventicia
(externa) (Dellmann y Venable, 1993).

Endotelio
Capaintima
Membrana elastica interna

Capa media

Capa adventicia

Figura 3: seccion transversal de una arteria normal, donde se especifican las
diferentes capas concéntricas que forman la pared vascular (adaptado de
http://www.araucaria2000.cl/scirculatorio/sistemacirculatorio.htm).

4.2.2 Capa intima

Es una monocapa de células endoteliales adosada a una lamina basal y
constituye la superficie de contacto con la sangre circulante (figura 3);
descansa bajo una membrana que contiene tipos de colageno no fibrilar, tales
como el colageno tipo IV, laminina, fibronectina y otras moléculas de la matriz
extracelular (Dellmann y Venable, 1993). La membrana elastica interna limita la
tunica intima y la tunica media subyacente (Libby, 2002a).

4.2.2.1 Endotelio

El endotelio es la zona de la capa intima que entra en contacto con el torrente
circulatorio. Es una interfase biolégica de gran importancia en la homeostasis
vascular y en las relaciones flujo sanguineo-pared arterial (Rubany, 1933). El
endotelio estd compuesto por una monocapa de células metabolicamente muy
activas que cubren todo el torrente circulatorio; se considera un verdadero



organo con multiples y delicadas funciones de tipo endécrino, paracrino y
autoécrino (Ross, 1993).
Las funciones mas destacadas del endotelio vascular son:

e constituye una barrera semipermeable entre la sangre y la pared
vascular; controla el paso de moléculas pequefias y grandes al interior
de la pared arterial y a través de las paredes de los capilares y las
vénulas;

e modula el tono vascular y el riego sanguineo; mantiene el equilibrio entre
las sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras (funcién vasomotora);

e mantiene el equilibrio entre las sustancias procoagulantes vy
anticoagulantes, lo cual es una de las funciones mas importantes para el
mantenimiento de la homeostasis vascular;

e regula la proliferacién y migracion celular del musculo liso, macréfagos y

fibroblastos de la pared vascular;

modifica las lipoproteinas durante el transporte en la pared arterial;
produce matriz extracelular,

metaboliza ciertas hormonas;

regula las reacciones inmunitarias e inflamatorias; controla en gran parte
las interacciones de los leucocitos con la pared vascular (Maseri, 1997).
El endotelio es un tejido especializado que cambia su morfologia celular segun
su localizacion o funciébn en el torrente circulatorio. Las areas con mayor
predisposicién al desarrollo de placas ateroscleréticas se encuentran en
curvaturas y ramificaciones arteriales, presentando una morfologia de tipo
octogonal, mientras que en las zonas mas resistentes a la aterosclerosis estas
células tienen forma orientada en direccién al flujo circulatorio. La implicacion
bioquimica y biolégica de la disposicion octogonal es un aumento de la
permeabilidad de la pared al paso de moléculas lipoproteicas y de otra
naturaleza que predispone a una mayor tendencia al dafio ateroscleroético
(Hammerson y Hammerson, 1985).

La capa de células endoteliales descansa sobre una lamina basal debajo de la
cual se encuentra el espacio subendotelial. Este ultimo estd compuesto por un
complejo a base de colageno, fibronectina, microfibrillas, proteoglicanos y
elastina, en proporciones variables segun el nivel del arbol vascular (Suarez
Loaiza, 2001). Algunos de estos componentes son muy trombogénicos, por lo
tanto cuando hay una lesién a nivel endotelial se favorecen los fendmenos
trombogénicos con la formacion de agregados plaquetarios y trombos.

4.2.2.2 Alteraciones funcionales y activacion del endotelio

Las células endoteliales pueden responder a diversos estimulos anormales
adaptando algunas de las funciones basicas y expresando propiedades
recientemente adquiridas (inducidas). El término de disfuncion endotelial
describe varias clases de alteraciones potencialmente reversibles del estado
funcional de las células endoteliales, las cuales se producen en respuesta a los
estimulos ambientales (Pober y Cotran, 1990).

Algunas de esas alteraciones, llamadas de “estimulacién endotelial’, indican la
existencia de respuestas reversibles rapidas, que duran minutos y son
independientes de la sintesis de nuevas proteinas, como por ejemplo las
alteraciones de las células endoteliales inducidas por la histamina, la
serotonina y otros mediadores vasoactivos que producen aumento de la
permeabilidad vascular. Otras alteraciones, llamadas de “activacion endotelial”,
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reflejan una alteracion en la expresion de los genes y la sintesis de proteinas, y
pueden tardar horas e incluso dias en aparecer (Schoen y Cotran, 2000).
La activacién endotelial se desencadena por estimulos que se sabe favorecen
la lesion vascular, y provoca respuestas que influyen en el comienzo y la
evolucién de las lesiones vasculares (Davies y Hagen, 1994 y Okamoto y col.,
1996). Dentro de los inductores o activadores del endotelio se incluyen (Schoen
y Cotran, 2000):
e citocinas y sustancias de origen bacteriano, siendo responsables de
lesiones inflamatorias y del shock séptico;
e estrés hemodinamico y productos lipidicos, esenciales en la patogenia
de la aterosclerosis;
e productos finales de la glucosilacibn avanzada, importantes en la
diabetes;
o efectos de los virus, factores del complemento e hipoxia.
Las células endoteliales activadas elaboran a su vez moléculas de adhesion,
otras citocinas y quimiocinas, factores de crecimiento, sustancias vasoactivas
que producen vasoconstriccion o vasodilatacién, moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad, fracciones procoagulantes y anticoagulantes, y una
serie de productos de los genes que poseen actividad bioldégica. Algunos
activadores de las células endoteliales tienen en comun la capacidad de
generar estrés oxidativos (Schoen y Cotran, 2000).

4.2.2.3 Engrosamiento de la intima: una respuesta a las lesiones
vasculares

Las lesiones vasculares estimulan el crecimiento de las células musculares
lisas al romper el equilibrio fisiolégico que existe entre inhibicion y estimulacion.
La reparacion de la pared vascular lesionada, incluido el endotelio, consiste en
una respuesta curativa fisiolégica con formaciébn de una neointima, que
comprende: 1) la emigracion de células musculares lisas desde la media a la
intima; 2) la multiplicaciéon consecutiva de las células de la intima, y 3) la
sintesis y el deposito de matriz extracelular (Schoen y Cotran, 2000).

Es frecuente que las lesiones que producen solamente pérdidas focales del
endotelio puedan ser reparadas mediante la emigracion y proliferacion de las
células endoteliales colindantes. Las lesiones mas extensas o mas cronicas de
las fibras musculares de la capa media provocan una serie de fenbmenos de
reparacion mas complejos (Davies, 1997).

4.2.3 Capa media

La capa media yace entre las membranas limitantes elasticas externa e interna
(figura 3). Se compone de células musculares lisas en forma de envolturas
concéntricas circulares o helicoidales, orientadas transversalmente al eje
principal de la arteria. Distribuidas entre estas células musculares lisas hay
fibras o laminas elasticas, asi como fibras de colageno. La interacciéon entre
estos componentes permite la maxima interaccién entre la resistencia a la
traccion y la relativa inflexibilidad del colageno con las propiedades de la
elastina, con lo que se logra la mejor adaptacién funcional de las arterias a las
diversas circunstancias fisiopatologicas que puedan presentarse. La membrana
elastica externa limita con la capa media, formando el limite con la capa
adventicia (Dellmann y Venable, 1993).
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4.2.3.1 Células musculares lisas de los vasos
Las células musculares lisas de los vasos son capaces de ejercer muchas
funciones (Schoen y Cotran, 2000):

e vasoconstriccion y vasodilatacion en respuesta a estimulos normales o
farmacolégicos;

¢ sintesis de colageno, elastina y proteoglucanos;

e elaboracién de factores del crecimiento y de citocinas;

e posibilidad de emigrar a la capa intima y proliferar.

Las células musculares lisas, como elemento predominante de la capa media
de los vasos, constituyen una estructura importante no sélo en la reparacion
vascular normal, sino también en los procesos patolégicos, como la
aterosclerosis.

La capacidad migratoria y proliferativa de las fibras musculares lisas esta
regulada normalmente por factores favorecedores e inhibidores del crecimiento
celular. Son favorecedores del crecimiento celular (Schoen y Cotran, 2000):

e factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDFG), también
elaborado por las células endoteliales y los macréfagos;

e factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF);

e interleucina-1 (IL-1).

Entre los inhibidores estan:

e heparan sulfatos;

e Oxido nitrico/factor relajador derivado del endotelio (NO/EDRF);

¢ interferbn gamma (IFN-y);

o factor de transformacion del crecimiento B (TGF-B).

Las células musculares lisas de la capa media parecen ser de extremada
importancia en la produccién del proceso aterosclerético, atrapando lipidos y
emigrando hacia el subendotelio para constituirse en parte importante de la
fisiopatologia de la placa aterosclerética (Clark y Glavo, 1979).

Las células contractiles engloban dos tipos de elementos:

e celulas musculares lisas: semejantes a las existentes en otros lugares
del organismo;

e células mio-arteriales: también conocidas como mio-fibroblastos o mio-
intimales, que son especificas de estos vasos. Cuando estan en
situacion de reposo son similares a las células musculares lisas de
diversas visceras. En determinadas circunstancias, tales como un
proceso curativo, estos elementos adquieren cambios semejantes a una
diferenciacibn y cambian de un fenotipo contracti a un fenotipo
proliferativo-sintético (Okamoto y col., 1996): pierden su poder contractil
(pierden los filamentos de miosina y la capacidad de contraerse),
aumenta la cantidad de organelos implicados en la sintesis y secrecién
proteica, aumenta la sintesis de moléculas de la matriz extracelular e
incluso aumentan su capacidad para multiplicarse (entran en mitosis).
Muchas de estas células adquieren capacidad migratoria, invadiendo la
intima en proporciones notables. Las lesiones pueden inducir una
intensa proliferacion (Allaire y Clowes, 1997). Las células musculares
lisas de la intima pueden volver a su estado no proliferativo bien cuando
la capa que cubre al endotelio se recupera después de haber sufrido una
lesibn aguda, o bien cuando desaparece algun estimulo crdnico (Schoen
y Cotran, 2000). Las respuestas curativas exageradas provocan
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engrosamiento de la intima, capaz de causar estenosis u oclusion de los
vasos sanguineos de pequefio y mediano tamafio (Schoen, 1989). Una
disfuncién endotelial acarrea una reaccién inmediata de las células mio-
arteriales que pueden proliferar, invadir la intima y comenzar un proceso
que puede dar lugar a la aparicion de una lesion aterosclerética (Clark y-
Glavo, 1979). -

4.2.4 Capa adventicia

La tunica adventicia se compone de fibrillas colagenas en un orden mas
relajado o discontinuo que las encontradas en la intima (figura 3). Esta formada
por un cinturén de fibras elasticas adyacentes a la tunica externa y consta de
numerosas fibras elasticas y de colageno y fibroblastos (Dellmann y Venable,
1993). Los vasa vasorum y nervios terminan localizandose en esta capa
externa de la pared arterial en los vasos de gran calibre. La adventicia tiene
una poblacién celular mas esparcida que en otras capas arteriales, incluyendo
fibroblastos y mastocitos (Libby, 2002a). Esta capa sirve de soporte mecanico a
la arteria cuando la capa media arterial esta debilitada por algun tipo de lesién
vascular.

Numerosos estudios han sugerido su potencial importancia en la formacién de
la lesion vascular. Las reacciones de la adventicia son comunes en la
aterosclerosis, asi como en la arteritis. La hipercolesterolemia experimental en
cerdos y primates no humanos estimula la acumulacion de células inflamatorias
en la adventicia arterial. La extension de la inflamacion de la adventicia
asociada con placas ateroscleréticas humanas se correlaciona con la severidad
de las lesiones en la capa intima (Wilcox y Scott, 1996).

4.2.4.1 Respuesta de la adventicia en la lesién vascular

Existen pruebas que sugieren que la capa adventicia vascular se activa al
comienzo de una variedad de enfermedades cardiovasculares, y que
desempeia un papel importante en la iniciacion y progresion de la inflamacion
vascular. En respuesta a una lesion vascular los fibroblastos de la adventicia
producen grandes cantidades de especies quimicas reactivas derivadas del
oxigeno. Ademas, las citocinas inflamatorias, lipidos y varias hormonas
implicadas en la proliferacion y migracién de fibroblastos, dan lugar al
reclutamiento de células inflamatorias a la capa adventicia y al deterioro de la
relajacion dependiente del endotelio. En el desarrollo temprano de la
enfermedad vascular, hay evidencia clara de la progresion hacia una red mas
densa de vasa vasorum en la adventicia que proporciona oxigeno y nutrientes
a una capa media cada vez con mas hipoxia y deficiencia de nutrientes; este
aumento en la vascularizacion permite una mayor presencia de células
inflamatorias en la adventicia y exterior de la capa media (Csanyi y col. 2009).
En un estudio se observo la activacién de la adventicia y especificamente los
fibroblastos en el desarrollo de la aterosclerosis en ratones. Los resultados
mostraron un aumento gradual en la expresion de colageno tipo | y Il después
de 2, 4 y 8 semanas de administrar una dieta hiperlipidica. La expresion de la
proteina quimiotactica de monocitos-1 (proteina MCP-1) y ARNm se detect6 en
los fibroblastos de la capa adventicia antes de la formacidén de lesiones en la
capa intima. También se encontré proliferacion en los fibroblastos de la
adventicia. Con este estudio se puede suponer que los fibroblastos de la
adventicia se activan en las etapas iniciales de la aterosclerosis y la inflamacién
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de esta capa puede ser un evento temprano en el desarrollo de lesiones
ateroscleroticas (Xu y col., 2007).

En perros, se ha observado que una lesién aguda que afecte selectivamente a
adventicia y media, estimula la produccion de matriz extracelular, pero no la
proliferaciébn de las células. La migracion de células musculares lisas y la
posterior formaciéon de una neointima, es inducida por células musculares lisas
viables cuando existen los estimulos adecuados en el torrente sanguineo
(Hehrlein y col., 1995).

4.3 Lesiones vasculares

Las lesiones y enfermedades vasculares afectan principalmente a las arterias
y, dentro de ellas, el problema mas prevalente y de mayor importancia clinica
en medicina humana es la aterosclerosis (Schoen y Cotran, 2000). En cambio,
se considera que las lesiones ateroscleréticas son poco frecuentes en
animales, y particularmente en los perros (Chiers y col., 2010).

La hipertension, los procesos inflamatorios de los vasos y otras lesiones
arteriales menos frecuentes también pueden causar una incapacidad
considerable e incluso la muerte en seres humanos. Las demas enfermedades
se destacan mas por la incapacidad que producen; sin embargo la
flebotrombosis puede provocar la muerte por trombosis seguida de embolia
pulmonar (Schoen y Cotran, 2000).

4.4 Aterosclerosis

Aterosclerosis genéricamente se refiere a un engrosamiento de la pared
vascular que afecta sobre todo la intima y que esta dado por la acumulacién de
células inflamatorias, neoformacion de tejido conjuntivo y elementos exégenos.
Se considera el resultado de una sobrecomposicidn de un sistema de defensa
que en condiciones normales repara un dafio producido en la pared vascular.
El endotelio es la primer estructura vascular afectada por los procesos que
conducen a la aterosclerosis (Rando y Dorf, 2002).

La aterosclerosis puede interpretarse como la respuesta defensiva obligada del
tejido conectivo de la pared arterial ante una agresidbn permanente y de
caracter exponencial. El orden bioldégico de la pared se ve alterado por los
agentes agresores y como consecuencia obligada de la biologia de los seres
vivientes, en la zona agredida se produce la correspondiente respuesta tisular
defensiva caracterizada por las respuestas inflamatoria e inmune. La
aterosclerosis debe ser considerada como una enfermedad del metabolismo
general que se trasmite por la sangre y cuyo 6rgano diana es la pared arterial
(Fernandez-Britto, 1998).

Con mas precision, la arteriosclerosis es un término genérico que engloba a
tres clases de enfermedades vasculares que tienen en comun el
engrosamiento y la pérdida de elasticidad de las paredes vasculares (Schoen y
Cotran, 2000):

e aterosclerosis: es la forma mas frecuente; se caracteriza por la
formacion de placas fibrosas en la intima, que a menudo tienen un
nucleo central rico en lipidos dispuestos en grumos;

e arterioesclerosis de Mdnckeberg o esclerosis calcica de la media: esta
variedad morfolégica de la aterosclerosis tiene mucha menos
importancia clinica, y se caracteriza por el depédsito de calcio en las
arterias musculares de mediano tamafio en humanos mayores de 50
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anos; esas calcificaciones forman en la media placas irregulares o
anillos transversales discretos. Aunque estas lesiones de la media no
estrechan la luz vascular, las arterias afectadas pueden presentar
también lesiones de aterosclerosis;

e arterioloesclerosis: afecta a las pequenas arterias y arteriolas. Las dos
formas anatémicas, hialina e hiperplasica, engrosan las paredes
vasculares y estrechan la luz, pudiendo provocar distalmente lesiones
isquémicas. Es la forma que mas a menudo se asocia a hipertension y
a diabetes mellitus (Schoen y Cotran, 2000).

4.4.1 Importancia clinica

La aterosclerosis se caracteriza por unas lesiones de la intima llamadas
ateromas o placas fibroadiposas, que sobresalen en la luz, debilitan la media
subyacente y sufren una serie de complicaciones (Schoen y Cotran, 2000).

La aterosclerosis humana afecta principalmente a las arterias elasticas (por
ejemplo a la aorta, carétidas e iliacas) y a las arterias musculares de tamano
mediano y grueso (por ejemplo coronarias y popliteas). Cualquier érgano o
tejido del cuerpo puede resultar afectado, pero la forma sintomatica de la
enfermedad aterosclerética en humanos se localiza principalmente en las
arterias que riegan al corazén, cerebro, rifiones, miembros inferiores e intestino
delgado; el infarto de miocardio, el infarto cerebral y los aneurismas de aorta
son las principales consecuencias de esta enfermedad (Schoen y Cotran,
2000).

Al principio, los ateromas son focales y estan esparcidos, pero a medida que el
proceso avanza, se vuelven mas numerosos y pueden cubrir toda la
circunferencia de las arterias afectadas. Por ello, los ateromas son capaces de
obstruir pequenas arterias, de comprometer el riego distal de los 6érganos y de
provocar lesiones isquémicas (Schoen y Cotran, 2000).

Las placas pueden romperse y desencadenar la formacién de trombos que
dificultan aun mas el paso de sangre. En las grandes arterias, las placas se
vuelven destructivas, invaden la media subyacente y debilitan la pared
vascular, favoreciendo la trombosis o la rotura de la pared, o bien la formacion
de aneurismas (Amarenco y col., 1994).

La mayoria de los signos clinicos comunes que se han encontrado en perros
afectados de aterosclerosis incluyen somnolencia, anorexia, debilidad, disnea,
colapso y vémitos (Liu y col., 1986).

En un estudio se describe un caso de muerte subita en un Shih tzu de 4 afos
de edad aparentemente sano con una historia de tos intermitente,
presentandose algo aletargado los ultimos 2 dias previos a su muerte. Se le
diagnosticé mediante histopatologia un caso de displasia fibromuscular, la cual
es un grupo heterogéneo de lesiones vasculares caracterizadas por el
engrosamiento fibroso y fibromuscular que implica las capas, intima, media o
adventicia. El estrechamiento luminal puede resultar en lesiones isquémicas del
miocardio (Mete y McDonough, 2010).

4.4.2 Morfologia

Las lesiones esenciales de la aterosclerosis son el engrosamiento de la intima
y una acumulacion de lipidos que produce las caracteristicas placas
ateroscleréticas. Estas placas conforman la lesiéon basica que consiste en una
placa focal elevada en el seno de la intima, con un nuicleo que contiene lipidos
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(principalmente colesterol y sus ésteres) y una cubierta fibrosa (Schoen y
Cotran, 2000).

Las placas ateroscleréticas, también llamadas placas fibrosas, fibroadiposas,
lipidicas o fibrolipidicas, son de color blanco o blanco amarillento e invaden la
luz de la arteria. Al corte, la superficie luminal de estas lesiones tiende a ser
mas firme y mas blanca (envoltura fibrosa), mientras que las partes profundas
son amarillas o blanco amarillentas y blandas. El centro de las placas grandes
puede contener residuos con aspecto de grumos amarillos (Schoen y Cotran,
2000). Las lesiones ateroscleréticas suelen afectar s6lo a una parte de la
circunferencia de la pared arterial (lesiones excéntricas), son variables y estan
esparcidas irregularmente a lo largo del vaso (figura 4).

B as It S -
Formacién Formacién de cublerta
Acumulacién de macrifagos  de nicleo fibrosa

Figura 4: formacion y progresion de la placa de ateroma. La figura representa
esquematicamente la complejidad y los mecanismos celulares que determinan
la formacion (A) y la progresion (B) de la placa de ateroma (adaptado de
www.cardioquiron.com).

Las placas ateroscleréticas estan formadas por tres componentes (Schoen vy
Cotran, 2000):
e células, incluyendo fibras musculares, macréfagos y otros leucocitos;
e matriz extracelular, que contiene colageno, fibras elasticas vy
proteoglucanos;
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e depositos intra y extracelulares de lipidos.

Estos componentes se encuentran en proporciones variables en las distintas
placas, dando lugar a distintos tipos de lesiones. Normalmente, la envoltura
fibrosa superficial estd formada por células musculares lisas, escasos
leucocitos y un tejido conjuntivo bastante denso; mas abajo y a un lado de la
envoltura (el hombro) por un area celular que contiene una mezcla de
macroéfagos, fibras musculares lisas y linfocitos T; y por un nucleo necrético
mas profundo que alberga una masa desorganizada de lipidos, grietas de
colesterol, desechos celulares, células espumosas cargadas de lipidos, fibrina,
un trombo en diversas fases de organizacion, y otras proteinas del plasma. El
material lipidico es esencialmente colesterol y ésteres de colesterol. Las células
espumosas derivan principalmente de los monocitos sanguineos, que se
convierten en macrofagos, pero las fibras musculares lisas también pueden
acumular lipidos hasta convertirse en células espumosas. En la periferia de las
lesiones suele haber signos de neovascularizacion (Schoen y Cotran, 2000).
Las variaciones que muestran los rasgos histolégicos de las placas dependen
del numero relativo de células musculares lisas y de macréfagos, y de la
cantidad y distribucion del colageno y los lipidos. Los ateromas tipicos
contienen bastante cantidad de lipidos. En cambio, muchas de las llamadas
placas fibrosas estan formadas en su mayor parte por fibras musculares lisas y
tejido fibroso. En la aterosclerosis avanzada, el ateroma adiposo puede
convertirse en una cicatriz fibrosa (Schoen y Cotran, 2000).

La lesion complicada de la aterosclerosis es la que mayor importancia clinica
tiene, y se puede caracterizar por algunos cambios, en donde se incluyen
(Schoen y Cotran, 2000):

e la calcificacion en focos dispersos o masiva (Mintz y col.,, 1997 y
Rumberger y col., 1996);

¢ rotura focal, ulceracién macroscopica, o0 ambas lesiones. Pueden dejar al
descubierto sustancias de gran poder trombogénico que favorecen la
formacion de coagulos o la liberacién a la luz vascular (embolia) de
deshechos que producen microembolias (émbolos de colesterol o
ateroémbolos);

e hemorragia dentro de la placa, causada por la rotura de la envoltura
fibrosa o de los capilares de paredes delgadas que riegan la placa;

e trombosis, complicacibn mas temida que suele producirse en las
lesiones dislaceradas (que han sufrido rotura, ulceracién, erosion o
hemorragia);

e dilataciébn aneurismatica, sobretodo en los grandes vasos y producida
por una debilidad de la pared arterial cuando la capa media sufre una
considerable atrofia con pérdida de tejido elastico.

Las estrias grasas no son lesiones significativamente elevadas y no producen
alteraciones del riego sanguineo; sin embargo, pueden ser precursoras de las
placas ateroscleréticas, que son mucho mas nocivas. Las estrias comienzan
por minusculos depoésitos planos amarillos (puntos grasos) que al confluir
forman estrias alargadas. Las estrias grasas contienen células espumosas
llenas de lipidos, linfocitos T y lipidos extracelulares en menor cantidad que las
placas (Schoen y Cotran, 2000).

Las estrias grasas empiezan a formarse en humanos jovenes y pueden
aparecer en los mismos sitios anatdmicos que mas adelante estan
predispuestos al desarrollo de las placas (Berenson y col., 1992). Luego, su
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numero puede disminuir conforme las placas ateroscleréticas se vuelven mas
prevalentes. La relacion entre estrias grasas y placas aterosclerdticas es
compleja; las estrias estan relacionadas con los factores de riesgo de la
aterosclerosis que se conocen en el adulto, especialmente con las
concentraciones séricas del colesterol de las lipoproteinas. Algunas pruebas
experimentales apoyan la idea de que las estrias grasas acaban por formar
placas. Sin embargo, es frecuente que las estrias aparezcan en zonas de los
vasos que no son especialmente susceptibles al desarrollo de ateromas en
fases posteriores de la vida. Por tanto, aunque las estrias grasas pueden ser
predecesoras de las placas, no todas ellas estan destinadas a convertirse en
placas fibrosas o en lesiones mas avanzadas (Schoen y Cotran, 2000).

4.4.3 Clasificacion de las lesiones aterosclerdticas
No existe una descripcion o método estandarizado de clasificacion para las
lesiones ateroscleréticas en perros, por lo cual se toma la clasificaciéon de la
American Heart Association (AHA) que divide a las lesiones ateroscleroticas
humanas en seis formas, empezando por la de células espumosas aisladas
(puntos grasos) y siguiendo por las estrias grasas, ateromas y fibroateromas,
hasta terminar en las lesiones complicadas (Stary y col., 1995):

o lesion tipo | (inicial);
lesién tipo Il (estria grasa);
lesion tipo Il (intermedia);
lesion tipo IV (ateroma);
lesion tipo V (fibroateroma);
lesion tipo VI (complicada).

4.4.3.1 Lesion tipo I: inicial

Son lesiones microscopicas, las primeras y mas pequenas alteraciones, y no
aumentan el espesor de la pared arterial; constan de depdsitos de lipidos en la
intima y de reacciones asociadas de los macrdéfagos. Las alteraciones
histoldgicas de la intima coronaria consisten en pequefios grupos aislados de
macrdéfagos, sencillos o con gotitas de lipidos (células espumosas). Se ha
comprobado que estas células se acumulan con preferencia en regiones de la
intima con endurecimiento adaptativo (Fuster y col., 1997). La acumulacién de
macroéfagos simples y de células espumosas en la intima arterial representa
también la alteracién celular inicial en los animales de laboratorio convertidos
en hipercolesterolémicos. La acumulaciéon de células espumosas en la intima
va asociada o precedida por una mayor adherencia de los monocitos al
endotelio, en particular sobre regiones de la intima con tendencia a la
aterosclerosis (Gerrity, 1981, Lewis y col., 1985, citados por Fuster y col.,
1997). Datos procedentes de animales de laboratorio indican que el aumento
de macréfagos en la intima y la formacion de células espumosas son secuelas
y marcadores celulares de acumulaciones patoldgicas de lipoproteinas de baja
densidad en esas mismas localizaciones (Schwenke y Carew, 1989, citados
por Fustery col., 1997).
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4.4.3.2 Lesion tipo lI: estria grasa

Este tipo de lesiones incluye todas aquellas lesiones conocidas como estrias
grasas (ver fotografias 2 y 3); se ven en la superficie interna de las arterias en
forma de parches planos de color amarillo (Fuster y col., 1997).

Estas lesiones iniciales suelen localizarse en algunas regiones especificas de
las arterias donde el flujo sanguineo sufre modificaciones, como bifurcaciones,
trifurcaciones y curvaturas. Vistas al microscopio estan formadas por células
llenas de vacuolas de grasa, unas son macrofagos y otras son células
musculares lisas (CML); en general se les conoce con el nombre de células
espumosas (ver fotografia 3). Esta lesion generalmente no protruye hacia la luz
arterial y si lo hace es muy discretamente; su consistencia es muy blanda y no
altera de manera importante la elasticidad, la flexibilidad, ni la distensibilidad de
la pared, por lo tanto no modifica el flujo sanguineo (Fernandez-Britto, 1998).
Este tipo de lesiones pueden aumentar el espesor de la intima en menos de
imm y no ocluye el fluo de la sangre arterial en modo alguno.
Microscépicamente, las lesiones tipo Il consisten en primer lugar en células
espumosas estratificadas en capas adyacentes mas que en grupos aislados de
pocas células (Fuster y col., 1997). Las células del musculo liso de la intima
también contienen, al igual que los macréfagos, gotitas de lipidos (ver
fotografia 3). Se han identificado linfocitos T en el tipo Il, pero son menos
numerosos que los macréfagos (Munro y col.,, 1987, y Katsuda y col., 1992,
citados por Fuster y col., 1997). En los animales de laboratorio, el metabolismo
de las células espumosas, endoteliales y de musculo liso estd aumentado en
las estrias grasas producidas en forma experimental (Fuster y col., 1997).

La mayoria de los lipidos de las lesiones de tipo Il estan en las células. La
proporcion de macroéfagos y células de musculo liso que contienen gotitas de
lipidos varia, pero en la mayoria de estas lesiones casi todo el lipido esta en las
células espumosas. Desde el punto de vista quimico, los lipidos de las lesiones
tipo Il consisten sobre todo en colesterol éster, colesterol y fosfolipidos. Los
principales acidos grasos con colesterol éster son el colesteril oleato y el
colesteril linoleato (Katz y col., 1976, y Smith y col., 1976, citados por Fuster y
col., 1997).

El que una lesion tipo Il se desarrolle o no, viene en gran parte determinado por
las fuerzas mecanicas que actuan sobre una zona en particular de la pared
vascular. Las fuerzas mecanicas del fluido, que son distintas en algunas
bifurcaciones arteriales, aumentan el flujo de lipoproteinas al interior de la
intima en esos sitios. Cuando las lipoproteinas aterogénicas y la presion arterial
exceden el umbral en un individuo, el lipido se acumula en la intima, y mas en
esos sitios que en otros lugares de las arterias, y desarrollan lesiones de tipo Il.
Las mismas fuerzas mecanicas causan el endurecimiento adaptativo
autolimitado de la intima que se encuentra en esos sitios sean cuales sean los
niveles de lipoproteinas. Por ello, las lesiones de tipo Il se localizan junto con
endurecimientos focales de la intima (Fuster y col., 1997).

En seres humanos adultos con niveles muy altos de lipoproteinas aterogénicas
en plasma, las lesiones de tipo Il también pasan rapidamente a tipos
avanzados fuera de las localizaciones con tendencia a la progresion (Fuster y
col., 1997).
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Fotografia 2: lesion tipo Il (estria grasa) de la AHA. Imagen histolégica (tincion
de Movat; aumento original 25x) de la arteria descendente anterior de una
mujer de 51 afios, fallecida por un accidente cerebrovascular hemorragico; se
observa hiperplasia miofibroblastica y fibrosis intimal (Gurfinkel y col., 2009).

Fotografia 3: imagnitolégica icién hatoxilia-eosina; mento original
200X) de la aorta abdominal de un conejo, evidenciando una lesién tipo Il. Se
observan estrias lipidicas (flecha) y células espumosas (Torres y col., 2007).

4.4.3.3 Lesion tipo lll: intermedia

La lesion tipo Il forma, histolégicamente, el puente entre las lesiones minimas
y las avanzadas, y se conoce como lesion intermedia (Stary, 1989, citado por
Fuster y col., 1997). Las lesiones tipo Il endurecen la intima sélo ligeramente
mas que las de tipo Il y no obstruyen el flujo sanguineo. Microscdpicamente se
acumulan gotitas y particulas de lipidos extracelulares hasta el punto de formar
multiples depoésitos separados pero no bien definidos de ese material entre las
capas de células de musculo liso del endurecimiento adaptativo de la intima
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(ver fotografia 4), junto al cual se localizan normalmente las lesiones de tipo IlI
(Fustery col., 1997).

Las particulas extracelulares de lipidos son idénticas a las que se encuentran
dispersas en algunas lesiones de tipo Il, y a las que, en cantidades mayores,
constituyen el nucleo de las lesiones avanzadas. Este lipido extracelular se
acumula por debajo de las capas de células espumosas, sustituye a los
proteoglucanos y las fibras que estan normalmente presentes, y al incrementar
la matriz extracelular, rechaza las células de musculo liso. Las colecciones de
lipido extracelular que rompen la coherencia de algunas de las células
estructurales de musculo liso de la intima en una region circunscrita de ésta,
constituyen una progresion mas alla de una lesion de tipo Il (Fuster y col.,
1997). En este estadio no se ha desarrollado aun ninguna acumulacion extensa
(nucleo lipidico). Estudios de muchos casos indican que el nucleo lipidico de
las lesiones avanzadas, se forma por aumento y confluencia de los depdsitos
separados que caracterizan a las lesiones de tipo Ill (Katz y col., 1976, y Small,
1988, citados por Fuster y col., 1997).

Las diferencias de acidos grasos entre las lesiones de tipo Il y las avanzadas
se deben al incremento general de lipidos y el cambio de almacenamiento
intracelular a otro predominantemente extracelular (Fuster y col., 1997).

Fotografia 4: |magen histologica (tincion hematoxilina- eosma aumento original
200X) de la aorta abdominal de un conejo donde se observa una lesion tipo Il
(intermedia), la cual se caracteriza por presentar células espumosas rodeadas
de pequenas gotas de lipidos extracelulares (flecha) en escasa cantidad.
(Torres y col., 2007).

4.4.3.4 Lesion tipo IV: ateroma

En las lesiones de tipo IV conocidas como ateroma, una densa acumulacion de
lipidos extracelulares ocupa la intima en uno de los segmentos de la arteria con
endurecimiento adaptativo en donde se localiza, al menos al principio, este tipo
(fotografia 5). La acumulacion de lipido extracelular se conoce como nucleo
lipidico. El tipo IV es el primer tipo lesional que se considera avanzado en esta
clasificacion histolégica, debido a la rotura y desorganizacion de la estructura
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arterial causadas por la gran acumulacién de lipidos extracelulares (Fuster y
col., 1997).

La lesion de tipo IV corresponde a un aumento en forma de media luna en el
espesor de la mitad de la pared opuesta al espolén divisor de corriente de una
bifurcacion (ver fotografia 5). El mayor espesor de la media luna se encuentra
por lo general pasada la bifurcacion (Fuster y col., 1997).

El nucleo caracteristico se desarrolla a partir del aumento y confluencia de los
depositos de lipidos extracelulares que caracterizan a la lesiéon tipo lll. El
aumento de la concentracion plasmatica de lipidos da lugar a una insudacion
continua desde el plasma (Fuster y col., 1997). Las particulas heterogéneas de
lipido extracelular pueden derivarse de células cargadas con lipidos, y esto
viene apoyado por la observacion de células espumosas muertas y
desintegradas en los margenes de los nucleos lipidicos (ver fotografia 7), por la
extrusion de los residuos de gotitas lipidicas intracitoplasmaticas y por la
semejanza entre las particulas lipidicas intra y extracelulares (Stary, 1990,
Schmitz y Muller, 1991, y Ball y col., 1995, citados por Fuster y col., 1997).

El nucleo lipidico esta en la parte profunda de la intima, y las células de
musculo liso de esta capa estan dispersas por toda la regiéon del nucleo lipidico,
incluido sus margenes (fotografia 7). Las células dispersas tienen cuerpos
celulares adelgazados y alargados, y su membrana basal puede ser
inhabitualmente gruesa (Fuster y col., 1997). La intima que se encuentra entre
el nucleo lipidico y la luz de la arteria contiene macréfagos y células de
musculo liso con y sin inclusiones de gotitas de lipidos, linfocitos (Jonasson y
col., 1986) y células cebadas (ver fotografia 6). La periferia del nucleo es
también una regiéon con densa concentracion de macréfagos y linfocitos. El
nucleo lipidico emerge antes de que se formen las capas de colageno que
' finalmente engrosaran
notablemente la region por
encima de ese nucleo. La
capa de la intima situada
por encima del nucleo
lipidico de las lesiones de
tipo IV no debe ser tomada
por las capas de colageno
que pueden desarrollarse a
continuacion  sobre el
nucleo lipidico. Esta
estructura mas tardia, si se
desarrolla, recibe el
nombre de lesion de tipo V
(Fustery col., 1997).

Fotografia 5: lesion tipo IV (ateroma) de la AHA. Imagen histolégica (esta
seccion se incubd con anticuerpos monoclonales anti-CD68; aumento original
25x) de la arteria coronaria descendente anterior de una mujer de 47 afos
fallecida por un accidente cerebrovascular isquémico (Gurfinkel y col., 2009).

22



L

Fotografia 6: imagen histologica (aumento original 100x) correspondiente a la
misma placa aterosclerética de la figura anterior. Se observan los macrofagos
con una magnificacion mayor (Gurfinkel y col., 2009).

Fotografia 7: imagen histologica (tincion hematoxilina-eosina; aumento original
100X) de la aorta abdominal de un conejo donde se observa una lesion tipo V.
Se aprecia una densa acumulacion de lipidos extracelulares y dentro de los
macréfagos, que junto con las células del musculo liso proporcionan agregados
de células espumosas (flecha) que se observan como rayos de grasa o focos
lipidicos (Torres y col., 2007).

4.4.3.5 Lesion tipo V: fibroateroma

Las lesiones de tipo V se definen como aquellas en las que se afade una o
varias capas de colageno al tipo IV. Esta alteracion recibe también el nombre
de fibroateroma (fotografias 8, 9 y 10). Por lo general, el colageno se sintetiza
como reaccion a la rotura celular y tisular que resulta de la acumulacién de un
nucleo de lipidos extracelular. Por tanto, la formacion de un nucleo lipidico

23



(lesién tipo IV) precede a la formacion de colageno (lesiéon tipo V). Algunas
capas gruesas de colageno representan el estadio final de trombos
superpuestos. Tales lesiones serian clasificadas como tipo VI si no hubiera
desaparecido el trombo, o sus restos, por crecimiento de musculo liso dentro
de él y por la formacion de colageno. Pese a las capas de células de musculo
liso y de la matriz extracelular recién formada, las lesiones de tipo V, como las
de tipo IV, pueden romperse (o romperse de nuevo) y formar (o formar de
nuevo) trombos murales. Esto es, pueden cambiar una y otra vez a lesiones de
tipo VI. Multiples episodios pueden dar lugar a lesiones de tipo V
multiestratificadas y de esta forma, la arteria se vuelve cada vez mas estrecha
(Fuster y col., 1997).

El colageno de las lesiones de tipo V se forma principalmente entre la luz y el
nucleo lipidico (ver fotografias 8 y 9), y reemplaza a la matriz rica en
proteoglucanos preexistente. ElI colageno se convierte en el factor
predominante, y es el responsable del espesor de la lesibn mas que la
acumulaciéon subyacente de lipidos. También pueden acumularse lipidos en la
media adyacente, y las células de musculo liso de la media pueden quedar
desordenadas por ese motivo (ver fotografia 10). La adventicia adyacente
puede contener cumulos de linfocitos, macréfagos y células espumosas de
origen macrofagico (Fuster y col., 1997).

Fotografia 8: lesion tipo V (fibroateroma) de la AHA. Imagen histolégica
(tinciébn de Movat; aumento original 25x) de la arteria circunfleja de una mujer
de 50 afos fallecida por un accidente cerebrovascular hemorragico. Placa
aterosclerética fibrolipidica. La linea muestra el espesor de la capa fibrosa
entre la luz y el nucleo lipidico. CLN: Centro lipidico-necrético. CF: Cubierta
fibrosa. (Gurfinkel y col., 2009).
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una lesion tipo V. Se muestra una envoltura fibrosa (F) y un nucleo central de
lipidos (C) con las tipicas hendiduras de colesterol; hay un estrechamiento
moderado de la luz (L). Se puede observar la porciéon de la pared (flecha) que
no tiene placa (Schoen y Cotran, 2000).

Fotografia 10: imagen histolégica (tincion hematoxilina-eosina; aumento
original 100X) de la aorta abdominal de un conejo donde se observa una lesion
tipo V (fibroateroma). Se visualiza una proliferacion celular considerable vy
formacion de tejido fibroconectivo (flecha), para originar las placas fibrosas o
fibroateroma (Torres y col., 2007).

4.4.3.6 Lesion tipo VI: complicada

La morbilidad y mortalidad de la aterosclerosis deriva en gran parte de lesiones
clasificadas como tipo VI, y que reciben el nombre de complicadas (ver
fotografia 11).
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Fotografia 11: lesion tipo VI (complicada). Imagen histologica (Tricromico de
Masson; aumento original 25X) de la arteria coronaria derecha de una mujer de
46 afos, fallecida por un accidente cerebrovascular hemorragico. La flecha
muestra una hemorragia intraplaca (Gurfinkel y col., 2009).

Este tipo se caracteriza por presentar roturas de la superficie de la lesion, en
forma de fisuras, erosiones o ulceraciones, hematomas o hemorragias, y
depositos trombéticos. Aunque la mayoria de las lesiones de tipo VI tienen la
morfologia subyacente del tipo IV o V, a veces se encuentran uno o mas de los
componentes adicionales que complican la situacion sobreimpuestos a una
lesion tipo II o incluso sobre una intima que no presenta acumulacion
perceptible de lipidos. Los procesos superimpuestos aceleran la progresion, al
menos de forma temporal, mas alla del ritmo gradual de crecimiento de las
lesiones de tipo IV y V (Fuster y col., 1997).

Las roturas incluyen fisuras, erosiones y ulceraciones (Constantinides, 1966,
citado por Fuster y col, 1997). Las ulceraciones pueden ser extensas y exponer
parte del contenido de un nucleo lipidico. Las fisuras pueden presentarse en los
margenes de una lesibn en zonas que generalmente contienen muchos
macréfagos y a menudo células espumosas. Los factores que contribuyen a
causar la fisuracion son la presencia de tipos celulares especificos y la
debilidad estructural de la lesiobn de la intima en el punto de rotura,
modificaciones de las fuerzas en cizalla y de tensiéon a las que se ve expuesta
la lesion, espasmos y la liberaciobn de sustancias toxicas y de enzimas
proteoliticas de los macréfagos de la lesion (Steinberg y Witzum, 1990, citados
por Fuster y col.,, 1997). La consecuencia de una rotura superficial es la
acumulacién de sangre dentro de la lesiéon y la formacion de un trombo en la
superficie (Fuster y col., 1997).

4.4.4 Factores de riesgo de la aterosclerosis en humanos

Los factores de riesgo para la aterosclerosis humana se han descubierto
gracias a varios estudios prospectivos realizados en grupos de poblacién
humana bien caracterizados, destacando entre ellos el Framingham Heart
Study (ver cuadro 1). Estos factores de riesgo incluyen a los constitucionales, y
por tanto inmutables, mientras que otros son adquiridos y posiblemente
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capaces de ser modificados (Kannel y Wilson, 1995, y Neaton y Wentworth,
1992).

Cuadro 1: factores de riesgo de la aterosclerosis humana.

CONSTITUCIONALES Aumento de la edad
(no modificables) Sexo masculino
Antecedentes familiares
Alteraciones genéticas

ADQUIRIDOS Hiperlipemia
(posiblemente modificables) Hipertension arterial
Tabaquismo
Diabetes
Obesidad

Inactividad fisica
Déficit posmenopausico de

estrégenos
MENORES O DUDOSOS Estrés (personalidad tipo A)
(no cuantificados) Homocisteina

Dieta rica en carbohidrtatos
Consumo de alcohol

Lipoproteina(s)

Consumo de grasa trans no saturada
artificialmente hidrogenada
Chlamydia pneumoniae

Desde un punto de vista practico, resulta util agrupar en dos categorias los
factores de riesgo cardiovascular en medicina humana encontrados en estos
estudios: 1) los que pueden modificarse con cambios de los habitos o con
medicacion y 2) los que no pueden modificarse. La rotundidad de las pruebas
que sustentan los distintos factores de riesgo es variable. Por ejemplo, la
hipercolesterolemia y la hipertensidon son factores que predicen el riesgo
cardiovascular en individuos humanos, pero otros, llamados factores de riesgo
no tradicionales, como los niveles de homocisteina, lipoproteina(a) o la
infeccion, siguen siendo motivo de controversia (Libby, 2002b).

4.4.5 Factores predisponentes de lesiones vasculares en perros

Hasta donde conocemos, no existe una clasificacion estandarizada para los
factores predisponentes de aterosclerosis canina. Sin embargo, existen
algunos factores predisponentes implicados en el desarrollo de lesiones
vasculares en perros.

4.4.5.1 Edad

La edad avanzada se ha descrito como un factor predisponente para el
desarrollo de arterioesclerosis en perros (Kagawa y col., 1998). Con el
envejecimiento, los cambios en el sistema arterial asociados con la rigidez
vascular y la reduccion de la regulacion vaso-motora periférica pueden afectar
profundamente la capacidad del organismo para aumentar el gasto cardiaco,
regular la presién arterial sistémica y responder adecuadamente a las
elevaciones en el ritmo cardiaco (Kass, 2002).
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En estudios realizados con modelos animales, se encontré6 que en ratas
gerontes, se da una mayor predisposicion a las modificaciones oxidativas de
las LDL y VLDL (Depboylu y col., 2007).

En otro estudio se demostré que la distensibilidad arterial sistémica se reduce
con la edad en los perros, y este hallazgo se extiende a los animales sin
enfermedades relacionadas con la edad que ocurren con frecuencia en seres
humanos mayores de edad (Haidet y col., 1996).

En otra investigacion (el unico estudio de campo de aterosclerosis coronaria
canina que conocemos) se diagnosticaron lesiones ateroscleréticas en las
arterias coronarias en la necropsia de 21 perros en un periodo de 14 afos.
Nueve perros murieron y doce fueron sacrificados a causa de complicaciones
asociadas con la enfermedad; la edad media de los individuos muestreados fue
de 8,5 +/-0,5 afos (Liu y col., 1986). Las lesiones no fueron clasificadas por su
grado de avance.

4.4.5.2 Sexo

La aterosclerosis humana es mas frecuente en el hombre que en la mujer
premenopausica, en la cual la presencia de aterosclerosis es infrecuente o
leve; tras la menopausia, los valores de HDL disminuyen y el riesgo coronario
femenino se acelera (Libby, 2002b). El sexo masculino también se incluye
como un factor predisponente en el desarrollo de aterosclerosis en perros
(Kagawa y col., 1998).

o Estrégenos: los estrédgenos enddgenos juegan un papel importante en
la fisiologia y la fisiopatologia vascular, con potenciales implicaciones
terapéuticas. ElI 1@ -estradiol tiene acciones ateroprotectivas (Billon-
Galés y col., 2009). No existe practicamente ningun estudio sobre el
sistema cardiovascular de la perra ovariectomizada. Ademas, el papel
de los estrogenos en la fisiologia cardiovascular es dificil de interpretar
debido a la limitacidbn de dos ciclos estrales por afo en esta especie
(Bellino, 2000). En un estudio se comprobé el efecto beneficioso de los
estrogenos sobre el engrosamiento de la intima en la arteria femoral de
ratas y sobre la migracién y proliferaciéon de las células musculares lisas
en la intima arterial. El engrosamiento de la intima fue significativamente
mayor en machos que en hembras control, pero en hembras
ovariectomizadas este engrosamiento se incrementé hasta el nivel de
los machos. No hubo diferencia en la presion arterial y en los lipidos
séricos, lo que sugiere que los estrédgenos actuan directamente sobre la
arteria e inhiben el engrosamiento de la intima. También se comprobd
que el 17B-estradiol inhibe la migracién de células musculares lisas de
rata en cultivo (Akishita y col., 1997). En otra investigacion realizada con
ovejas se observé que el 1B -estradiol aumenté el flujo de sangre en la
arteria coronaria, el gasto cardiaco y la frecuencia cardiaca; y a su vez
disminuyeron la resistencia vascular coronaria y la resistencia vascular
sistémica; la presion arterial no sufri6 cambios significativos (Lang y col.,
1997). También se ha estudiado in vivo el efecto de los estrégenos en la
arteria coronaria canina; en este caso se comprobd que los estrégenos
indujeron un incremento significativo en la seccién transversal del area
coronaria, en la velocidad de flujo volumétrico y en el flujo sanguineo.
Estos mecanismos son independientes del endotelio vascular y no esta
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mediado por el receptor de estrégenos intracelular clasico (Sudhir y col.,
1995).

e Andrégenos: con respecto a las hormonas sexuales masculinas, los
resultados de un estudio en conejos demostraron que los andrégenos
endbégenos circulantes se reducen de forma significativa con la
castracion y que esta condicion en presencia de hipercolesterolemia
inducida por una dieta aterogénica, favorece una mayor formacion de
placa aterosclerética en la aorta toracica y una reduccién severa de la
vasodilatacién arterial dependiente del endotelio en comparaciéon con
conejos no castrados y sometidos a la misma dieta, lo que sugiere que
la testosterona endogena podria tener un fuerte efecto preventivo sobre
la aterosclerosis. La castracion de los conejos no afectd los niveles de
colesterol total en forma significativa ni perturb6 de manera adversa la
formacién de placa ni la funcidén vascular en conejos con dieta normal.
Por primera vez se demostré que la castracion per se resulta en un
incremento del 100% en la presencia de aterosclerosis adrtica en
conejos, lo que sugiridé que la testosterona endbégena podria tener un
efecto preventivo en el desarrollo de aterosclerosis (Echeverri y col.,
2007). Estudios clinicos (Yarnell y col., 1993, y Mitchell y col., 1994) y
experimentales (Barrett-Connor y Goodman-Gruen, 1995, y Grady y col.,
1992) sugieren que los androgenos tienen un efecto neutral o benéfico
sobre la génesis de la aterosclerosis; igualmente en otro estudio, se
sostiene la hipétesis de que los andrégenos endogenos tienen un efecto
preventivo, similar al efecto de los estrbgenos (Alexandersen y col.,
1999). Estudios realizados in vivo (Chou y col., 1996, y Murphy y Khalil,
1999) e in vitro (Crews y Khalil, 1999, y English y col., 2002) en animales
demostraron que la testosterona actua como un vasodilatador directo en
arterias musculares y elasticas en varias especies, incluyendo conejos,
perros, cerdos y ratas.

4.4.5.3 Genética

Lo mas probable es que la predisposicién familiar hacia la aterosclerosis y la
cardiopatia isquémica sea poligénica. En humanos, algunas familias muestran
mayor tendencia a presentar aterosclerosis coronaria e infarto de miocardio a
temprana edad. Esto puede depender de la coincidencia con otros factores de
riesgo, como la hipertension o la diabetes, o con alteraciones hereditarias como
ocurre en la hipercolesterolemia familiar.

Las enfermedades cardiovasculares tienen un fenotipo complejo con alta
heredabilidad, pero con la interaccion de multiples factores genéticos y
ambientales. La heredabilidad de la aterosclerosis ha sido recientemente
estudiada en diferentes poblaciones con la medicién del espesor intima-media
de la arteria carétida; estos resultados también demuestran que estas
mediciones estan fuertemente influidas por los determinantes genéticos de
heredabilidad. Una proporciéon importante de la contribucién genética esta
relacionada con factores de riesgo tradicionales de l|la enfermedad
cardiovascular, en especial la presion arterial y las concentraciones de lipidos
plasmaticos (Civeira y col., 2008).

La aterosclerosis es una enfermedad multifactorial causada por la interaccién
de factores de riesgo establecidos con multiples genes predisponentes que
regulan los procesos relacionados con el desarrollo de esta enfermedad. Los
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polimorfismos alélicos de los distintos genes aumentan el riesgo de
aterosclerosis que ocurren en la poblacién general, pero sélo las interacciones
y combinaciones adecuadas entre los genes, el ambiente y la nutricidon pueden
conducir a la enfermedad (Giacconi y col., 2008).

Las pruebas también se estan recopilando en el papel crucial desempefiado
por el fondo genético de susceptibilidad a la aterosclerosis y enfermedades
cardiovasculares. De hecho, los polimorfismos de los nuclebtidos unicos
situados en las regiones promotoras de citoquinas pro-inflamatorias, que
afectan a la produccion de citoquinas, pueden predisponer a la progresion de la
aterosclerosis (Bennermo y col., 2004).

4.4.5.4 Hiperlipidemia
El término hiperlipidemia se aplica a aquellos individuos que presentan una
elevada concentracién de colesterol y/o triglicéridos en la sangre. Si bien en
medicina veterinaria no se han definido estrictamente valores estandarizados
para estos parametros, la mayoria de los laboratorios informan que el valor
normal para el colesterol sérico total oscila en el rango de 120 a 270 mg/dL
para el perro; se asume que estos valores son validos s6lo para perros adultos
en ayuno de 12 horas. Aquellos animales cuyos valores excedan el limite
superior normal son considerados hiperlipidémicos. Sin embargo, es importante
destacar que elevaciones anormales de lipidos sanguineos no necesariamente
reflejan un riesgo de salud significativo para el perro afectado. La hiperlipidemia
puede representar una sefal temprana de una enfermedad subyacente que
afecte el metabolismo de los lipidos y de las lipoproteinas, como por ejemplo
diabetes mellitus, hipotiroidismo (Ford, 1995) o hiperadrenocorticismo (Whitney,
1992).
Las lipoproteinas plasmaticas difieren en sus caracteristicas fisicas y quimicas
tales como tamafo, densidad y composicion. Las lipoproteinas caninas se
pueden dividir en funcion de su densidad hidratada en cuatro clases principales
(Bauer, 1992):

e quilomicrones,

¢ lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL),

e lipoproteinas de baja densidad (LDL),

¢ lipoproteinas de alta densidad (HDL).
Aunque los perros parecen ser resistentes a la aterosclerosis debido a la
composicion y metabolismo de sus lipoproteinas, se ha informado el desarrollo
de aterosclerosis canina en estudios experimentales y clinicos (Mahley vy
Weisgraber, 1974, Liu y col., 1986, Kagawa y col., 1998, y Hess y col., 2003).
La aterosclerosis espontanea ha sido reportada en perros, principalmente en
asociacion con hipercolesterolemia secundaria, debido a endocrinopatias (Hess
y col., 2003). En un estudio, el 60% de 30 perros con aterosclerosis tenia
hipotiroidismo y el 20% tenia diabetes mellitus (Hess y col., 2003).
En otro estudio con perros Beagle de 24 +/-6 meses de edad, alimentados con
una dieta semi-sintética que contenia aceite hidrogenado de coco y colesterol
(dieta SS) durante 12 meses, se desarroll6 una marcada hiperlipidemia vy
aterosclerosis severa. La dieta SS produjo una marcada elevacién de
colesterol, triglicéridos, fosfolipidos y beta-lipoproteinas y una aterosclerosis
severa en las arterias grandes y pequefias. Las lesiones grasas en la capa
intima arterial estuvieron siempre presentes en la aorta abdominal y muchas de
sus ramas, asi como en las arterias coronarias grandes y pequenas. Este
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estudio demostré6 que el grado de aterosclerosis canina esta directamente
relacionado con los niveles circulantes de lipidos (Nandan y col., 1975).

4.4.5.5 Obesidad

La obesidad se define como una acumulacion de cantidades excesivas de
tejido adiposo en el organismo, y es el desorden nutricional mas comun en los
animales de compafia. La obesidad es generalmente el resultado de una
ingesta dietética excesiva o bien de una inadecuada utilizacion de la energia, lo
que provoca un estado de balance energético positivo (German, 2006).
Ademas de la dieta, la obesidad en perros también se atribuye a otros factores,
incluyendo la predisposicion genética, manejo reproductivo y actividad fisica
(Bland y col., 2010). La obesidad no es s6lo la acumulacién de grandes
cantidades de tejido adiposo, y también se asocia con importantes cambios
metabdlicos y hormonales en el organismo (Zoran, 2010).

Numerosos factores pueden predisponer a un individuo a la obesidad como la
genética, la cantidad de actividad fisica, y el contenido energético de la dieta.
La principal preocupacion médica de la obesidad se relaciona con las
asociaciones de muchas enfermedades que acompanan a la adiposidad.
Numerosos estudios demostraron que la obesidad puede tener efectos
perjudiciales sobre la salud y la longevidad de los perros. Los problemas a los
que los animales obesos estan predispuestos incluyen enfermedades
cardiorrespiratorias, alteraciones en los perfiles de lipidos circulantes,
enfermedades ortopédicas, diabetes mellitus, trastornos urinarios, trastornos
reproductivos, enfermedades dermatoldgicas y complicaciones anestésicas
(German, 2006).

Los perros son clasificados como con sobrepeso cuando su peso corporal es
mayor al 15% por encima de su "peso corporal 6ptimo", y como obeso cuando
su peso corporal supera el 30% del 6ptimo. Sin embargo, estos criterios no se
han confirmado con estudios epidemioldgicos rigurosos, y existen datos
limitados sobre la naturaleza de un peso corporal 6ptimo (German, 2006).
El aumento de triglicéridos en suero y / o las concentraciones de colesterol se
han observado en perros obesos (Chikamune y col., 1995, Bailhache y col.,
2003, y Jeusette y col., 2005). Los cambios mas profundos se asocian con
obesidad severa crénica (Jeusette y col., 2005). La pérdida de peso en perros
obesos lleva a descensos significativos en las concentraciones de colesterol y
triglicéridos en suero (Jeusette y col., 2005).

Existen datos que sugieren a la obesidad como un factor predisponente de
aterosclerosis en perros (Kagawa y col, 1998). La obesidad también puede
afectar la funcion cardiaca; el aumento del peso corporal puede resultar en
efectos sobre el ritmo cardiaco y aumento de volumen del ventriculo izquierdo,
la presion arterial y el volumen del plasma. El efecto de la obesidad en la
hipertension es motivo de controversia en los perros. Un estudio sugirié que la
obesidad se asoci6 significativamente con la hipertensién, pero su efecto fue de
poca importancia (Bodey y Mitchell, 1996). La obesidad también puede estar
asociada con trombosis venosa portal (Van Winkle y Bruce, 1993) e hipoxia
miocardica (Baba y Arakawa, 1984).

4.4.5.6 Actividad fisica

La actividad fisica (AF) produce efectos beneficiosos sobre la oxidacién lipidica,
la hemostasia y la funcion endotelial, factores también directamente
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involucrados en el desarrollo y progresion de la arteriosclerosis (Arquer y col.,
2010). La practica regular de AF produce efectos favorables sobre los factores
de riesgo clasicos de las enfermedades cardiovasculares en humanos: mejora
el perfil lipidico (Marrugat y col., 1996), disminuye la tensién arterial y previene
la aparicion de diabetes no insulino dependiente (Helmrich y col., 1991).

Los radicales libres (RL) son moléculas muy reactivas e inestables que se
producen en las reacciones en que interviene el oxigeno (Ballester, 1996).
Pueden alterar la estructura y funcién de varias moléculas del organismo. Tanto
la practica de AF aguda como la practica regular influyen sobre la produccion
de RL, la actividad de los sistemas antioxidantes y modifican la susceptibilidad
de las LDL a la oxidacion.

Un dato que se desprende de algunos estudios es que en animales o personas
entrenadas el aumento de RL observado luego de una AF es menor que en las
sedentarias (Viinikka y col.,, 1984, y Kanter y col., 1993), sugiriendo la
existencia de un efecto protector de la practica regular de AF.

Ante la mayor produccion de RL secundaria a la practica de AF, el organismo
puede adaptarse aumentando la capacidad antioxidante enddégena. En estudios
experimentales en animales se ha demostrado que la practica regular de AF
produce un aumento de la actividad de las enzimas antioxidantes enddégenas
(Alessio y Goldfarb, 1988, y Powers y col., 1993). Se ha observado que existe
una relacion directa entre la intensidad de la AF realizada y el aumento de los
sistemas antioxidantes (Criswell y col., 1993).

Otro mecanismo por el cual la AF podria proteger a las LDL de la oxidacion,
seria disminuyendo su susceptibilidad a la misma (Arquer y col., 2010).

La practica regular de AF produce una serie de efectos beneficiosos sobre el
metabolismo oxidativo. Todo ello se traduce en una reduccién de los niveles de
LDL oxidada y de los marcadores sistémicos de inflamacion (Arquer y col.,
2010).

Con respecto a la inactividad fisica y la obesidad, los bajos niveles de actividad
fisica debido a un corazén debilitado promueven el aumento de peso (Antic y
col., 2003).

4.4.5.7 Convivencia con fumadores: el perro como fumador pasivo
El habito de fumar y otras formas de consumo de tabaco son uno de los
principales factores de riesgo de enfermedad cardiovascular en humanos. El
efecto del tabaquismo sobre la salud cardiovascular es evidente incluso en los
niveles mas bajos de exposicion. Sin embargo, los efectos perjudiciales del
tabaco son reversibles; el riesgo cardiovascular disminuye sustancialmente en
los primeros 2 afos tras dejar de fumar (Erhardt, 2009). La exposicion al humo
ambiental del tabaco es también un factor de riesgo significativo para las
enfermedades cardiovasculares en humanos.
El dafio vascular causado por el tabaquismo incluye (Brunner y col., 2005):
e disminucién del flujo sanguineo coronario y del suministro de oxigeno
del miocardio,
o efectos adversos sobre los lipidos (aumento en los niveles de LDL,
disminucién de los HDL y oxidacién de las LDL),
e aumento de la presion arterial y resistencia a la insulina,
e disminucion de la actividad del 6xido nitrico endotelial.
El dano endotelial puede conducir a la reduccion de la capacidad de dilatacién
y contraccién vascular, los estados protrombaéticos y proinflamatorios, asi como
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a la proliferacion celular en la pared arterial (Barua y col., 2001). Ademas, el
humo de cigarrillo causa dafios morfoldgicos y bioquimicos para el endotelio,
posiblemente como resultado de los RL en el humo (Pittilo, 2000). La
exposicion al humo de cigarrillo, tanto en activo como en pasivo aumenta la
rigidez de la pared arterial, posiblemente como consecuencia de los cambios
en la funcion endotelial (Stefanadis y col., 1997, y Mahmud y Feely, 2003).

El fumar aumenta la progresion de la aterosclerosis (Erhardt, 2009), con un
pronunciado desarrollo de la placa en las arterias coronarias, carétidas y aorta
abdominal (McGill Jr., 1988).

El colesterol oxidado de las LDL es un factor de riesgo para enfermedad
coronaria y los estudios han demostrado que el consumo de tabaco se asocia
con niveles altos de LDL oxidadas (Fagerberg y col.,, 2001, y Linna y col.,
2008). La peroxidacién lipidica es también mayor en los fumadores, dando
lugar a una absorcibn mas rapida de LDL por los macréfagos. Estos
macréfagos posteriormente se convierten en células espumosas, las cuales
son las células predominantes en una lesion aterosclerética (Yanbaeva y col.,
2007).

El habito de fumar activa las plaquetas, aumentando el riesgo de formacién de
trombos y conduce a danos en el revestimiento de las arterias, facilitando el
desarrollo de la aterosclerosis. Los niveles de activacion de las plaquetas son
mayores en fumadores que en no fumadores (Brunner y col. 2005). En perros,
la activacién de los niveles de catecolaminas, particularmente adrenalina, se
produce en repuesta al aumento de los niveles sanguineos de nicotina y se
asocia con el desarrollo de trombosis (Folts y Bonebrake, 1982).

4.4.5.8 Hipertension arterial

La hipertensidén es un importante factor de riesgo para la mortalidad y
morbilidad cardiovascular en humanos a través de sus efectos en 6rganos
como el cerebro, el corazdén y los rinones. Alteraciones estructurales en la
microcirculacion constituyen un vinculo importante entre la hipertension y el
dafio del érgano diana (Cohuet y Struijker-Boudier, 2005).

Numerosos estudios epidemiolégicos y experimentales han demostrado que el
aumento de la presion arterial acelera la enfermedad aterosclerética como
enfermedad cardiaca coronaria en seres humanos (Hansson y Lundin, 1984).
La hipertension causa una serie de alteraciones que incluyen cambios en la
arquitectura de los vasos coronarios, trastornos en la reserva coronaria y en la
capacidad de autorregulacidon de la microvasculatura coronaria durante la
disminucion de la presion de perfusion. La hipertension crénica también puede
alterar la regulacién del control endotelial vascular (Harrison, 1993).

La hipertension cronica aumenta el riesgo de infarto, y la morbilidad y
mortalidad asociada a ella. Aunque la aterosclerosis acelerada es en parte
responsable, también podrian contribuir otras anormalidades en la circulacion
coronaria asociada con la hipertensién, como la disminucién de la capacidad
vascular coronaria y la densidad capilar (Mueller y col., 1980).

La hipertensidon y la obesidad interactuan en forma multifacética y sus
resultados negativos incluyen enfermedades cardiovasculares. La obesidad per
se puede promover la hipertensibn. A su vez, las enfermedades
cardiovasculares pueden predisponer a la obesidad e hipertensiéon. Los
trastornos endoteliales, vasculares y renales pueden agravar la hipertension.
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La vasoconstriccion y la retencion de sodio parecen ser las piedras angulares
del rompecabezas obesidad-hipertension (Antic y col., 2003).

Aunque las caracteristicas clinicas de la hipertensidbn en perros estan
escasamente estudiadas, si es ampliamente conocido que existe Ia
hipertensién arterial en esta especie.

4.4.5.9 Endocrinopatias hiperlipidemizantes

Hipotiroidismo. El riesgo cardiovascular en pacientes con hipotiroidismo esta
relacionado con un incremento en el riesgo de anormalidades en la funcién
cardiovascular y con un aumento del riesgo de aterosclerosis (Biondi y Klein,
2004).

Hace mas de 30 afos que se ha observado una asociacién entre aterosclerosis
e hipotiroidismo en los perros (Manning, 1979). En una familia de Beagles se
desarrolld6 una aterosclerosis moderada a grave en las arterias coronarias y
renales sin signos de oclusiéon. Se observé hiperlipidemia incluso cuando los
perros recibian una dieta baja en grasas y colesterol. El tratamiento del
hipotiroidismo con tiroxina se tradujo en un descenso del nivel de colesterol
sérico. Sin embargo, a pesar de dicho descenso en el nivel de colesterol, los
perros afectados no presentaron regresion de las lesiones ateroscleroéticas (De
Palma y col., 1977).

En otro caso se observé una aterosclerosis cerebrovascular asociada a
hipotiroidismo en un Doberman de 6 afnos. En el momento de examinarlo, el
perro presentaba convulsiones y ataxia, daba vueltas en circulo y mantenia la
cabeza inclinada. La autopsia reveldé una aterosclerosis generalizada severa y
una necrosis cerebrocortical. La necrosis fue debida a una hipoxia tisular
secundaria a la aterosclerosis cerebrovascular (Patterson y col., 1985).

En otro estudio se han descrito 21 casos de perros con aterosclerosis asociada
al hipotiroidismo en un periodo de 14 afos. Los signos clinicos incluian:
letargia, anorexia, astenia, disnea, colapsos y vomitos. La necropsia mostro
una fibrosis miocardica y un infarto de miocardio. Las arterias afectadas fueron
las coronarias miocardicas, renales, carétidas, tiroideas, intestinales,
pancreaticas, esplénicas, gastricas, prostaticas, cerebrales y mesentéricas.
Todas ellas presentaban un aspecto engrosado y nodular, con una luz
estrecha, paredes que contenian células espumosas (llenas de vacuolas) y
material mineralizado (Liu y col.,, 1986). No hubo cuantificacion de la
prevalencia de la patologia en una poblacién canina, ni clasificacion de las
lesiones ateroscleréticas.

Diabetes mellitus. En el perro, la aterosclerosis también suele asociarse a la
diabetes mellitus. La deficiencia de insulina puede provocar y exacerbar la
hiperlipidemia en el perro. Esta forma de hiperlipidemia secundaria se caracteriza
por hipertrigliceridemia. Ocasionalmente los perros diabéticos se presentan con
una hipercolesterolemia significativa. Se asume que la falla en el clearance de
quilomicrones ricos en triglicéridos (TG) en la diabetes es consecuencia de la
activacion insuficiente de la lipoproteinlipasa (y no la lipasa pancreatica), que a su
vez es consecuencia directa de la deficiencia de insulina. El estudio de los perfiles
lipidicos de los perros afectados revela que hay un aumento tanto en
quilomicrones como en VLDL. La administracibn de insulina exbégena
generalmente es suficiente para resolver la hiperlipidemia. Resulta interesante el
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hecho de que parece haber una correlaciéon entre la regulacion diabética y el
control de la hiperlipidemia (Ford, 1995).

Las funciones endoteliales y nerviosas autbnomas que regulan la
vasodilatacién y la resistencia vascular periférica estan alteradas en animales
de experimentaciéon y en pacientes humanos con diabetes mellitus, lo que
resulta en una disminucion en el flujo sanguineo regional. Tal fenédmeno
patolégico es causado por la actividad reducida de la enzima Oxido nitrico
sintetasa (NOS) y una menor disponibilidad de éxido nitrico (NO), una mayor
produccién de especies reactivas del oxigeno y de inhibidores de NOS
endégena, y también un aumento de las acciones de los factores
vasoconstrictores. La disponibilidad de NO a través de las enzimas NOS
endotelial y neuronal desempefa un papel fundamental en la regulacion del
flujo sanguineo a través de la vasodilatacién y disminucién de la resistencia
vascular en diversos 6rganos y tejidos. EI NO derivado de la NOS endogena
también contribuye a la inhibicién de la agregacion plaquetaria, a la adherencia
y proliferacion de musculo liso y actia como un agente antiaterosclerotico
(Today col., 2010).

En un estudio se presenté un paciente canino Pomerania de 7 ainos para tratar
una diabetes insulino dependiente mal controlada y una uveitis anterior, con
depésito de lipidos en la camara anterior del ojo; el perro presentaba
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia, con aumento de los quilomicrones y
las lipoproteinas. Un afio mas tarde, el perro muri6 de una cetoacidosis. Se
hallaron lesiones ateroscleréticas en la aorta abdominal, las arterias coronarias,
renales y carétidas. La histologia tiroidea era normal, sin signos de atrofia
(Sottiaux, 1999).

Hiperadrenocorticismo. El sindrome de Cushing es mucho mas frecuente en
perros que en humanos. La sobreproduccion de cortisol endoégeno influye en el
sistema cardiovascular, produciendo alteraciones vasculares y hemodinamicas
(Smets y col., 2010).

La hipertensién inducida por la excesiva produccion de glucocorticoides (GC)
es un fenédmeno complejo y es una complicacién comun del sindrome de
Cushing, y en ultima instancia puede llevar a un aumento en el gasto cardiaco
(Smets y col., 2010).

Los niveles altos de GC plasmatico también se asocian con enfermedad
vascular oclusiva en humanos, que se produce por los efectos en el musculo
liso vascular, células endoteliales, macréfagos y miocardio, asi como en su
vinculo con la obesidad, hipertension, dislipemia y en la resistencia a la insulina
(Walker, 2007). La enfermedad vascular oclusiva es rara en pacientes caninos,
y se ha observado que perros con aterosclerosis no son mas propensos a tener
hiperadrenocorticismo concurrente que los perros que no tienen aterosclerosis
(Hess y col., 2003).

Tanto el hiperadrenocorticismo que ocurre naturalmente como el iatrogénico,
han sido asociados con hiperlipidemia en perros (Whitney, 1992).

4.4.5.10 Infecciones
Chlamydia pneumoniae. Existen estudios que demuestran que Chlamydia

pneumoniae puede inducir inflamacién e iniciar y promover el desarrollo de
lesiones vasculares en modelos animales de aterosclerosis. Dos de estos
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modelos se estudiaron ampliamente: el primero involucra el uso de cadenas de
ratones hiperlipémicos que espontaneamente desarrollan aterosclerosis como
resultado de la hiperlipemia (raton ApoE-/-) o desarrollan lesiones cuando se
les administra una dieta aterogénica (raton con receptor LDL-/-). Cuando cada
ratéon hiperlipémico recibié6 C. pneumoniae por via intranasal, los ateromas.
fueron mas pronunciados, y se pudieron recuperar microorganismos de las
lesiones. En los animales no hiperlipémicos el microorganismo pudo infectar e
inducir cambios inflamatorios en la aorta, pero los animales no desarrollaron
cambios tipicos sugestivos de ateromas avanzados. Estos resultados sugieren
que C. pneumoniae podria tener tropismo por el tejido aterosclerético y que la
infeccion acelera el desarrollo de enfermedad en animales hiperlipémicos
(Belland y col., 2004).

El proceso de la aterogénesis es modelado por infectar con clamidias a los
animales sensibles (Likhoded y Martynova, 2000). C. pneumoniae puede
infectar a varios tipos de células, incluyendo macroéfagos, células del musculo
liso arterial y células endoteliales vasculares, provocando la secrecion de
citocinas proinflamatorias y procoagulantes por las células endoteliales y la
formacion de células espumosas por los macrofagos (Mussa y col., 2006). C.
pneumoniae puede inducir la formaciéon de células espumosas a partir de los
macrofagos humanos, debido a la absorcidn del excedente de colesterol de las
LDL por los macréfagos. El lipopolisacarido de la Chlamidia es capaz de inducir
la formacién de células espumosas; por lo tanto, la C. pneumoniae es uno de
los posibles agentes etiolégicos de la aterosclerosis (Likhoded y Martynova,
2000).

Otro estudio ha tratado de detectar antigenos de Chlamidia en las lesiones
aterosclerdticas de siete perros mediante la técnica de inmunohistoquimica.
Las sefales inmunopositivas a los anticuerpos fueron reconocidas en las
lesiones ateroscleréticas de las arterias aorta, coronarias y esplénica de todos
los perros. Estas sefiales positivas se encuentran en el citoplasma de los
macrofagos espumosos infiltrados y en la matriz extracelular de las lesiones.
En algunas lesiones, el citoplasma de las células endoteliales y células de
musculo liso también dieron sefales inmunopositivas. Mediante microscopia
electrénica, se observaron clamidias en el citoplasma de las células
endoteliales y de musculo liso. Las técnicas de reaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR) y la deteccion de ADN de C. pneumoniae fueron realizadas
en el bazo, arterias coronarias y renales en uno de los siete perros. Estos
estudios confirman la presencia de Chlamidia viable en lesiones
ateroscleréticas y apoyan la conclusién de que el organismo puede ser un
factor activo en la patogénesis de la aterosclerosis canina, asi como en la
humana (Sako y col., 2002).

4.5 Importancia del estudio del espesor de las capas arteriales.

Es importante la medicion de cada capa de un vaso para detectar aumentos en
el espesor y comprobar el grado de lesion, especialmente en la capa intima. Se
utiliza como un marcador de enfermedad de la pared arterial.

La aterosclerosis se considera una forma de arterioesclerosis donde las partes
internas de la pared arterial estan engrosadas por depdsitos (placas) que
contienen colesterol, material lipidico (ateroma) y calcificacion focal. Estas
lesiones son engrosamientos focales asimétricos de la capa intima de las
arterias (Raines y col., 2009). Con el envejecimiento las paredes arteriales se
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hacen mas gruesas y rigidas. La medicion del espesor intima-media (IM) de la
pared arterial ha mostrado un aumento en pacientes humanos con enfermedad
arterial coronaria (Garcia, 2009). En las primeras fases de |la aterosclerosis en
perros, las lesiones se producen sobre todo en la intima, y en etapas
avanzadas se producen a lo largo de la pared arterial (Zechmeister, 1971).

Es ampliamente aceptado que los individuos con enfermedad vascular
arterioescler6tica aumentan la rigidez y el grosor intima-media en comparacion
con sujetos sanos. En un estudio se sugiere que una mayor rigidez observada
en sujetos con enfermedad vascular periférica es resultado del cambio en
cantidad y calidad de la pared arterial. Se observé que los cambios en los
indices de rigidez arterial eran mucho mas altos que los cambios en el grosor
intima-media y diametro. Estas observaciones preliminares pueden ser un
indicio de que el indice de rigidez arterial es un marcador sensible temprano de
la aterosclerosis (Claridge y col., 2009).

En la aterosclerosis las primeras lesiones visibles en la pared arterial se dan a
nivel de la intima, con la migracion de células polimorfonucleares en un
principio hasta la formacién de la placa aterosclerética en las ultimas etapas del
proceso. Todos estos procesos llevan a un engrosamiento de la capa intima, lo
cual puede ser evaluado cuanti y cualitativamente mediante la observacion de
la muestra histolégica. Con esto, se puede determinar el grado de lesiéon que
existe en esa muestra analizada.

En casos avanzados de lesiones arteriales, ademas de la capa intima, también
puede verse afectadas las capas media y/o adventicia. Estas capas pueden
sufrir cambios en su estructura celular y espesor.

La medicién del espesor de las capas que componen la pared arterial,
especialmente la intima, se justifica en que es un método de evaluaciéon
objetiva de la muestra histolégica que brinda datos que nos permiten comparar
diferentes muestras determinando el grado de engrosamiento en cada una de
ellas. A su vez, nos permite evaluar los tipos celulares y otros elementos que
componen las zonas engrosadas. Agrupando estos valores y datos obtenidos
se pueden llegar a correlacionar con los diversos factores predisponentes de
lesion vascular.

4.6 Infiltracion grasa del miocardio e importancia patologica

El coraz6n esta rodeado en forma frecuente por grasa, tanto la subepicardica
en el pericardio, asi como la grasa mediastinica fuera del pericardio. Una gran
cantidad de grasa mediastinica y pericardica que cubre al corazén se ha
correlacionado con una mayor incidencia de enfermedad arterial coronaria en
humanos (Taguchi y col., 2001). La infiltracién grasa del miocardio puede
aparecer de forma aislada o en asociacién con tejido fibroso (Burke y col.,
1998). La grasa intramiocardica se correlaciona con cardiomiopatias diversas,
pero también esta presente en cierto grado en el miocardio normal. La
fisiopatologia de la infiltracién fibroadiposa todavia no se entiende
completamente (Kellman y col., 2010).

La evidencia reciente sugiere que en humanos el tejido adiposo podria afectar
mecanica y funcionalmente al corazén y su vasculatura, lo que posiblemente
desempefia un papel en la adiposidad relacionada con la aterosclerosis
(lacobellis, 2008) y que la obesidad guarda relacion con la infiltracion grasa de
diversos tejidos, incluido el miocardio.
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Se han estudiado diversos factores predisponentes relacionados con la
infiltracion grasa del miocardio y sus posibles consecuencias patolégicas en
humanos. Se encontré una significativa correlaciéon positiva entre el grado
macroscopico de tejido adiposo subepicardico y el grado microscopico de la
infiltracion grasa del miocardio; también se encontré6 una asociacion entre la
infiltracion grasa con el grado de atrofia del miocardio, pero no hubo correlacion
entre el grado de infiltracion grasa del miocardio y la edad, asi como tampoco
con las lesiones vasculares coronarias (Luo y col., 2010).

Ademas de la presencia de adipocitos que infiltran el miocardio, existe un
creciente interés en la medicion del contenido de lipidos intracelulares en los
cardiomiocitos. La excesiva acumulacion de lipidos en el miocardio es
directamente cardiotéxico y es causa de un remodelado ventricular izquierdo y
de cardiomiopatia dilatada (McGavock y col., 2006). El papel de la esteatosis
cardiaca en las enfermedades del corazén esta siendo estudiada en pacientes
humanos con trastornos metabdlicos, como diabetes mellitus tipo Il (McGavock
y col., 2007).

4.6.1 Efecto de la edad sobre la infiltracion grasa del miocardio

Diversos estudios han revelado que el envejecimiento se asocia con cambios
progresivos en la distribucion de la grasa total y regional, lo que puede tener
consecuencias negativas para la salud. En humanos senescentes, algunos
tejidos como el miocardio tienen una mayor deposicion de grasa, lo que
aumenta el riesgo de enfermedades cardiovasculares (Kuk y col., 2009).

Sin embargo, en otro estudio no se encontrdé correlacion entre la edad y el
grado de infiltracién grasa del miocardio en humanos (Luo y col., 2010).

4.6.2 Efecto de la obesidad sobre la infiltracion grasa del miocardio

Se han establecido firmes vinculos entre la obesidad y el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares. Por otra parte, estudios en el ambito de la
homeostasis, han demostrado que los insuficientes mecanismos para
garantizar un manejo adecuado de los excedentes de energia, se asocian con
acumulacién de grasa visceral y sobrecarga de lipidos en los 6rganos internos,
incluyendo el corazén (Mathieu y col., 2008).

La infiltracidbn grasa del miocardio y epicardio se incrementa con el grado de
adiposidad visceral y posiblemente contribuye a los cambios a nivel cardiaco
asociados a la obesidad (Malavazos y col, 2010).

4.6.3 Efecto de la dieta sobre la infiltracion grasa del miocardio

En un estudio hecho en ratas, se indujo infarto de miocardio ventricular
administrando una dieta alta en grasas donde fue necesario un minimo de ocho
semanas para la aparicion del infarto del ventriculo; sin embargo, distintas
alteraciones del miocardio eran visibles antes del evento terminal (Fischer,
1979). En las primeras cuatro semanas de exposicidbn a la dieta grasa, las
caracteristicas morfologicas de la respuesta del miocardio consistieron en: 1)
un gradual y progresivo aumento de la deposicion de lipidos en los
cardiomiocitos, y 2) la movilizacién de los macrofagos. Con la administraciéon
continua de la dieta, la manifestacién morfolégica mas notable en el corazén
consistia en una invasion extensa de los macrofagos en los espacios
intersticiales dentro de la masa muscular. Estos resultados indican que las
grasas dietéticas estimulan el sistema reticulo-endotelial, y que la induccién de
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los infartos de miocardio es una consecuencia de la actividad macroféagica
excesiva (Fischer, 1979).

4.6.4 Efecto sobre la conduccion y contraccion ventricular normal

Solo en raras ocasiones la infiltracion grasa es responsable de una enfermedad
cardiaca grave, pero cuando invade al miocardio, puede interferir con la
contraccién ventricular normal. La infiltracién grasa rara vez ha sido reportada
como causa de un defecto de conduccion cardiaca (Balsaver y col., 1967). La
sustitucion del miocardio normal por grasa o tejido fibroadiposo, constituye un
sustrato que puede condicionar alteraciones eléctricas y mecanicas del
miocardio debido a la conductividad eléctrica mas baja de la grasa, y la
infiltraciéon fibroadiposa del miocardio se ha demostrado que se asocia con
muerte subita (Kellman, 2010). Ambos ventriculos pueden verse implicados; la
infiltracion del corazdén con grasa dificulta su funcién y puede llevar a la
insuficiencia cardiaca (Sanchez-Rubio y col., 2005).

4.6.5 Patologias y enfermedades que cursan con infiltracion grasa del
miocardio

4.6.5.1 Cardiomiopatia dilatada canina.
La cardiomiopatia dilatada (CMD), que se caracteriza por la dilatacion de las
camaras y disfuncibn miocardica sistélica y diastolica, es una de las
enfermedades cardiovasculares adquiridas mas comunes en perros (Tidholm y
Joénsson, 2005, y Lobo y col., 2010). La revisiébn de los informes sobre los
hallazgos histologicos en perros con CMD diagnosticados clinicamente pone de
manifiesto dos formas histoloégicamente distintas de CMD (Tidholm y Jénsson,
2005):
e infiltracion grasa degenerativa, tipo de cardiomiopatia de Boxers y
Doberman Pinscher,;
o fibra ondulada "atenuada", tipo de cardiomiopatia mas prevalente, vista
en razas gigantes, grandes y medianas, incluyendo también Boxers y
Doberman Pinscher.
La infiltracibn grasa degenerativa fue descrita por primera vez como
cardiomiopatia del Boxer (Harpster, 1983). Las lesiones del miocardio (ver
fotografia 12) asociadas al tipo de infiltracién grasa degenerativa de la CMD
incluyen miocitolisis, degeneracion y atrofia de miofibras, vacuolizacion y atrofia
de miocitos con extensa fibrosis (reemplazo del miocardio por haces densos de
colageno) e infiltracién grasa (depoésitos de lipidos) para sustituir las miofibrillas
(Everett y col., 1999). Similares lesiones miocardicas fueron descritos por otros
autores en Doberman Pinscher con diagnéstico clinico de CMD (Calvert y col.
1982).
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Fotografia 12: imagen histologica (tricromico de Masson. Bar = 20 micras) de
miocardio del ventriculo izquierdo de un perro con CMD del tipo de infiltracion
grasa degenerativa. Se observa degeneracion vacuolar de las miofibrillas
(flechas pequefias), atrofia de miofibrillas, depédsitos de lipidos (flechas
grandes), y cordones de colageno (tincién en azul) (Tidholm y Jénsson, 2005).

El objetivo de un estudio fue describir las caracteristicas histologicas de la CMD
en 10 perros que padecian esta enfermedad, con especial atencion en la
localizacion y cuantificacion de las fibras onduladas atenuadas, fibrosis e
infiltracion grasa del miocardio; estas lesiones se observaron en el miocardio
de todos los perros con CMD. Basandose en estas caracteristicas histoldgicas
el miocardio ventricular izquierdo fue el mejor tejido para el diagnéstico de CMD
(Lobo y col., 2010).

4.6.5.2 Cardiomiopatia arritmogénica del ventriculo derecho

La cardiomiopatia arritmogénica del ventriculo derecho (CAVD) es una
patologia hereditaria que se caracteriza por la infiltraciéon fibroadiposa del
miocardio ventricular derecho que conduce a regiones hipocinéticas del
corazoén, causando en ultima instancia arritmias malignas y fallo cardiaco (Shafi
y Anglade, 2009). Biopsias endomiocardicas en pacientes humanos jovenes
con CAVD demuestran que la fibrosis aparece con mayor frecuencia que la
infiltraciéon grasa (Hamilton, 2009).

En perros Boxer se ha observado el desarrollo de CAVD (Oyama y col., 2008).
Una perra Boxer de 3 afios de edad fue evaluada por sufrir un sincope e
intolerancia al ejercicio; tres meses después de la aparicion de los sintomas
clinicos, a pesar del tratamiento la paciente desarroll6 signos de insuficiencia
cardiaca congestiva derecha, y la eutanasia se realizé debido a la ascitis
refractaria. El diagnostico definitivo de CAVD se realizé mediante necropsia. En
contraste con el tipo de cardiomiopatia dilatada del Boxer, la dilatacién primaria
se produjo en el atrio y ventriculo derechos, y la pared ventricular derecha era
mas delgada en los lugares subtricuspidal, apical e infundibular, similar al
"triangulo de la displasia" de pacientes humanos con CAVD. Las lesiones
histolégicas mostraron una atrofia de miocitos y su sustitucion por tejido
adiposo y fibroso en el ventriculo y atrio derechos. Este informe apoya la
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hipotesis de que la CAVD es una enfermedad progresiva que también puede
afectar a la pared libre del ventriculo izquierdo si el paciente vive lo suficiente
(Boujon y Amberger, 2003).

4.6.5.3 Miocarditis

El reemplazo fibroadiposo de tejido de miocardio parece ser una consecuencia
de la pérdida de miocitos por distintas causas, como la miocarditis u otros
estimulos nocivos (Tidholm y Jénsson, 2005).

4.6.5.4 Sindrome metabdlico

La obesidad visceral y sus consecuencias metabdlicas a menudo se conocen
como sindrome metabdlico (Mathieu y col., 2008). En pacientes humanos con
sindrome metabdlico (que incluye varias entidades fisiopatoldgicas tales como
resistencia a la captacién de glucosa mediada por insulina, intolerancia a la
glucosa, hiperinsulinemia, aumento de triglicéridos en las VLDL, disminucion
del colesterol tipo HDL e hipertension arterial) donde el objetivo de un estudio
era determinar los mecanismos fisiopatolégicos de la principal disminucion de
la tolerancia al ejercicio, las técnicas de microscopia electronica pusieron de
manifiesto la fibrosis intersticial difusa y focal, la hipertrofia de las células del
miocardio y la infiltracion grasa del miocardio (Sokolov y col., 2009).

4.6.5.5 Hipoxia prolongada

En un estudio se realizaron exdamenes morfolégicos del corazén luego de 20
dias de un periodo prolongado de hipoxia. A los 30 dias los resultados
mostraron una desintegracién microgranular del miocardio e infiltraciébn grasa
de las fibras musculares, mientras que mas tarde, después de 60 dias, se
observo desarrollo de fibrosis (Konopinski y Zimnoch, 1976).

4.7 Densidad de capilares en miocardio e importancia patolégica.

La perfusion correcta y la integridad de los vasos son requisitos clave para la
homeostasis del miocardio. En este sentido, la angiogénesis en el miocardio se
produce en condiciones fisioldgicas y patolégicas; el fracaso en este proceso y
el suministro deficiente de oxigeno resultante pueden inducir la pérdida y
degeneracion de los cardiomiocitos, la atrofia y la fibrosis intersticial, los cuales
son vistos como una causa principal de la disfuncion del miocardio e
insuficiencia cardiaca (Hilfiker-Kleiner y col., 2005).

El remodelado vascular es un término que se usa comunmente para
definir los cambios estructurales en la geometria de los vasos sanguineos que
se producen en respuesta a alteraciones fisioldgicas en el flujo sanguineo a
largo plazo o en respuesta a la lesioén de la pared vascular provocado por un
trauma o enfermedades cardiovasculares subyacentes (Gibbons y Dzau, 1994).
El proceso de remodelacién, que empieza como una respuesta adaptativa a las
alteraciones hemodinamicas a largo plazo, tal como el aumento de la presion
intravascular, puede eventualmente dar lugar a una alteraciéon de la funcidn
vascular.

El endotelio vascular, debido a su ubicacion recubriendo el lumen de los vasos
sanguineos, juega un papel fundamental en la regulacién de todos los aspectos
de la funcién vascular y homeostasis (Quyyumi, 1998). Por lo tanto, no es
sorprendente que la disfuncién endotelial haya sido reconocida como la
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precursora de todas las enfermedades cardiovasculares mayores, tales como
la hipertension, aterosclerosis y diabetes.

La remodelaciéon vascular es un proceso complejo y altamente regulado que
implica la activacion de mudltiples cascadas de sefializacion y factores de
transcripcion, que funcionan coordinadamente para inducir la expresion de
genes implicados en el crecimiento de células vasculares, proliferacion,
apoptosis, migracion, adhesion, y sintesis de matriz extracelular (Dzau vy
Gibbons, 1991). Todos los componentes de la pared vascular parecen estar
implicados en el proceso de remodelacién (McGrath y col.,, 2005), y la
evidencia reciente sugiere que el musculo liso y las células endoteliales pueden
participar activamente en la remodelacién vascular.

4.7.1 Posibles factores de variacion de la densidad de capilares en
miocardio

Existen muchas condiciones cardiacas que afectan a la estructura y funcién de
los capilares, asi como a la reologia microvascular. Los capilares del miocardio
son los principales determinantes de la reserva del flujo coronario (Kaul y
Jayaweera, 2008).

4.7.1.1 Disminucion de la densidad de capilares en miocardio

¢ Insuficiencia cardiaca: se ha demostrado que se desarrolla fibrosis
intersticial en el miocardio de perros con insuficiencia cardiaca y se
asocia con una densidad capilar reducida, aumentando la distancia
media entre dos capilares adyacentes, lo que lleva a una menor difusion
de oxigeno e hipoxia del tejido (Sabbah y col., 1996). También se ha
descrito la disminucién de la densidad capilar en individuos humanos
con insuficiencia cardiaca congestiva como resultado de la
cardiomiopatia dilatada idiopatica (Tsagalou, 2008) o inflamatoria (Karch
y col., 2005), y en pacientes con insuficiencia cardiaca crénica (Duscha,
1999).

e Cardiomiopatia hipertrofica (CMH): se ha encontrado una disminucion
de la densidad capilar del miocardio en individuos humanos con el
corazén hipertrofiado (Pearlman, 1981). Hallazgos morfologicos han
mostrado que la oferta capilar, y por lo tanto la reserva coronaria, se ven
afectadas en la CMH moderada y con obstruccion de las vias de salida
del ventriculo. Estos datos pueden explicar en parte la limitacién de la
perfusion miocardica en la CMH, que se asocia con un peor prondstico.
Por otra parte, en la CMH se ha presentado evidencia de una pérdida
real de los capilares y de un crecimiento capilar defectuoso. En un
estudio se concluy6é que el numero promedio de capilares que rodean a
los cardiomiocitos fue menor en los pacientes con CMH que en los
controles sanos (Johanson y col., 2008). La respuesta angiogénica al
crecimiento patologico durante la hipertrofia cardiaca, depende de la
etapa de desarrollo del organismo, es decir que cuanto mas joven es el
individuo mayor es la respuesta angiogénica sobre la naturaleza del
estimulo de crecimiento (Rakusan, 1999).

o Lesiones isquémicas: la densidad capilar del musculo esquelético y la
relacion entre capilares y fibras musculares se redujo significativamente
en ratas infartadas en forma experimental (Schieffer y col., 1995). En
perros domésticos hay evidencia de la disminucién del numero de
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capilares en regiones isquémicas del miocardio luego de haberse
ocluido experimentalmente la arteria paraconal (Kramer, 1998).

Edad: algunos estudios sugieren que la densidad numérica capilar es
menor en perros senescentes (Tomanek, 1991). Durante la etapa adulta
del desarrollo, la angiogénesis capilar disminuye considerablemente
pero no desaparece completamente. Sin embargo, el aumento de la
longitud capilar no es proporcional al aumento concomitante en el
volumen de los cardiomiocitos, resultando en una reduccién de la
densidad capilar. La etapa senescente va acompafada de una
disminuciéon en la densidad de capilares y arteriolas (Rakusan, 1999).
Obesidad: modelos animales en condiciones de obesidad, han
mostrado una reducciéon del flujo sanguineo tisular en respuesta al
ejercicio 0 a cualquier aumento de la actividad metabdlica local (Hodnett
y Hester, 2007). Ademas de una hiperemia funcional limitada, y por lo
tanto una incapacidad de proporcionar un suministro adecuado de
sangre a los tejidos activos en un entorno obeso, hay una restriccion
adicional dentro del tejido periférico que se hace mas relevante con una
demanda metabdlica elevada. Con el desarrollo de la obesidad, estudios
previos han demostrado que se desarrolla una rarefaccién microvascular
progresiva (reduccién de la densidad capilar) en multiples tejidos u
organos (Frisbee, 2007). Esta rarefaccién puede llevar a la hipoxia e
isquemia tisular que predispone a la disfuncidén celular, ademas de las
reducciones en el transporte de nutrientes, suministro de sangre, y
capacidad de recambio en los tejidos (Stapleton y col., 2008).
Hipertension: el desarrollo de la hipertensibn se acompafia de
rarefaccion de arteriolas y capilares en el miocardio de modelos
animales y seres humanos (Levy y col.,, 2001). La rarefaccién
microvascular, definida como una pérdida de las arteriolas terminales,
vénulas pequefas y/o capilares, es una caracteristica comun del
sindrome de hipertension (Murfee y Schmid-Schénbein, 2008). Se ha
encontrado que la hipertensidbn se asocia a una disminucién de la
densidad capilar en el miocardio de perros (Tomanek, 1986) y humanos
(Kamezaki y col., 2007).

Diabetes: la diabetes aumenta la morbilidad y la mortalidad asociada
con los sindromes cardiacos isquémicos y procesos de
revascularizacion coronaria. Se ha sugerido que la diabetes puede estar
asociada con disminucién de la densidad capilar y/o con una alteracién
en la formacién de vasos colaterales en el miocardio. Estudios en
ratones han concluido que la expresion reducida de receptores de
insulina en el miocardio parece contribuir a la disminucién de la densidad
capilar; esto a su vez, puede empeorar la lesién isquémica del miocardio
y posiblemente las lesiones apoptoticas durante el estrés (McQueen y
col., 2005).

Falla renal: en casos de insuficiencia renal experimental, en el
miocardio se ha comprobado la disminucion en la capilarizacién, mayor
distancia intercapilar e hipertrofia de los cardiomiocitos, anomalias que
exponen el corazén a una reducida tolerancia a las lesiones isquémicas.
Se ha encontrado una disminucion en la densidad capilar en el
miocardio de ratas parcialmente nefrectomizadas; en este caso, las ratas
fueron sometidas a una insuficiencia renal durante 8 semanas, luego de
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las cuales se comprobaron significativos aumentos de la presién arterial
sistolica y de los niveles de urea y creatinina séricas, con respecto a los
controles normales. Por otra parte, la densidad capilar del miocardio fue
significativamente reducida luego de la nefrectomia parcial. Estos datos
documentan un defecto selectivo de la capilarizacion en el miocardio de
los animales con insuficiencia renal moderada (Amann y col., 1997).

4.7.1.2 Aumento de la densidad de capilares en miocardio

Actividad fisica: el ejercicio altera el remodelado vascular, estimulando
el crecimiento capilar, la angiogénesis (formacién de nuevas redes
capilares) y la arteriogénesis (crecimiento de arteriolas colaterales pre-
existentes que conducen a la formacién de las arterias de conductancia
grandes, que son capaces de compensar la pérdida de la funcion de las
arterias ocluidas) (Leunq, 2008). El ejercicio y sobretodo el
entrenamiento de resistencia estimula el crecimiento de capilares en el
corazon, principalmente en animales jovenes, pero este efecto es menor
en adultos. Cuando el entrenamiento conduce a la hipertrofia cardiaca,
la densidad capilar puede ser mantenida en un nivel normal, lo que
indica una cierta capacidad para el crecimiento capilar. El crecimiento de
los grandes vasos coronarios con el entrenamiento fisico es evidente por
el aumento del numero de arterias y arteriolas, aunque los vasos
colaterales no crecen en los corazones normales como resultado del
entrenamiento. Los estimulos posibles para el crecimiento de los vasos
durante el ejercicio son el aumento del flujo sanguineo coronario, una
mayor fuerza de contraccion del miocardio, algunas influencias
hormonales y humorales, y otros factores de crecimiento. A mas largo
plazo, los factores que intervienen en estos estimulos pueden ser el
aumento de la tensién de la pared vascular (debido al aumento del flujo
sanguineo y/o presion), el aumento de esfuerzo con la consiguiente
liberacion de 6xido nitrico y prostaglandinas, y el aumento de la fuerza
de contraccion (Brown y Hudlicka, 1999).

Temperatura ambiental: existen estudios que sugieren un aumento en
la densidad capilar en el musculo de ratas y hamsters en condiciones de
baja temperatura ambiental. La aclimatacibn cronica a bajas
temperaturas provoca un grado variable de atrofia muscular, que a su
vez aumenta la densidad capilar (Egginton, 2002).

Eritropoyetina: se ha investigado los efectos de la eritropoyetina en la
neovascularizacion y la funcién cardiaca tras un infarto experimental de
miocardio en perros; se comprobd que la eritropoyetina administrada en
forma endovenosa en diferentes momentos luego del infarto
experimental de miocardio, aumenta la neovascularizacién del miocardio
isquémico y mejora la disfuncion ventricular izquierda tras el infarto de
miocardio en los perros. Se concluye que ademas de su efecto en la
limitacion del tamafio del infarto agudo, la eritropoyetina ejerce efectos
antiapoptoticos, mejora la neovascularizacién, probablemente a través
de la movilizacién de las células progenitoras endoteliales, y mejora la
disfuncién cardiaca en la fase crénica, aunque tiene limitaciones en la
ventana de tiempo (Hirata y col., 2006).
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Estudiar las eventuales correlaciones entre diversos factores predisponentes
(sexo, edad, tamafo, estado de carnes, tipo de alimentacién, estilo de vida y
convivencia o no con fumadores del perro doméstico), lesiones vasculares
ateroscleréticas coronarias y abundancia de adipocitos y densidad de capilares
sanguineos.

5.2 Objetivos particulares

5.2.1 Describir la eventual presencia de lesiones y sus caracteristicas
histologicas en las arterias coronarias y en las ramas arteriales de las mismas
en el perro.

5.2.2 Determinar:
e la densidad y el volumen porcentual de los adipocitos en el miocardio
banal y en los paquetes vasculo-nerviosos asociados,
la densidad de capilares sanguineos en el miocardio y
o ¢l espesor de las diferentes capas (intima, media y adventicia) de la
pared de la arteria coronaria paraconal proximal.

5.2.3 Determinar el sexo, la edad, el tamafno, el estado de carnes, el tipo de
alimentacion, el estilo de vida y la convivencia o no con fumadores en los
sujetos estudiados. Se investigd si existe alguna correlacion entre las
caracteristicas histoldgicas, la eventual presencia de lesiones en la vasculatura
cardiaca y el sexo, la edad, el tamafio, el estado de carnes, el tipo de
alimentaciéon, el estilo de vida (régimen de vida y temperamento) y la
convivencia o no con fumadores en los perros estudiados.

6. HIPOTESIS

6.1 Hipoétesis nula

No existe correlacion entre los factores predisponentes, las lesiones
ateroscleréticas vasculares coronarias y la abundancia de adipocitos vy
densidad de capilares sanguineos.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Condiciones de trabajo

El presente trabajo se basd en un muestreo multicéntrico de perros de
diferentes edades y estilos de vida en la ciudad de Montevideo. Se
muestrearon cadaveres disponibles en el Hospital Veterinario de nuestra
Facultad de Veterinaria y en el Servicio de Necropsias (Departamento de
Patologia) de la misma. Asimismo, se visitd una serie de Clinicas Veterinarias
de Montevideo. En todos los casos se utilizd un protocolo de toma de muestras,
una ficha de remisidon de material y cartas adjuntas para el colega tratante y
para el duefio del perro fallecido (ver Anexos).

En la ficha de remisibn de material se incluyeron los datos personales del
propietario del perro fallecido, lugar de procedencia del cadaver (Hospital de
Facultad o clinicas particulares), del colega tratante, resefia del animal donante
(sexo, edad, raza, peso, tamano), antecedentes clinicos (patologias o
enfermedades diagnosticadas previamente), motivo o causa de muerte, estado
de carnes previo al fallecimiento (caquéctico, delgado, normal u obeso), tipo de
alimentacién (racién, comida casera o ambas), régimen de vida (ejercicio
reglamentado, libre o sedentario), temperamento (estresado, hiperquinético o
tranquilo) y convivencia o no con fumadores.

En las cartas adjuntas para los colegas tratantes y propietarios de los perros
fallecidos, se hacia un breve comentario de los objetivos del presente estudio y
se explicaban los procedimientos que se iban a realizar para la toma de
muestras de los animales donantes.

Nos propusimos muestrear no menos de 50 perros, cubrir el mayor rango de
edades posible y asegurar al menos 10 individuos con régimen de vida
“sedentario” y con estilo de vida “sano” (animales con actividad fisica regular y
sin manifestaciones clinicas de enfermedad).

Se logré realizar un muestreo total de 68 individuos, de los cuales se obtuvo un
numero menor (variable segun la técnica aplicada) de preparados histolégicos
aptos para su posterior evaluacion.

7.2 Procedimientos de muestreo
Las muestras fueron debidamente identificadas con un coédigo autogenerado
idéntico al de la ficha de remision de material acompanante. En este cédigo se
especificaron algunos datos del animal donante en el siguiente orden:

1) sexo (“M” para los machos y “H” para las hembras);

2) fecha del muestreo, especificando el dia y el mes del muestreo (ejemplo:
“24-5");

3) edad, ordenando en tres franjas etarias (“A” para los individuos de 0 a 2
afos, “B” para los de 3 a 8 afos, y “C” para los mayores de 9 afos);

4) numero que identifica el orden en que fueron tomadas las muestras.

Como ejemplo, hacemos referencia a uno de los animales muestreados: su
codigo es M5-7B22, y se trataba de un individuo macho, muestreado el dia 5
de julio, de 8 afnos de edad, siendo la vigésima segunda toma de muestras.

Las muestras fueron fijadas en un plazo maximo de 3 horas a partir del
momento en que se interrumpié la circulacibn sanguinea en la zona. Las
fijaciones se realizaron (al menos durante 48 horas) por inmersiéon en solucion
de formol bufferado al 10%.
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Para la toma de muestras, primero se abrid la parrilla costal cuidando de no
lesionar el corazén, se cortaron las falsas costillas a ambos lados del esternén,
levantando el mismo hacia craneodorsal y se cortaron las axilas para mayor
comodidad (ver fotografias 13 y 14). Se separd el corazon a nivel de los
grandes vasos, cuidando de no manipularlo en exceso para evitar alteraciones
de los tejidos a muestrear (ver fotografia 15). Luego, se separ6 el tronco
coronario (raiz) de ramas coronarias derecha e izquierda con aproximadamente
5 mm de tejido circundante a cada lado. Como guia de la zona a muestrear se
tomaron las arterias coronarias derecha e izquierda, siguiéndolas en forma
retrégrada, hasta encontrar el origen en comun de ambas.

Fotografia 13: fotografia que muestra el abordaje de la cavidad toracica,
durante el proceso de toma de muestras.

Fotografia 14: fotografia que~ ehibe Ividad trécia; se observa en primer
plano los lobulos pulmonares izquierdos y el corazdn inmediatamente por
debajo.
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“‘i‘:‘
Fotografia 15: fotografia que muestra el corazon luego de ser retirado de la
cavidad toracica.

Las muestras de corazon fueron tomadas del surco coronario, en la zona de la
primera bifurcacion de la arteria coronaria izquierda en las ramas paraconal y
circunfleja (ver fotografia 16); este sector muestreado incluyé los grandes
vasos de la zona, ademas de miocardio atrial y ventricular, orientandose el
corte transversalmente a la primera porcién de la arteria paraconal, en una
muestra de unos 2 cm de largo y unos 7-8 mm de ancho; el ancho no fue
mayor para facilitar la rapida fijacion. En estas muestras se estudio el espesor
de las diferentes capas (intima, media y adventicia) que componen la pared de
la arteria paraconal, utilizando como unidad de medida el micrémetro (um).

Fotografia 16: fotografia donde se especifica el sitio de muestreo (rectangulo
rojo) en la primera bifurcacion de la arteria coronaria izquierda en las ramas
paraconal y circunfleja.
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También se tomaron muestras de tejido hacia el apice del corazén en las
porciones mas distales de la arteria paraconal (ver fotografia 17); este sector
muestreado incluyé miocardio y una porcion de la arteria paraconal,
orientandolo de tal manera de cortar la mayor cantidad de ramas arteriales
menores (que en su gran mayoria son paralelas entre si y con las fibras
musculares), en una muestra de 2 cm de largo y unos 5-6 mm de ancho. En
estas muestras se determinaron la densidad y el volumen porcentual de
adipocitos en el miocardio y en los paquetes vasculo-nerviosos asociados, y la
densidad de capilares sanguineos.

Fotografia 17: fotografia que muestra el sitio de muestreo (rectangulo rojo) que
incluye miocardio ventricular y una porciéon mas distal del trayecto de la arteria
paraconal.

Las muestras fijadas fueron procesadas histolégicamente con técnicas
clasicas:

1) luego de estar adecuadamente fijadas en formol al 10%, las muestras
fueron sometidas a inmersiones sucesivas en etanol 70°, 95° y 100°,
luego en xilol y luego en tres pasajes sucesivos (treinta minutos cada
uno) por parafina liquida en estufa a 60°C. Con esta técnica se logra que
los tejidos eliminen el formol y se infiltren en parafina;

2) las muestras fueron incluidas en un bloque de parafina, orientando los
tejidos de manera adecuada para lograr que los sectores a estudiar
quedaran ubicados transversalmente a la superficie de corte;

3) los bloques fueron cortados con micrétomo a 6-7 um, y las secciones
resultantes fueron hechas flotar en un recipiente con agua a 49-50°C
para que las cintas de secciones de parafina se extendieran junto con
los tejidos incluidos en ellas. Los cortes fueron levantados con
portaobjetos dejandolos secar a temperatura ambiente por 24 horas. Se
buscé obtener por lo menos 10 cortes de cada muestra correspondiente
al sector de la primera porcion de la arteria paraconal, y otros 10 cortes
del sector que incluia la porcidon mas distal de la arteria paraconal, con
una mayor proporcion de tejido miocardico;
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4) los portaobjetos con las secciones de parafina y tejidos incluidos en ellas
fueron inmersos en xilol para desparafinar durante 20 minutos en estufa
a 60°C. El xilol se empled para retirar la parafina y dejar sélo los tejidos
fijados en las laminas;

5) luego las laminas se sometieron a inmersiones sucesivas en etanol a
temperatura ambiente durante un minuto cada una, dejando escurrir las
muestras luego de cada pasaje. La primera inmersidén se hizo en etanol
100°, la segunda en etanol 96°, y la tercera en etanol 70°. Estos pasos
se realizaron para ir hidratando los tejidos;

6) posteriormente se realizd un lavado de los preparados en agua corriente
para completar el proceso de hidratacion;

7) los preparados fueron coloreados con hematoxilina mediante inmersion
durante 2-4 minutos. Luego de esta coloracién se realiz6é un virado de la
hematoxilina utilizando agua corriente;

8) la segunda coloracion se realiz6 mediante inmersidn en eosina durante
45-60 segundos, y luego se realiz6 un lavado en agua corriente;

9) luego de estas coloraciones los preparados fueron vueltos a someter a 3
pasajes sucesivos por etanol durante 1 minuto para deshidratarios. El
primer pasaje se realiz6 en etanol 70° el segundo pasaje se hizo en
etanol 96°, y el tercero en etanol 100°;

10) se hizo una inmersidén de los preparados en xilol de montar a
temperatura ambiente durante 20 minutos. Posteriormente se realiz6 el
montaje colocando una gota de balsamo sobre la muestra, luego
colocando un cubreobjeto sobre ella cuidando de que no se formaran
burbujas de aire y dejando secar a temperatura ambiente durante 24-48
horas;

11) por ultimo los bloques de parafina y los preparados ya coloreados
fueron identificados con su correspondiente coédigo autogenerado y
archivados para su posterior evaluacién y analisis.

En el caso de los cortes transversales de la primera porcion de la arteria
paraconal, se tomaron una serie de fotografias mediante el microscopio en las
cuales se evalu6 el espesor de la pared arterial, midiendo en cada uno de los
preparados el espesor en uym de las capas intima, media y adventicia; se
realizaron 30 mediciones por cada una de estas capas arteriales. La capa
intima fue medida a un aumento de 400x (fotografia 18), y las capas media y
adventicia se midieron a un aumento de 100x (fotografias 19 y 20). Luego en
cada preparado se calculd la media de las mediciones de cada una de las
capas arteriales.
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Fotografia 18: imagen que ejemplifica el método de medicion del espesor de la
capa intima, donde se observan 5 sectores donde se determinaron estas
mediciones (lineas rojas). Esta imagen histolégica (aumento de 400x) de un
corte transversal de la primera porcién de la arteria paraconal, corresponde a

una perra cruza de 5 afios de edad (co6digo autogenerado H4-8B39).

: ’ 7 R & "SR Y
Fotografia 19: imagen histolégica (aumento de 100x) de otra seccién del vaso
del mismo preparado de la fotografia anterior, ejemplificando el método de
medicion del espesor de la capa media, donde se observan 5 sectores (lineas
rojas) donde se determinaron estas mediciones.
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Fotografia 20: imagen histolégica (aumento de 100x) de otra seccién del vaso
del mismo preparado de las fotografias anteriores, donde se exhibe (lineas
rojas) el método de medicidn de la capa adventicia. Estas mediciones también
fueron realizadas en 5 sectores diferentes de esta capa vascular.

Luego del calculo de la media para cada una de las capas arteriales, en estos
cortes se realizd una clasificacion histopatologica de los diferentes tipos de
lesion vascular segun la morfologia tisular observada. Para esta descripcion se
tuvo en cuenta la clasificacion de las lesiones ateroscleréticas de la AHA
descrita en la revision bibliografica. De esta manera se realizé una division en
siete tipos: sin lesion (pared vascular normal), lesiéon tipo | (inicial), lesiéon tipo Il
(estria grasa), lesion tipo Il (intermedia), lesion tipo IV (ateroma), lesion tipo V
(fibroateroma), lesién tipo VI (complicada).

AT b : ’

En los cortes donde se
evaluo el miocardio
ventricular se midid la
densidad de capilares; en
esta medicidbn se tomaron
10 fotografias
microscopicas de cada
preparado a un aumento
de 100x. En cada una de
las imagenes tomadas se
contabilizd el numero de
capilares presentes
(fotografia 21), y luego se
calculd el promedio del
numero de capilares para
cada preparado.

Fotografia 21: imagen que muestra el método utilizado para la medicion de la
densidad de capilares. Esta imagen histologica (aumento de 100x) corresponde
a una porciéon de miocardio ventricular de una perra cruza de 13 afios de edad
(codigo H15-5C5); las flechas negras indican la presencia de capilares.
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Ademas de la medicion de la densidad de capilares, en los cortes de miocardio
ventricular también se determiné el numero de adipocitos/imagen y se calculo
el volumen porcentual de adipocitos clasificando en este caso el tejido adiposo
que forma parte del miocardio banal (MB) y el que compone los paquetes
vasculo-nerviosos (PVN). Para estas mediciones se tomaron 50 fotografias por
cada preparado y evaluando las imagenes a un aumento de 100x (ver
fotografias 22 y 24).

Para el calculo de la densidad de adipocitos se determin6é el numero de
adipocitos/imagen, y luego en cada individuo se realiz6 una sumatoria de los
adipocitos contabilizados en cada imagen. Este valor total de adipocitos se
utilizé para el analisis estadistico.

Para el calculo de los volumenes porcentuales, en cada imagen se utilizé6 una
cuadricula de 80 puntos (ver fotografias 23 y 25); cada uno de estos puntos
corresponde al cruce de una linea horizontal con una vertical de la cuadricula.
Se contabilizé los adipocitos, tejido miocardico, vasos y artefactos sobre los
que cay6 un punto correspondiente de la cuadricula. Luego se calculd una
sumatoria para cada una de estas variables, para luego calcular los volumenes
porcentuales crudos de los adipocitos (del MB y asociados a PVN), del tejido
miocardico y de los vasos.

S

Fotografia 22: imagen utllizada para determinar el numero de
adipocitos/imagen, y los volumenes porcentuales de adipocitos, vasos y tejido
miocardico. Esta imagen histoldégica (aumento de 100x) muestra una regiéon de
miocardio ventricular de un perro cruza de 13 afios de edad (cédigo M27-
6C19), Las flechas negras sefalan la presencia de un conjunto de adipocitos
que forman parte del MB.
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Fotografia 23: exposicion de la misma imagen de la fotografia anterior; se
ejemplifica el método utilizado con el agregado de la cuadricula con 80 puntos
para el céalculo de los volumenes porcentuales de adipocitos, vasos y tejido
miocardico. En este caso se contabilizaron 6 adipocitos/imagen, y para el
calculo de los volumenes porcentuales se observa que un punto de la
cuadricula cae sobre un adipocito del MB, y el resto (79 puntos) caen sobre
tejido miocardico.

3 Choas % ‘:‘. " o Mo N X ;:
Fotografia 24: imagen donde se observa un conjunto de adipocitos (flechas
negras) asociados a un paquete vasculo-nervioso (PVN); sobre el margen
inferior se observa la presencia de un par de adipocitos asociados a MB. Esta
imagen histoloégica (aumento de 100x) de un corte de miocardio ventricular
corresponde al mismo individuo de las dos fotografias anteriores (cédigo M27-

6C19).
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Fotografia 25: exposicion de la misma imagen de la fotografia anterior con el
agregado de la cuadricula de 80 puntos. En este caso se contabilizaron 24
adipocitos/imagen, y para el calculo de los volumenes porcentuales se observa
que tres puntos caen sobre un conjunto de adipocitos asociados a PVN, ocho
puntos sobre vasos, y el resto (69 puntos) sobre tejido miocardico.

Todas las fotografias tomadas de los preparados se obtuvieron por medio del
programa Infinity Capture®, y luego evaluadas y analizadas en el programa
Infinity Analyze®. Todos los datos obtenidos de las mediciones se incluyeron
en una planilla electronica junto con los restantes datos cuantitativos vy
cualitativos obtenidos en las fichas de remision de muestras.

7.3 Analisis estadistico

Los valores obtenidos de las distintas variables fueron expresados como
medias + desvio estandar. Los perros fueron clasificados en tres grupos
experimentales: jovenes (menores de 3 afos), de mediana edad (3 a 8 afos) y
gerontes (9 o mas afos). Se agrupo los distintos animales segun la lesion
vascular mas grave encontrada en la muestra correspondiente. Se hicieron
anovas de una via para el espesor de las capas intima, media y adventicia,
para el volumen porcentual de adipocitos asociados a PVN y MB, de miocardio
y de vasos, para la densidad de adipocitos y de capilares. También se estudid
la relacion (test de chi’ de Pearson) entre lesiones vasculares y sexo, edad,
tamafo, estado de carnes, tipo de alimentacién declarado, régimen de vida,
temperamento declarado, y convivencia con fumadores declarada. Por otro
lado se estudiaron las relaciones (test de chi’ de Pearson) entre densidad de
capilares y adipocitos, y edad, estado de carnes, sexo, tamafio y régimen de
vida. Las diferencias entre grupos fueron estudiadas por analisis de varianza de
una via y tests post hoc de Bonferroni. Las diferencias fueron consideradas
significativas a P<0,05.
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8. RESULTADOS

8.1 Clasificacion de lesiones vasculares

El nimero total de muestras procesadas fue de 49. No se pudieron procesar
las muestras histolégicas de 3 animales por problemas de desprendimiento de
cortes histolégicos durante el proceso de coloracion. La clasificacion histologica
de las lesiones vasculares determind que 11 (22,4%) de los individuos
evaluados no presentaron lesiones, 21 (42,8%) tuvieron lesiones tipo I, 9
(18,3%) tuvieron lesiones tipo Il y 8 (16.3%) tuvieron lesiones tipo Il o mayor
(ver figura 5 y cuadro 2).

Numero de animales por tipo de lesion encontrada

Tipo Il o mayor

Sin lesiéon

Tipo Il

Tipo |

Figura 5: individuos distribuidos segun los distintos tipos de lesiones
vasculares.

Es de destacar que del 100% de muestras procesadas, un 22,5% no
presentaron lesiones vasculares, mientras que el 77,5% restante presentaron
algun grado de lesion (ver figura 6), aunque en la mayoria de los casos se tratd
de lesiones iniciales, microscépicas.

Numero de animales con o sin lesion

Sin lesiéon

Con lesion

Figura 6: porcentajes de muestras sin lesiones y con lesiones.
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8.2 Espesor de las capas vasculares: intima, media y adventicia, y
diferencias segun el tipo de lesién vascular

8.2.1 Espesor de la capa intima y diferencias segun el tipo de lesién
vascular

La media total + desvio estandar del espesor de la capa intima (um) fue 45,8
+105,4. Los valores para cada grupo segun el tipo de lesion estan presentados
en el cuadro 2. El grupo lesiones tipo Ill o0 mayor tuvo un espesor de la intima
mayor (P=0,00) al de los otros grupos.

8.2.2 Espesor de la capa media y diferencias segun el tipo de lesion
vascular

La media total + desvio estandar del espesor de la capa media (um) fue 278,1
+188,3. Los valores para cada grupo segun el tipo de lesidén se presentan en el
cuadro 2. El grupo lesiones tipo lll o mayor tuvo un espesor de la media que
tendié a ser mayor (P=0,08) al del grupo sin lesiones.

8.2.3 Espesor de la capa adventicia y diferencias segun el tipo de lesion
vascular

La media total + desvio estandar del espesor de la capa adventicia (um) fue
130,6 +60,2. Los valores para cada grupo segun el tipo de lesién se muestran
en el cuadro 2. El grupo lesiones tipo Ill o mayor tuvo un espesor de la
adventicia que tendi6é a ser mayor (P=0,14) al del grupo sin lesiones.

Cuadro 2: espesor de las capas vasculares intima, media y adventicia (media
+ desvio standard) en arterias coronarias de perros con lesiones (tipos | a lll o
mayor) o sin lesiones.

CLASIF. LESIONES

VASCULARES El (pm) EM (um) EA (pm) N
Sin lesiones 10,2 £3.9° 215,3 £94.9 98,5 £40,8 11
Tipo | 17,0 421,90 2615 $91,1 148,1 £50,6 21
Tipo II 21,7 +184%  2247+1271  103,3%50,5 9
Tipo llomayor  1951200.4°  467,8 £369,2°  159,9+88.1" 8

Valores dentro de una misma columna acompafados de literales iguales no
son diferentes; "P=0,00; "P=0,08; "P=0,14 con respecto al grupo sin lesiones.

8.3 Volumenes porcentuales de adipocitos, tejido miocardico y vasos
sanguineos en muestras de miocardio y su relacion con el tipo de lesiéon
vascular

El numero total de muestras procesadas fue de 52.

8.3.1 Volumen porcentual de adipocitos asociados a paquetes vasculo-
nerviosos

La media total + desvio estandar del volumen porcentual de adipocitos
asociados a paquetes vasculo-nerviosos fue 0,15 £0,22. Los valores para cada
grupo segun el tipo de lesién estan presentados en el cuadro 3. No se
detectaron diferencias entre cada uno de estos grupos.
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8.3.2 Volumen porcentual de adipocitos asociados a miocardio banal

La media total + desvio estandar del volumen porcentual de adipocitos
asociados a miocardio banal fue 0,47 +0,68. Los valores para cada grupo
segun el tipo de lesidbn se muestran en el cuadro 3. No se encontraron
diferencias entre cada uno de estos grupos.

8.3.3 Volumen porcentual de tejido miocardico

La media total + desvio estandar del volumen porcentual de tejido miocardico
fue 99,41 10,85. Los valores para cada grupo segun el tipo de lesion se
presentan en el cuadro 3. No se hallaron diferencias entre cada uno de estos
grupos.

8.3.4 Volumen porcentual de vasos

La media total + desvio estandar del volumen porcentual de vasos fue 0,76
+0,71. Los valores para cada grupo segun el tipo de lesiéon estan presentados
en el cuadro 3. No se detectaron diferencias entre cada uno de estos grupos.

8.4 Densidad de adipocitos y su relacion con el tipo de lesién vascular

La media total + desvio estandar del numero de adipocitos fue 71,17 +92,63.
Los valores para cada grupo segun el tipo de lesién se pueden observar en el
cuadro 3. No hubo diferencias entre cada uno de estos grupos.

Cuadro 3: volumenes porcentuales de adipocitos en paquetes vasculo-
nerviosos y en miocardio banal, de miocardio y de vasos, y densidad de
adipocitos en muestras de miocardio de perros.

CLASIF.

Vol% Vol% Adi Vol% Vol% Nro
Vv Il\-gcs:bcl).NAlIE!sES Adip PVN MB ° Miocardio Vasos adipocitos n
Sin lesiones 0,18%+0,27 0,39%0,61 99,48+0,84 0,83%0,56 66,4%+91,5 14
Tipo | 0,10%0,14 0,54%0,77  99,37+0,89 0,71+0,84 69,8%92,9 21
Tipo Il 0,17%£0,34  0,42+0,59 99,48+0,9 0,55%+0,78 72,4%+894 9

Tipo lll o mayor 0,18+0,16  0,46+0,77  99,35+0,77 1,01#0,51 81,5%+114,1 8

8.5 Densidad de capilares sanguineos y su relaciéon con el tipo de lesion
vascular

El nimero total de muestras procesadas fue de 51. Uno de los preparados
histologicos tuvo que ser descartado por las alteraciones que presentaba, por
lo que no se pudo realizar el conteo de capilares. La media total tdesvio
estandar del numero de capilares fue 15,26 +4,27. Los valores para cada grupo
segun el tipo de lesion estan presentados en el cuadro 4. No se encontraron
diferencias entre cada uno de estos grupos.

Cuadro 4: numeros de capilares relacionadas al tipo de lesion vascular en
muestras de miocardio.

CLASIF. LESIONES

VASCULARES NUMERO CAPILARES n
Sin lesiones 14,6 +2,8 14
Tipo | 14,8 £3,9 21
Tipo Il 16,6 6,8 8
Tipo lll o mayor 16,3 4,3 8
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8.6 Sexo del individuo y su relacion con el tipo de lesion vascular

El nimero total de muestras evaluadas fue de 50. Hubo 2 muestras que no se
pudieron evaluar por falta de datos en la resefa del individuo de la ficha de
remisidon de materiales Del porcentaje total, un 48% eran individuos machos y
un 52% eran hembras. Los datos para cada sexo segun el tipo de lesidén se
presentan en el cuadro 5. No hubo diferencias entre cada uno de estos grupos.

Cuadro 5: sexo y tipo de lesiéon vascular.

CLASIFICACION DE

LESIONES MACHOS HEMBRAS
Sin lesiones 8 (33,33%) 4 (15,38%)
Tipo | 8 (33,33%) 13 (50,00%)
Tipo li 4 (16,67%) 5(19,23%)
Tipo lll o mayor 4 (16,67%) 4 (15,38%)

8.7 Edad del individuo y su relacion con el tipo de lesidon vascular

El nimero total de muestras evaluadas fue de 51. Hubo una muestra que no se
pudo evaluar por falta de datos brindados por el donante del cadaver. Del
porcentaje total, 15,68% estaba en el rango etario de 0 a 2 afos de edad,
27,45% entre 3 a 8 afos y 56,86% eran mayores de 9 afos. Los datos para
cada grupo etario segun el tipo de lesion se muestran el cuadro 6. No hubo
diferencias entre grupos etarios, sélo una débil tendencia (P=0.18).

Cuadro 6: rangos etarios y tipo de lesion vascular.

CLASIFICACION

DE LESIONES 0 a 2 anos 3 a8 anos 2 9 ainos
Sin lesiones 5 (62,50%) 4 (28,57%) 4 (13,79%)
Tipo | 2 (25,00%) 6 (42,86%) 13 (44,83%)
Tipo i 0 (0,00%) 2 (14,29%) 7 (24,14%)
Tipo lll o mayor 1(12,50%) 2 (14,29%) 5(17,24%)

8.8 Tamaio corporal del individuo y su relaciéon con el tipo de lesion
vascular

El numero total de muestras evaluadas fue de 47. Hubo 5 muestras que no se
pudieron evaluar por falta de datos en la resefia del individuo de la ficha de
remisiébn de materiales. Del porcentaje total, 27,6% tenia un tamafo corporal
pequeio, 44,8% era mediano y 27,6% era grande. Los datos para cada grupo
segun el tipo de lesién estan presentados en el cuadro 7. No se encontraron
diferencias entre estos grupos.

Cuadro 7: tamafos corporales y lesiones vasculares.

CLASIFICACION PEQUENO MEDIANO GRANDE
DE LESIONES (menos de 10kg) (10-30kg) (mas de 30kg)

Sin lesiones 6 (46,15%) 5 (23,81%) 1(7,69%)

Tipo | 4 (30,77%) 9 (42,86%) 6 (46,15%)

Tipo Il 2(15,38%) 4 (19,05%) 3 (23,08%)

Tipo lll o mayor 1(7,69%) 3 (14,29%) 3 (23,08%)
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8.9 Estado de carnes del individuo y su relacion con el tipo de lesién
vascular

El niumero total de muestras evaluadas fue de 45. Hubo 7 muestras que no se
pudieron evaluar por falta de datos en la resefa del individuo de la ficha de
remision de materiales. Del porcentaje total, 22,2% tenia un estado de carnes
caquéctico, 26,7% era delgado, 42,2% normal y 8,9% obeso. Los datos para
cada grupo segun el tipo de lesién se pueden observar en el cuadro 8. No hubo
diferencias entre estos grupos.

Cuadro 8: estado de carnes y lesiones vasculares.

CLASIFICACION

SELESIONES  CAQUECTICO  DELGADO NORMAL OBESO
Sin lesiones 1(10%) 3 (25%) 7 (36,8%) 1(25%)
Tipo | 5 (50%) 5 (41,6%) 5 (26,3%) 1 (25%)
Tipo Il 2 (20%) 1(8,3%) 6 (31,5%) 0 (0%)
Tipo Il o mayor 2 (20%) 3 (25%) 1(5,2%) 2 (50%)

8.10 Tipo de alimentacion del individuo y su relacion con el tipo de lesion
vascular

El nimero total de muestras evaluadas fue de 44. Hubo 8 muestras que no se
pudieron evaluar por falta de datos confiables brindados por los propietarios de
los perros. Del porcentaje total, 31,8% se alimentaban con una dieta casera,
31,8% con racién, y 36,4% combinaban una dieta casera con racion. Los datos
de cada grupo segun el tipo de lesidn estan presentados en el cuadro 9. No se
detectaron diferencias entre estos grupos.

Cuadro 9: tipo de alimentacion y lesiones vasculares.

CLASIFICACION DE

LESIONES CASERA RACION CASERA/RACION
Sin lesiones 4 (28,5%) 5 (35,7%) 3(18,7%)
Tipo | 6 (42,8%) 5 (35,7%) 7 (43,7%)
Tipo Il 2 (14,2%) 3(21,4%) 3 (18,7%)
Tipo lll o mayor 2 (14,2%) 1(7,1%) 3(18,7%)

8.11 Régimen de vida del individuo y su relaciéon con el tipo de lesion
vascular

El numero total de muestras evaluadas fue de 43. Hubo 9 muestras que no se
pudieron evaluar por falta de datos confiables brindados por los propietarios de
los perros. Del porcentaje total, 4,6% tenian un régimen de vida con ejercicio
reglamentado, 13,9% tenian vida libre, y 81,3% tenian un régimen de vida
sedentario. Los datos para cada grupo segun el tipo de lesién se observan en
el cuadro 10. No se hallaron diferencias entre estos grupos.

Cuadro 10: régimen de vida y lesiones vasculares.

CLASIFICACION EJERCICICO
DE LESIONES  REGLAMENTADO LIBRE SEDENTARIO
Sin lesiones 1(50%) 0 (0%) 11 (31.4%)
Tipo | 1(50%) 2 (33,3%) 15 (42.8%)
Tipo Il 0 (0%) 2 (33.3%) 5 (14.2%)
Tipo Il o mayor 0 (0%) 2 (33,3%) 4 (11,4%)
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8.12 Temperamento del individuo y su relacion con el tipo de lesion
vascular

El numero total de muestras evaluadas fue de 36. Hubo 16 muestras que no se
pudieron evaluar por falta de datos confiables brindados por los propietarios de
los perros. Del porcentaje total, 2,7% tenian un temperamento estresado, 8,3%
eran hiperquinéticos, y 88,8% eran en tranquilos. Los datos para cada grupo
segun el tipo de lesién estan presentados en el cuadro 11. No hubo diferencias
entre estos grupos.

Cuadro 11: temperamento y lesiones vasculares.

CLASIFICACION

DE LESIONES ESTRESADO HIPERQUINETICO TRANQUILO
Sin lesiones 0 (0%) 1(33,3%) 11 (34,3%)
Tipo | 0 (0%) 2 (66,6%) 11 (34,3%)
Tipo Il 1(100%) 0 (0%) 5(15,6%)
Tipo Il o mayor 0 (0%) 0 (0%) 5 (15,6%)

8.13 Convivencia con fumadores y su relacion con el tipo de lesion
vascular

El numero total de muestras evaluadas fue de 39. Hubo 13 muestras que no se
pudieron evaluar por falta de datos confiables brindados por los propietarios de
los perros. Del porcentaje total, 10,25% convivian con personas fumadoras, y
un 89,75% no convivian con fumadores. Los datos para cada grupo segun el
tipo de lesiéon se presentan en el cuadro 12. No se detectaron diferencias entre
estos grupos.

Cuadro 12: convivencia con fumadores y lesiones vasculares.

CLASIFICACION DE

LESIONES SI NO
Sin lesiones 1(25%) 10 (28,5%)
Tipo | 2 (50%) 13 (37,1%)
Tipo ll 0 (0%) 7 (20%)
Tipo lll o mayor 1 (25%) 5(14,2%)

8.14 Densidad de capilares en miocardio

8.14.1 Edad del individuo y su relacion con la densidad de capilares

El numero total de muestras evaluadas fue de 54. La media total del numero de
capilares fue 15,2 +4,2. Los valores para cada grupo etario segun la densidad
de capilares se presentan en el cuadro 13. No se hallaron diferencias entre
estos grupos.

Cuadro 13: rangos etarios y numeros de capilares en muestras de miocardio.

EDAD NUMERO CAPILARES N

0 a 2 afios 16,3 £2,8 11
3 a8 afos 14,1 15,2 15
29 anos 15,3 ¥4 1 28
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8.14.2 Estado de carnes del individuo y su relacion con la densidad de
capilares

El nimero total de muestras evaluadas fue de 47. Hubo 7 muestras que no se
pudieron evaluar por falta de datos en la resefa del individuo de la ficha de
remisidbn de materiales. La media total fue 15,4 +4,5. Los valores para cada
grupo segun la densidad de capilares estan presentados en el cuadro 14. No
hubo diferencias entre estos grupos.

Cuadro 14: estado de carnes y numeros de capilares en muestras de
miocardio.

ESTADO DE CARNES NUMERO CAPILARES n
Caquéctico 14,8 +4 1 11
Delgado 16,2 £5,4 13
Normal 15,5+45 19

Obeso 13,6 £2,1 4

8.14.3 Sexo del individuo y su relacion con la densidad de capilares

El numero total de muestras evaluadas fue de 52. Hubo 2 muestras que no se
pudieron evaluar por falta de datos en la resena del individuo de la ficha de
remision de materiales. La media total fue 15,2 +4,3. Los valores para cada
sexo segun la densidad de capilares se observan en el cuadro 15. No
existieron diferencias entre estos grupos.

Cuadro 15: sexo y numeros de capilares en muestras de miocardio.

SEXO NUMERO CAPILARES n
Hembra 14,5 3,8 26
Macho 15,9 4.7 26

8.14.4 Tamano corporal del individuo y su relacion con la densidad de
capilares

El numero total de muestras evaluadas fue de 49. Hubo 5 muestras que no se
pudieron evaluar por falta de datos en la resefia del individuo de la ficha de
remision de materiales. La media total fue 15,3 +4,4. Los valores para cada
grupo segun la densidad de capilares se presentan en el cuadro 16. No se
detectaron diferencias entre estos grupos.

Cuadro 16: tamafo corporal y numeros de capilares en muestras de miocardio.

TAMANO NUMERO CAPILARES n
Pequefio 16,3 £4,6 14
Mediano 14,8 +4.4 22
Grande 14,9 £4 3 13

8.14.5 Régimen de vida del individuo y su relaciéon con la densidad de
capilares

El nimero total de muestras evaluadas fue de 44. Hubo 10 muestras que no se
pudieron evaluar por falta de datos en la resefia del individuo de la ficha de
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remisidbn de materiales. La media total fue 15,3 +4,1. Los valores para cada
grupo segun la densidad de capilares se visualizan en el cuadro 17. No hubo
diferencias entre estos grupos.

Cuadro 17: régimen de vida y numeros de capilares en muestras de miocardio.

REGIMEN DE VIDA NUMERO CAPILARES n
Ejercicio reglamentado 15,5 +2,7 2
Libre 16,2 £3,5 8
Sedentario 15,1 4.4 34

8.15 Densidad de adipocitos en miocardio

8.15.1 Edad del individuo y su relaciéon con la densidad de adipocitos

El numero total de muestras evaluadas fue de 56. La media total fue 66,6
+90,7. Los valores para cada grupo etario segun la densidad de adipocitos
estan presentados en el cuadro 18. Los grupos etarios de 3 a 8 afios y 2 9 afos
tuvieron una densidad de adipocitos mayor al grupo etario de 0 a 2 afios.

Cuadro 18: rangos etarios y densidad de adipocitos en muestras de miocardio.

EDAD NUMERO ADIPOCITOS n

0 a 2 aflos 15,5 +18,6 12
3 a 8 afios 80,8 +116,4" 15
2 9 afios 80,4 +88,5" 29

"P=0,18, tendencia leve a que los valores de las edades 0 a 2 afiosy 3 a 8
anos sean diferentes.
'P=0,11, tendencia moderada a que los valores de las edades 0 a 2 afios y 29
afnos sean diferentes.

8.15.2 Estado de carnes y su relacion con la densidad de adipocitos

El nimero total de muestras evaluadas fue de 49. Hubo 7 muestras que no se
pudieron evaluar por falta de datos en la resefia del individuo de la ficha de
remisidbn de materiales. La media total fue 65,9 +89,6. Los valores para cada
grupo segun la densidad de adipocitos se muestran en el cuadro 19. No se
encontraron diferencias entre estos grupos.

Cuadro 19: estado de carnes y densidad de adipocitos en muestras de
miocardio.

ESTADO DE CARNES NUMERO ADIPOCITOS n
Caquéctico 70 £83,6 11
Delgado 75,9 £107,1 14
Normal 48,5 £58,9 20

Obeso 107,2 +168,8 4

8.15.3 Sexo del individuo y su relacion con la densidad de adipocitos

El numero total de muestras evaluadas fue de 54. Hubo 2 muestras que no se
pudieron evaluar por falta de datos en la resefia del individuo de la ficha de
remision de materiales. La media total fue 68,6 +91,8. Los valores para cada
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sexo segun la densidad de adipocitos se observan en el cuadro 20. No hubo
diferencias entre estos grupos.

Cuadro 20: sexo y densidad de adipocitos en muestras de miocardio.

SEXO NUMERO ADIPOCITOS n
Hembra 59,2 +74,9 28
Macho 78,8 £107,6 26

8.15.4 Tamano corporal del individuo y su relaciéon con la densidad de
adipocitos

El nimero total de muestras evaluadas fue de 51. Hubo una muestra que no se
pudo evaluar por falta de datos en la resena del individuo de la ficha de
remisién de materiales. La media total fue 68,8 +91,9. Los valores para cada
grupo segun la densidad de adipocitos estan presentados en el cuadro 21. No
se hallaron diferencias entre estos grupos.

Cuadro 21: tamafio corporal y densidad de adipocitos en muestras de
miocardio.

TAMANO NUMERO ADIPOCITOS n
Pequeiio 76,3 £94,1 15
Mediano 49,2 66,9 23
Grande 94,8 £123,1 13

8.15.5 Régimen de vida del individuo y su relacion con la densidad de
adipocitos

El numero total de muestras evaluadas fue de 46. Hubo 10 muestras que no se
pudieron evaluar por falta de datos en la resefa del individuo de la ficha de
remision de materiales. La media total fue 70,9 +94,5. Los valores para cada
grupo segun la densidad de adipocitos se observan en el cuadro 22. No se
encontraron diferencias entre estos grupos.

Cuadro 22: régimen de vida y densidad de adipocitos en muestras de
miocardio.

REGIMEN DE VIDA NUMERO ADIPOCITOS n
Ejercicio reglamentado 127,5 £180,3 2
Libre 40,8 +56,8 8
Sedentario 74,4 97,5 36

8.16 Clasificacion de lesiones ateroscleréticas en coronarias de perros

Se realiz6 una clasificacion histopatologica de las muestras evaluadas. A
continuaciéon se describen algunos ejemplos de los diferentes tipos de lesiones
vasculares encontradas en este estudio, de acuerdo a la escala de la AHA.

Pared vascular normal. Del total de muestras, hubo 11 en las que no se
encontraron lesiones vasculares y fueron clasificadas como normales o sin
lesiéon. Se muestran algunos ejemplos (fotografias 26 a 29) donde se observa
la estructura morfolégica normal de las capas arteriales.
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Fotografia 26: imagen histolégica (tincion hematoxilina-eosina; aumento
original 100x) correspondiente a la arteria paraconal de un perro cruza de 13
afios (codigo M27-6C19) que muestra la estructura de la pared vascular
normal. Se sefalan las tres capas (intima, media y adventicia) que conforman
la pared arterial. L: luz arterial.

M
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Fotografia 27: imagen (tincion hematoxilina-eosina; aumento original 400x) a
mayor aumento correspondiente al mismo preparado de la fotografia anterior.
Se observan las tres capas (intima, media y adventicia) que componen la pared
vascular. E: endotelio; MEl: membrana elastica interna; MEE: membrana
elastica externa.
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Fotografia 28: imagen histologica (tincion hematoxilina-eosina aumento
original 100x) de la arteria paraconal de una perra cruza de 5 afios de edad
(cédigo H4-8B39) donde se vuelve a observar la estructura de la pared
vascular normal. L: luz arterial.

e ] E g ¢

Fotografia 29: imagen histolégica (tincibn hematoxilina-eosina aumento
original 400x) a mayor aumento correspondiente al mismo preparado de la
fotografia anterior. Se indican las tres capas que componen la pared vascular.
E: endotelio. L: luz arterial. MEE: membrana elastica externa. MEIl: membrana
elastica interna.

Lesion tipo | (inicial). En las lesiones clasificadas como de tipo |, se pudo
observar en la capa intima la presencia de espacios claros que probablemente
corresponden a pequefios depoésitos lipidicos (fotografias 30 y 31)
inmediatamente por debajo del endotelio. No se observé engrosamiento de
ninguna de las capas arteriales.
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Fotografia 30: lesion tipo | (inicial). Imagen histolégica (tincion hematoxilina-
eosina; aumento original 400x) de una porcién de la arteria paraconal de una
perra Pastor Aleman de 2 afios y medio de edad (cdédigo H25-5A10). Se
observan depoésitos de lipidos (DL) en la capa intima. E: endotelio. L: luz
arterial. MEIl: membrana elastica interna.

L

Fotografia 31: lesion tipo | (inicial). Imagen histoldgica (tincion hematoxilina-
eosina; aumento original 400x) de un sector de la arteria paraconal de un perro
Pastor Aleman de 12 afios de edad (cédigo M12-6C16), donde se observan
depdsitos lipidicos (DL) en la capa intima. E: endotelio. L: luz arterial. MEI:
membrana elastica interna.

Lesion tipo Il (estria grasa). Las lesiones clasificadas como tipo |l presentaron
aumento del espesor de la capa intima; se observd en esta capa arterial la
presencia de depdsitos probablemente lipidicos similares a los hallados en las
lesiones tipo |, y también células llenas de vacuolas grasas estratificadas en
capas adyacentes, conocidas como células espumosas (fotografias 32 y 33).
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Fotografia 32: lesion tipo Il (estria grasa). Imagen histolégica (tincion
hematoxilina-eosina; aumento original 400x) de la arteria paraconal de un perro
Cocker Spaniel de 10 afios de edad (cédigo M30-8C46), donde se observa el
engrosamiento de la capa intima y presencia de células espumosas. CE: célula
espumosa. DL: depésito de lipidos. MEE: membrana elastica externa. MEI:
membrana elastica interna. L: luz arterial.

3
-

Fotografia 33: lesion tipo Il (estria grasa). Imagen histolégica (tincion
hematoxilina-eosina; aumento original 400x) de la arteria paraconal de una
perra Pastor Aleman de 11 afos de edad (coédigo H12-9C48). CE: célula
espumosa. L: luz arterial.

Lesion tipo lll (intermedia). En las lesiones tipo Ill encontradas, se pudo
observar un aumento del espesor de la capa intima. También se observé una
mayor presencia de particulas dispersas de lipidos extracelulares y células
espumosas en la capa intima (fotografias 34, 35 y 36).
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5 e Intima

Fotografia 34: lesion tipo Il (intermedia). Imagen histoldgica (tincién
hematoxilina-eosina; aumento original 400x) de un sector de la arteria
paraconal de una perra Mastin Napolitano de 9 afios de edad (cédigo H29-
11C58), con un diagndstico previo de osteosarcoma en hueso cigomatico. Se
observa engrosamiento de la capa intima, particulas extracelulares de lipidos y
presencia de células espumosas. DEL: depoésito extracelular de lipidos. CE:
célula espumosa. L: luz arterial. MEI: membrana elastica interna.

Fotografia 35: lesion tipo Il (intermedia). Imagen histolégica (tincion
hematoxilina-eosina; aumento original 400x) de una porcién de la arteria
paraconal de una perra Dalmata de 10 afios de edad (cédigo H11-10C53), con
un diagnostico presuntivo de proceso neoplasico en huesos de regién coxo-
femoral, previo a realizarse la eutanasia. DEL: depdsito extracelular de lipidos.
CE: célula espumosa. L: luz arterial. MEI: membrana elastica interna.

69



Fotografia 36: lesion tipo Il (intermedia). Imagen histolégica (tincion
hematoxilina-eosina; aumento original 400x) de un sector de la arteria
paraconal de un perro Mastin Napolitano de 5 afios de edad (co6digo M7-9B47)
con un cuadro clinico de ascitis y diagnéstico de cardiomiopatia dilatada previo
a la eutanasia. DEL: depésito extracelular de lipidos. CE: célula espumosa. L:
luz arterial. MEI: membrana elastica interna.

Lesion tipo IV (ateroma). En este tipo de lesion, se observd el
correspondiente aumento en forma de media luna en el espesor de las capas
arteriales (fotografias 37 a 39). En la capa intima también se hallaron depoésitos
heterogéneos de lipidos extracelulares, y presencia de células espumosas.

o X . WS
Fotografia 37: lesiébn tipo IV (ateroma). Imagen histolégica (tincién
hematoxilina-eosina; aumento original 40x) de una regién de la arteria
paraconal de un perro Cocker Spaniel de 15 afios de edad (cédigo M13-9C49).
Se puede observar el estrechamiento moderado de la luz arterial y el
engrosamiento en forma de media luna de la capa intima. La flecha senala el
sector de la pared vascular que no presenta lesiones.
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Fotografia 38: lesion tipo IV (ateroma). Imagen correspondiente al mismo
preparado histol6gico (tincion hematoxilina-eosina; aumento original 100x) de la
fotografia anterior. La flecha sefiala el segmento de la capa intima donde
comienza el engrosamiento adaptativo tipico de este tipo de lesion.

Fotografia 39: lesién tipo IV (ateroma). Imagen correspondiente al mismo
preparado histologico (tincion hematoxilina-eosina; aumento original 400x) de
las fotografias anteriores. L: luz arterial. MEl: membrana elastica interna.

Lesion tipo V (fibroateroma). En esta lesibn se encontrdé un aumento
considerable en el espesor y presencia de una gran acumulacion de lipidos
extracelulares en la capa intima (fotografias 40 a 42). También se destaca un
engrosamiento de las capas media y adventicia.

71



Fotografia 40: lesion tipo V (fibroateroma). Imagen histolégica (tincion
hematoxilina-eosina; aumento original 40x) de la arteria paraconal de una perra
Fox Terrier de 13 afios y medio de edad (cédigo H15-5C05) con un cuadro
clinico de uremia e insuficiencia cardiaca congestiva previa al fallecimiento. Se
observa un acentuado engrosamiento de la capa intima. Las flechas sefalan
los depodsitos extracelulares de lipidos acumulados en la intima, que
posteriormente formaran el nucleo lipidico. L: luz arterial.

Fotografia 41: lesion tipo V (fibroateroma). Imagen (tincion hematoxilina-
eosina; aumento original 100x) correspondiente al mismo preparado histolégico
de la fotografia anterior. En la capa intima se observa una proliferacion celular
considerable y la formacion de los depdsitos extracelulares de lipidos (DEL).
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Fotografia 42: lesion tipo V (fibroateroma). Imagen histoldgica (tincion
hematoxilina-eosina; aumento original 400x) correspondiente al mismo
preparado de las dos fotografia anteriores. Se visualiza un sector de la capa
intima, con la proliferaciéon celular y depositos extracelulares de lipidos (DEL).

Lesion tipo VI (complicada). En la lesion clasificada como complicada se
observé un importante aumento en el espesor de la capa intima; a su vez
también se encontré la presencia de nucleos lipidicos y el desarrollo de amplios
depositos extracelulares de lipidos en la intima (fotografia 43 a 47).

Fotografia 43: lesion tipo VI (complicada). Imagen histologica (tincion
hematoxilina-eosina; aumento original 40x) de la arteria paraconal de un perro
Fila de 8 meses de edad (codigo M13-6A17) con un diagnostico de infeccion
por Neospora caninum previo a realizarse la eutanasia. Se observa el
engrosamiento pronunciado de la capa intima, la formacion de un gran ndcleo
lipidico (flecha) y proliferacion celular en las capas intima y media.
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Fotografia 44: lesion tipo VI (complicada). Imagen histolégica (tincion
hematoxilina-eosina; aumento original 40x) de otro sector de la misma arteria
de la fotografia anterior. La flecha sefala la formaciéon de un nucleo lipidico.

Fotografia 45: lesion tipo VI (complicada). Imagen histolégica (tincion
hematoxilina-eosina; aumento original 100x) a mayor aumento de otro sector
de la misma arteria de las fotografias anteriores. Se observa la presencia de
depositos extracelulares de lipidos (DEL) en la capa intima arterial. L: luz
arterial.

74



Fotografia 46: lesion tipo VI (complicada). Imagen histolégica (tincion
hematoxilina-eosina; aumento original 100x) a mayor aumento del nucleo
lipidico sefialado en la fotografia 44. También se visualiza la formacion de
varios depositos extracelulares de lipidos (DEL) en la capa intima y la gran
proliferacion celular en esta region. L: luz arterial.

Fotografia 47: lesion tipo VI (complicada). Imagen (tincion hematoxilina-
eosina; aumento original 100x) de otro sector de la pared arterial
correspondiente a los mismos preparados histolégicos anteriores. Se sefala la
confluencia de varios depoésitos extracelulares de lipidos (DEL) en la capa
intima, que posteriormente formarian un nucleo lipidico. Se visualiza también la
gran proliferacién celular en las capas intima y media. L: luz arterial.

8.17 Descripcion individual de los casos con lesiones vasculares tipo Ill o
mayor

En el total de muestras evaluadas, 8 individuos presentaron lesiones
vasculares tipo Ill o mayor. Por considerar que estos casos son de particular
interés, a continuacion se describe cada uno de estos casos:
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e M7-9B47: macho cruza Mastin Napolitano, tamafio grande, caquéctico,
5 afos de edad. Dieta a base de racion comercial balanceada. Régimen
de vida libre, temperamento tranquilo, no convivia con fumadores. Previo
a realizarse la eutanasia, el paciente presentaba ascitis y existia un
diagnéstico presuntivo de cardiomiopatia dilatada.

Se hallé6 una lesién vascular tipo Ill. Los espesores de las capas
arteriales fueron: intima 56,8 ym, media 337,3 pm y adventicia 131,4 pm.

Fotografia 48: lesion tipo Ill. Imagen (tincion hématoxilina-eosina; aumento
original 100x) correspondiente al individuo M7-9B47. Se observa la pared
vascular afectada, con el caracteristico aumento del espesor de la capa intima.

i

Fotografia 49: lesion tipo .III. Imagen (tincibn hematoxilina-eosina; aumento
original 400x) correspondiente al mismo individuo de la fotografia anterior. Se
indica el espesor de la capa intima.

e H9-10C53: hembra raza Dalmata, 25kg de peso, delgada, 10 afios de
edad. Dieta casera y racion. Régimen de vida sedentario, temperamento
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tranquilo, convivia con fumadores. Previo a la eutanasia, se habia
realizado un diagnoéstico de neoplasia 6sea en huesos de regién coxo-
femoral.

Se encontré una lesion vascular tipo lll. Los espesores de las capas
arteriales fueron: intima 88.5 ym, media 426.5 pm y adventicia 96.8 pm.

‘% ) g e

Fotografia 50: lesion tipo Ill. Imagen (tinic')n hematoxilina:eosina; aumento
original 100x) correspondiente al individuo H9-10C53.

H29-11C58: hembra raza Mastin Napolitano, tamano grande, 9 afios de
edad. Estado de carnes caquéctico, dieta a base de racion, réegimen de
vida sedentario, temperamento tranquilo, no convivia con fumadores. Se
habia diagnosticado un osteosarcoma primario diseminado en hueso
cigomatico con metastasis previo a practicarse la eutanasia.

Se observd una lesion vascular tipo Ill. Los espesores de las capas
arteriales fueron: intima 10.4 pm, media 420.6 ym y adventicia 148.1
pm.

Fotografia 51: lesiéon tipo Ill. Imagen (tinciobn hematoxilina-eosina; aumento
original 100x) correspondiente al individuo H29-11C58.
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Fotografia 52: lesion tipo Ill. Imagen (tincibn hematoxilina-eosina; aumento
original 100x) correspondiente al mismo individuo de la fotografia anterior. Se
indica el aumento del espesor de la capa intima; también se pueden observar
depdsitos extracelulares de lipidos en esta capa.

e H30-5C13: hembra cruza, 20kg de peso, obesa, 10 afios de edad, dieta
casera, régimen de vida libre, no convivia con fumadores, sin datos
sobre el temperamento. Previo a realizarse la eutanasia se habia
diagnosticado un tumor venéreo trasmisible.

Se encontré una lesion tipo IV en la arteria paraconal. Los espesores de
las capas arteriales fueron: intima 9.1 ym, media 264.3 pm y adventicia
166.2 pm.

17 v 3 c’?‘ B - 3 l=1
Fotografia 53: lesion tipo IV. Imagen (tincion hematoxilina-eosina; aumento
original 40x) correspondiente al individuo H30-5C13. En este caso se observa
un engrosamiento en forma de media luna en la capa media.
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Fotografia 54: lesion tipo IV. Imagen (tincidbn hematoxilina-eosina; aumento
original 100x) correspondiente al mismo individuo de la fotografia anterior.

Fotografia 55: lesion tupo V. Imagen (tmmén hematoxmna -eosina; aumento
original 400x) correspondiente al mismo individuo de las fotografias anteriores.

M5-7B22: macho raza Basset Hound, 35kg de peso, obeso, 8 afios de
edad, régimen de vida sedentario, dieta a base de racion, temperamento
tranquilo, no convivia con fumadores. Padecia una neoplasia testicular
con metastasis avanzada, razén por la cual los propietarios solicitaron
realizar la eutanasia del paciente.

Se encontré una lesion tipo IV en la arteria paraconal. Los espesores de
las capas arteriales fueron: intima 63.9 ym, 121.5 media pm y adventicia
76.6 pm.
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Fotografia 56: lesion tipo IV. Imagen (tincion hematoxilina-eosina; aumento
original 100x) correspondiente al individuo M5-7B22. Se observa una capa
intima con un considerable aumento de su espesor.

e M13-9C49: macho raza Cocker, 10kg de peso, delgado, 15 afos de
edad. Dieta casera, régimen de vida sedentario, temperamento
tranquilo, no convivia con fumadores. Presentaba un cuadro clinico de
neoplasias en piel previo a la eutanasia.

Se hall6 una lesién vascular tipo IV. Los espesores de las capas
arteriales fueron: intima 435.5 pym, media 150.9 ym y adventicia 90.8
pm.

Fotografia 57: lesion tipo IV. Imagen (tincibn hematoxilina-eosina; aumento
original 40x) correspondiente al individuo M13-9C49. Se aprecia una porciéon de
la pared vascular con el engrosamiento en forma de media luna de la capa

intima.
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Fotografia 58: lesion tipo IV. Imagen (tincibn hematoxilina-eosina; aumento
original 100x) correspondiente al mismo individuo de la fotografia anterior. Se
indica el considerable aumento en forma de media luna de la capa intima.

e H15-5C5: hembra raza Fox Terrier, 8kg de peso, delgada, 13 afios y
medio de edad. No se pudieron obtener datos del tipo de dieta, régimen
de vida, temperamento y convivencia o no con fumadores. Previo a
realizarse la eutanasia presentaba un cuadro clinico de uremia, y
previamente se habia diagnosticado una insuficiencia cardiaca
congestiva.
Se encontrd una lesién tipo V en la arteria paraconal. Los espesores de
las capas arteriales fueron: intima 399.6 pm, media 720.8 ym vy
adventicia 341.8 ym.

Fotografia 59: lesion tipo V. Imagen (tincion hematoxilina-eosina; aumento
original 40x) correspondiente al individuo H15-5C5. Se observa un sector de la
pared arterial con un aumento pronunciado del espesor de las capas intima y
media. También se aprecian depésitos lipidicos en la capa intima.

81



Fotografia 60: lesion tipo V. Imagen (tinciéon hématxilina-edsina; aumento
100x) correspondiente al mismo individuo de la fotografia anterior. Se observan
los depositos lipidicos en la capa intima.

e M13-6A17: macho raza Fila, 8 meses de edad, estado de carnes
normal. No se pudieron obtener datos del tipo de alimentacion, régimen
de vida, temperamento y convivencia o no con fumadores. Antes de
realizarse la eutanasia, se habia diagnosticado una infeccion por
Neospora.

Se hallé una lesion tipo VI en la arteria paraconal. Los espesores de las
capas arteriales fueron: intima 496.5 ym, 384.1 media ym y adventicia
227.3 pm.

Fotografia 61: lesion tipo VI. Imagen (tincién hematoxilina-eosina; aumento
100x) correspondiente al individuo M13-6A17. Se observa el engrosamiento
pronunciado de las capas intima y media. A su vez se pueden apreciar los
depoésitos extracelulares de lipidos y la gran proliferacién celular en la capa
intima.

82



9. DISCUSION

Los resultados presentados en esta tesis son, hasta donde sabemos, la
primera vez que un estudio de campo estudia la prevalencia de lesiones
ateroscler6ticas en vasos coronarios principales de perros cuyo motivo de
fallecimiento diagnosticado no fue dicho tipo de lesiones. Por otra parte, se
demuestra que dichas lesiones son frecuentes en perros.

Nuestro estudio se puede considerar como la primera etapa de un proyecto
mas amplio, el cual deberia abarcar un muestreo mayor de individuos, del que
se podra extraer, probablemente, mayor cantidad de conclusiones. El presente
trabajo no incluyé mayor numero de muestras debido a las limitaciones en
tiempo y cantidad de trabajo que se pueden aplicar razonablemente a una tesis
de grado. De todas maneras, este muestreo nos permiti6 encontrar algunos
datos de sumo interés. Es importante destacar que se observéo un alto
porcentaje de individuos que presentaron algun tipo de lesion vascular. El
haber hallado 77,5% de animales con lesiones coronarias es un hecho
relevante, que desafia fuertemente la nocién generalizada que considera a las
lesiones coronarias en los perros como un hallazgo poco frecuente y de escasa
relevancia epidemiolégica. Por otra parte, del total de lesiones encontradas, y
tomando en cuenta la clasificacién utilizada, la mayoria correspondieron a
lesiones iniciales (tipo 1), microscépicas, que constituyeron el 42,8% de los
animales estudiados y el 55,3% de los animales en los que se hallaron
lesiones. Sin duda, las lesiones del tipo | son asintomaticas y no tienen mayor
relevancia clinica, pero al menos indican la existencia frecuente de procesos de
aterosclerosis en fases incipientes. Dentro del grupo de individuos que
presentaron lesiones, debemos resaltar el hallazgo de lesiones tipo Il, que
también son iniciales y probablemente no tienen consecuencias clinicas a corto
plazo, pero pueden implicar una evolucion del proceso patoldégico y mas
relevante aun, el hallazgo de lesiones avanzadas, de tipo lll o mayor; estas
ultimas representaron el 16,3% del total de animales muestreados y el 21,1%
de los afectados por lesiones vasculares. Las lesiones de tipo Il o mayor si son
lesiones que pueden tener algun significado clinico, tales como arritmias y tal
vez algunos casos de muertes subitas, que no tienen diagnéstico, se expliquen
por la presencia de lesiones tipos V o VI.

Uno de los desafios que se presentaron en este trabajo fue el de realizar una
clasificacion estandarizada y acorde con las lesiones vasculares encontradas
en perros, ya que no existe una clasificaciéon especifica para esta especie; para
esto se tuvieron en cuenta las caracteristicas tisulares e histopatolégicas
comparables a las de los seres humanos. Se utilizé la clasificacion de la
American Heart Association (Stary y col.,, 1995), ya que es una clasificacion
ampliamente usada, validada y reconocida mundialmente para este tipo de
lesiones en humanos. En nuestro estudio se encontraron diferentes grados de
lesiones vasculares, las cuales coincidian con las lesiones descritas en la
clasificacion de la AHA, tal como se puede comprobar al comparar las lesiones
descritas en la bibliografia existente y las lesiones encontradas en el presente
trabajo; éste es un fundamento que avala la utilizacion de este método de
clasificacion. Tal vez la mayor dificultad haya estado en la interpretacion de las
lesiones de tipo | (iniciales). Es posible que en algunos casos se tratara de
artefactos de técnica histologica, ya que debido al tipo de procesamiento de
muestras aplicado (inclusion en parafina) no es posible demostrar
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fehacientemente que las microlesiones contenian lipidos, y la clasificacion se
limitd a registrar las microlesiones que tenian aspecto de lesiones tipo I. Sin
embargo, consideramos muy improbable que el numero de falsos positivos sea
alto.

En el estudio de los espesores de las diferentes capas arteriales, se
determinaron diferencias importantes en la capa intima de las lesiones tipo lll o
mayor respecto a los demas tipos de lesiones. Este hallazgo confirma lo
descrito para los seres humanos por algunos autores (Davies, 1997, Fuster y
col., 1997, Schoen y Cotran, 2000), que describen la reparaciéon de la pared
vascular lesionada como una respuesta curativa fisiolégica con formacion de
una neointima, que incluye multiplicacién de células, emigracion de células
musculares lisas desde la media y depdsito de matriz extracelular.

En la comparacioén del espesor de la capa media entre lesiones de distinto tipo,
las lesiones tipo Ill o mayor tendieron a tener mayor espesor que los demas
tipos de lesiones. Este hallazgo esta confirmado por diversos autores (Clark y
Glavo, 1979, Okamoto y col., 1996, Allaire y Clowes, 1997) pero en la especie
humana, los cuales plantean que en una lesién de la pared arterial, las células
musculares lisas de la capa media pierden su poder contractil, entran en
mitosis, aumentan la sintesis y secrecion de proteinas y matriz extracelular, y
adquieren la capacidad migratoria para invadir la capa intima. Tal vez la
tendencia encontrada no resultd en una diferencia significativa debido al
numero relativamente escaso de animales estudiados.

Se observé una débil tendencia a un mayor espesor de la capa adventicia en
las lesiones tipo Il o mayor. Segun Hehrlein y col. (1995) se ha observado que
una lesién que afecta a la capa adventicia y media, estimula la produccién de
matriz extracelular, pero no la proliferacion de las células. En otro estudio
(Csanyi y col.,, 2009) se observd como varios factores asociados a la
inflamacion, tales como citocinas, lipidos y hormonas estimulan tanto la
proliferaciéon y migraciéon de fibroblastos, lo cual deriva en el aumento del
espesor de la adventicia; a su vez, plantea que se forma una red mas densa
de vasa vasorum en esta capa. Este aumento en la vascularizacién permite
una mayor presencia de células inflamatorias en la adventicia. Nuestros
resultados con respecto al espesor de la adventicia en perros también
concuerdan con la bibliografia internacional en humanos, y vale también la
especulacion sobre la falta de significancia que se hizo para el espesor de la
media.

En el presente trabajo se estudiaron determinadas variables debido a que las
mismas fueron estudiadas en humanos como factores predisponentes de
lesiones vasculares. Las mismas incluyeron edad, sexo, tamano, estado de
carnes, tipo de dieta, régimen de vida, temperamento y convivencia con
fumadores. En nuestro muestreo no hubo relacién entre estas variables y el
tipo de lesion vascular. En la bibliografia encontrada, diversos autores
concluyen que existe una clara relacion entre algunas de estas variables
planteadas y las lesiones vasculares.

Con respecto a la edad, Haidet y col. (1996), Kagawa y col. (1998) y Kass
(2002) encontraron que a mayor edad, aumenta la predisposicion a las lesiones
vasculares en perros. Es de destacar que en todos estos casos, se traté de
disefos experimentales en los que un numero reducido de perros fueron
tratados a largo plazo, bajo condiciones altamente controladas, con dietas muy
ricas en lipidos, por lo que tal vez nuevamente pueda atribuirse el no haber

84



detectado influencia de la edad en nuestros resultados, al numero
relativamente escaso de animales estudiados, sumado a que muchas veces los
datos aportados por duefios y veterinarios tratantes pueden tener inexactitudes.
En perros, la influencia del sexo indica que existe una mayor predisposicion a
las lesiones vasculares en individuos machos (Kagawa y col., 1998), debido a
que los estrégenos ejercen un papel ateroprotectivo (Billon-Galés, 2009); no se
encontraron estudios sobre el sistema cardiovascular de la perra
ovariectomizada (Bellino, 2000). Sin embargo, nosotros no hemos encontrado
ninguna influencia del sexo. Aunque esta variable seguramente no esta sujeta
a errores de diagnostico, tal vez pueda atribuirse la ausencia de diferencias al
numero de sujetos estudiados. Es de esperar que la castracion elimine el
efecto ateroprotector de los estrégenos, y al no poder detectar todas las perras
castradas con total seguridad en nuestro estudio, este factor puede también
haber influido en la variable que estamos discutiendo ahora.

En el estudio del estado de carnes, Kagawa y col. (1998) y German (2006)
plantean que la obesidad es un factor predisponente de lesiones vasculares en
perros. No se encontraron fuentes que establezcan una relacion entre el estado
caquéctico y las lesiones vasculares.

Con respecto al tipo de dieta, los autores citados (Mahley y Weisgraber, 1974,
Nandan y col., 1975, Liu y col., 1986, Kagawa y col., 1998, y Hess y col., 2003)
coinciden que dietas que generen una marcada hiperlipidemia son un factor
predisponente de lesiones vasculares en perros. No se hallaron fuentes que
establezcan una relacion entre el consumo de una dieta determinada a base de
racion balanceada, casera o mixta con las lesiones vasculares, quiza debido a
la imposibilidad de estandarizar el contenido lipidico de cada una de ellas.

En el estudio del régimen de vida, se cita a la actividad fisica regular como un
factor beneficioso para evitar el desarrollo de lesiones vasculares en humanos
(Helmrich y col., 1991, Marrugat y col., 1996, y Arquer y col., 2010) y animales
(Viinikka y col., 1984, y Kanter y col., 1993). Un dato que se desprende de esto
es que el sedentarismo es un factor predisponente de lesiones vasculares.
Aunque se registrd la informacién disponible sobre el régimen de vida de los
perros estudiados, seguramente esta informacion tenia margenes de error
importantes, debido a la falta de objetivizacién de la actividad y, por otra parte,
el numero de animales con actividad fisica regular fue muy pequeno.

Con respecto a la convivencia del perro con humanos fumadores (perro
fumador pasivo), no hay datos concluyentes de su efecto en perros. En
humanos, estan ampliamente comprobados los efectos cardiovasculares
nocivos en fumadores activos y pasivos (Stefanadis y col., 1997, McGill Jr.,
1988, Pittilo, 2000, Barua y col., 2001, Mahmud y Feely, 2003, Brunner y col.,
2005, y Erhardt, 2009). En nuestro estudio, caben las consideraciones hechas
anteriormente para el estudio del régimen de vida y la actividad fisica regular.
En los estudios del tamafo corporal y el temperamento no se encontrd
bibliografia que aporte datos y los relacione con las lesiones vasculares en el
perro, y en nuestra investigacion no hemos podido demostrarlo.

En nuestro estudio no se encontr6 diferencias en la densidad de capilares y
adipocitos en miocardio, ni en los volumenes porcentuales de adipocitos
asociados a PVN y MB, tejido miocardico y vasos, con respecto a los tipos de
lesiones vasculares. No se encontraron fuentes bibliograficas que relacionen
estas variables en ninguna especie.
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En cuanto al estudio de la densidad de capilares, no se encontraron diferencias
en las relaciones con respecto a edad, estado de carnes, sexo, tamano
corporal y régimen de vida. Tomanek (1991) en perros y Rakusan (1999) en
humanos, sugieren que la densidad de capilares en miocardio disminuye con la
edad; consideramos importante destacar que en los perros, la expectativa de
vida difiere ampliamente con la raza, por lo que la edad a considerar no es
exclusivamente la cronologica. Otro estudio ha demostrado que la densidad de
capilares también disminuye con la obesidad en multiples tejidos u 6rganos de
los humanos (Frisbee, 2007). Respecto a la actividad fisica, se ha estudiado
que puede conducir al aumento del numero y cierta capacidad para el
crecimiento de capilares en el miocardio de animales (Brown y Hudlicka, 1999),
y humanos: (Leunqg y col., 2008). No se encontraron fuentes bibliograficas
referidas a la relacion del sexo y tamafio corporal con la densidad de capilares
en miocardio.

En el estudio de la densidad de adipocitos, se encontrd una tendencia a que las
franjas etarias de 3 a 8 afos y de 2 9 afios fueran mayores a la franja etaria de
0 a 2 anos. Este hallazgo concuerda con lo expresado por Kuk y col. (2009) en
estudios en humanos senescentes. Sin embargo, en otro estudio realizado por
Luo y col. (2010) no se encontrd correlacion entre la edad y el grado de
infiltracién grasa en el miocardio de humanos. No se encontr6 bibliografia que
relacione edad e infiltracidn grasa del miocardio en perros. Para el hecho de
ser una tendencia y no una diferencia, valen los comentarios referentes al
numero de animales estudiados que ya hemos hecho sobre otras variables.
Otras variables relacionadas con la infiltracion grasa del miocardio, como el
sexo, tamafo corporal, estado de carnes y régimen de vida, no dejaron de
manifiesto relaciéon alguna. En las fuentes consultadas se encontré que la
obesidad se relaciona directamente con la infiltracién grasa del miocardio en
humanos (Mathieu y col., 2008, y Malavazos y col, 2010). No se encontro
informacién que relacione el sexo, tamafo corporal y régimen de vida con la
infiltracion grasa en miocardio de perros.

Los 8 casos con lesiones tipo Il o mayor, presentaron patologias
diagnosticadas y graves, pudiendo estar asociadas o no a las lesiones
vasculares encontradas.

El caso M13-6A17 en el cual se encontraron las lesiones vasculares mas
severas (tipo VI), presentaba una infeccibn por Neospora caninum. En la
bibliografia consultada se reporta un caso en vasos del sistema nervioso
central, confirmando que una infeccion por ese tipo de parasito puede generar
acumulaciones perivasculares de linfocitos y células plasmaticas, junto con una
activacion de astrocitos (por tratarse de SNC) y fibroblastos perivasculares, que
resulta en una esclerosis perivascular marcada (Bjerkas y Presthus, 1989). No
hemos encontrado informes previos de aterosclerosis por Neospora en arterias
coronarias, por lo que nuestro hallazgo es el primero indicando coexistencia de
infeccion por Neospora y lesiones ateroscleroticas graves en coronarias de
perros, en ausencia de los factores predisponentes estudiados en esta tesis.

El caso H15-5C5 present6 una lesion tipo V, teniendo un diagnéstico previo de
insuficiencia cardiaca congestiva y un cuadro clinico de uremia. Se ha
estudiado en profundidad las consecuencias de la falla cardiaca congestiva
sobre la funcionalidad renal asi como la falla renal y sus efectos sobre el
normal desempefo cardiovascular. Pero en las fuentes consultadas no se ha
encontrado relacién alguna entre aterosclerosis coronaria y las diferentes
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patologias citadas, ya sea de forma conjunta o individual en perros. No se
puede dejar de lado la estrecha relacion entre las patologias mencionadas y la
hipertension arterial, la cual esta demostrado que es un factor predisponente de
aterosclerosis en humanos (Hansson y Lundin, 1984, y Harrison, 1993) y que,
en nuestro pais no se registra rutinariamente en los pacientes veterinarios. Por
otra parte, una lesion aterosclerética grave (tipo V) podria ser la causa de
insuficiencia cardiaca congestiva, a punto de partida de arritmias posiblemente
provocadas por fallas de irrigacidén en el sistema de conduccion de impulsos en
el miocardio.

El caso H30-5C13 presentd una lesion tipo IV; se habia diagnosticado un tumor
venéreo trasmisible. En la busqueda bibliografica tampoco se encontraron
datos que vinculen esta neoplasia con el desarrollo de lesiones vasculares en
perros.

En el caso M5-7B22 se hallé una lesion tipo IV, y padecia una neoplasia
testicular con metastasis avanzada. No se obtuvo identificacidon del tipo
tumoral, por lo que no se pudo establecer un vinculo con la lesién vascular
encontrada.

En el caso M13-9C49 se hall6é una lesién tipo IV y presentaba un cuadro clinico
neoplasico dermatolégico previo a la eutanasia. Al no disponer de un
diagnéstico histopatoldégico tumoral, no se pudo comprobar si existia alguna
relacién de las tumoraciones presentadas con las lesiones vasculares.

El caso M7-9B47 presentd lesiones vasculares tipo Ill, y existia un diagnéstico
de cardiomiopatia dilatada. En las fuentes consultadas se encontré que la
disfuncién endotelial coronaria existe en la cardiomiopatia dilatada idiopatica en
humanos (Mathier y col., 1998).

El caso H9-10C53 presentd lesiones vasculares tipo lll, con un hallazgo de
neoplasia 6sea de region coxofemoral. En las fuentes consultadas no se
encontraron datos que relacionen las neoplasias de tejidos éseos con el
desarrollo de lesiones vasculares en perros.

En el caso H29-11C58 se hallaron lesiones tipo Ill y existia un diagnostico
presuntivo de osteosarcoma en hueso cigomatico diseminado. Como para el
caso anterior, no se encontraron fuentes bibliograficas que vinculen esta
patologia con lesiones vasculares en perros.

En resumen, los casos con lesiones graves o intermedias tenian distintas
patologias asociadas, que no han sido previamente vinculadas con
aterosclerosis, excepto los casos de neosporosis y cardiomiopatia dilatada.

10. CONCLUSIONES
e Este es el segundo estudio de campo en demostrar lesiones
ateroscleroticas coronarias en una poblacién de perros, y el primero en
clasificar dichas lesiones, no sélo para nuestro pais, sino a nivel

mundial.

e Del total de perros muestreados, un 77,5% de individuos presentaba
algun grado de lesion vascular.

e Sin embargo, el 55,3% de todos los individuos estudiados (es decir, el
42,8% de los individuos afectados) presenté lesiones vasculares tipo |,
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las cuales son de muy pequefo tamafo y no tendrian mayor implicancia
clinica.

Se destaca el hallazgo de lesiones avanzadas (tipo Ill o mayor) en el
16,3% de los animales estudiados (21,1% de los animales afectados),
las cuales pueden tener mayor implicancia clinica.

Se clasificaron los tipos de lesiones vasculares en perros, utilizando la
escala estandarizada de la AHA para humanos, que estd ampliamente
aceptada internacionalmente.

El espesor de la capa intima de las lesiones tipo Il o mayor fue mayor
que en las lesiones tipo I.

El espesor de la capa media en las lesiones tipo Ill o mayor tendi6 a ser
mayor que en las lesiones tipo I.

El espesor de la capa adventicia en las lesiones tipo lll o mayor tendié a
ser mayor que en las lesiones tipo |.

No se encontraron diferencias en las variables edad, sexo, tamafo,
estado de carnes, tipo de dieta, régimen de vida, temperamento vy
convivencia con fumadores, respecto a los tipos de lesiones vasculares.

No se encontraron diferencias en la densidad de capilares y adipocitos
en miocardio, ni en los volumenes porcentuales de adipocitos asociados
a PVN y MB, tejido miocardico y vasos, con respecto a los tipos de
lesiones vasculares.

No se encontraron diferencias en las variables edad, estado de carnes,
sexo, tamafo corporal y régimen de vida, respecto a la densidad de
capilares en miocardio.

La densidad de adipocitos en miocardio tendié a ser mayor en las franjas
etarias de 3 a 8 afios y de mas de 9 afios respecto a la franja etaria de 0
a 2 anos.

No se encontraron diferencias en las variables sexo, estado de carnes,
tamafno corporal y régimen de vida, respecto a la densidad de
adipocitos.

Los casos que presentaron lesiones vasculares mas avanzadas (tipo I
0 mayor) se asociaron con distintas patologias severas. No se encontré
vinculo causal entre estas patologias y las lesiones vasculares.
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12. ANEXOS

12.1 Anexo |

PROTOCOLO DE TOMA DE MUESTRAS PARA ESTUDIO DE LA
IRRIGACION CARDIACA CANINA.

MUESTRA PARA ESTUDIOS HISTOLOGICOS
1. Criterios generales para la buena toma de muestras histolégicas:

La muestra debe ser fijada lo mas rapidamente posible desde el momento
en que se interrumpe la circulacién sanguinea en la zona.

La muestra no debe sufrir dafios mecanicos, quimicos o de temperatura
(calentamiento o congelacion).

Los procesos de alteracion celular post mortem se enlentecen si se
mantiene la muestra fria.

La congelacion altera mucho la histologia de la muestra, por formacion de
cristales de hielo en los tejidos.

La muestra debe tener no mas de 5 mm de profundidad desde su superficie
hasta el punto mas alejado de ella.

La relacion entre volumen de la solucion fijadora y volumen de la muestra
debe ser de al menos 20 a 1. De lo contrario, no habra suficiente formol para
fijar adecuadamente los tejidos.

La muestra debera de estar totalmente sumergida y en lo posible sin
apoyarse sobre el fondo del recipiente directamente. Puede ayudarse con un
trozo de algodon por encima de la muestra en caso que la misma flote, o por
debajo de la muestra en caso que no flote.

2. Procedimiento para la toma de muestras de tejido cardiaco:

2.1. Abrir la parrilla costal cuidando de no lesionar el corazéon. Se pueden cortar
las falsas costillas a ambos lados del esternén y levantar el mismo hacia la
cabeza. Asimismo, puede cortar las axilas para mayor comodidad.

2.2. Separar el corazén a nivel de los grandes vasos, cuidando de no apretarlo.

2.3. Separar el tronco coronario (raiz) de ramas coronarias derecha e izquierda
con aproximadamente 5 mm de tejido circundante a cada lado. Debe guiarse
por las arterias coronarias derecha e izquierda y seguirlas, en forma retrograda,
hasta que se encuentre el origen en comiun de ambas. Esta es la zona a
muestrear (ver esquema). Es deseable que la muestra sea tomada con hoja de
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bisturi u hoja de afeitar afilada, y sin apretar ni con pinzas ni con los dedos los
tejidos a muestrear

2.4. Sumergir la muestra inmediatamente en la solucion fijadora de formol
(provista previamente).

2.6. Es conveniente que la muestra quede rodeada por formol por todas sus
caras, por lo que se debe de poner en el fondo del recipiente una capa de
algodon.

2.7. Es esencial identificar la muestra, asignandole un nimero en la etiqueta
del recipiente. Es mas prudente escribir con lapiz que con tinta, la cual puede
llegar a borrarse si queda en contacto con liquidos.

2.8. Si es posible, mantener el recipiente con la muestra en la puerta de la
heladera. Asegurarse que no haya congelacion.

2.9. Llenar la ficha adjunta con los datos del animal muestreado. Esto es
esencial para que la muestra sea util.

Agradecidos desde ya

Dr. Alejandro Bielli
Dra. Alicia Baldovino
Dra. Andrea Rotunno
Br. Oscar A. Pereira
Br. José Pintos

Br. Pablo Grimén
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Montevideo, 12 de junio de 2005.

Estimado colega:

Por la presente le estamos solicitando colaboraciéon para un proyecto conjunto
entre el Hospital de la Facultad de Veterinaria y el Area de Histologia y
Embriologia de la misma. Este proyecto tiene como objetivo el estudiar las
eventuales correlaciones entre la edad, el estilo de vida del canino y la
morfologia arterial a nivel cardiaco. Actualmente se ha encontrado que los
perros pueden sufrir de aterosclerosis, que al igual que en seres humanos se
depositan apolipoproteinas en placas de ateroma que pueden mineralizarse, y
llegar a obstruir las luces arteriales. Este proceso se ha encontrado en perros
de mas de 10 afios de edad y no en perros de menos de 3 afos (Sako y col.,
2003*) Creemos que el estudio que nos proponemos realizar puede ser de
interés para el colega clinico en ejercicio liberal, y por eso nos atrevemos a
pedirle ayuda: si esta Ud. dispuesto, le adjuntaremos una ficha y recipientes
etiquetados 1) con formol y 2) un tubo seco para sangre, para recibir las
muestras. La poblacion a muestrear deberia ser heterogénea, contemplando
animales con estilo de vida “sano” (ejercicio, vida al aire libre, comida baja en
grasas) y con estilo de vida “sedentario” (sedentario, obeso, convive con
fumadores, comida de alto contenido graso, etc.). Por cualquier duda o
consulta, lo atenderemos con gusto en

Agradecidos desde ya

Dr. Alejandro Bielli
Dra. Alicia Baldovino

Dra. Andrea Rotunno

(*) T. Sako, E. Uchida, Y. Kagawa, K. Hirayama, T. Nakade and H. Taniyama
Immunohistochemical Detection of Apolipoprotein A-l and B-100 in Canine
Atherosclerotic Lesions. Vet Pathol 40:328-331 (2003).
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12.2 Anexo |l

Montevideo, 2 de mayo de 2006.

Estimado colega:

Los Departamentos de Pequefios Animales (Cardiologia), de Morfologia y
Desarrollo (Areas de Histologia y Embriologia y de Anatomia Normal) y el
Laboratorio de Analisis Clinicos de la Facultad de Veterinaria estamos
desarrollando un proyecto en comun para el cual su colaboracién seria muy
valiosa.

El proyecto tiene como objetivo estudiar las eventuales correlaciones entre
la edad, el estilo de vida del canino, la morfologia y patologia arteriales
(placas de ateroma) en la circulacién cardiaca.

Actualmente se sabe que los perros pueden sufrir de aterosclerosis, y que al
igual que en seres humanos se depositan apolipoproteinas en placas de
ateroma que pueden mineralizarse y llegar a obstruir las luces arteriales. Este
proceso se ha encontrado en perros de mas de 10 afios de edad y no en perros
de menos de 3 afios (Sako y col., 2003%).

Creemos que la investigacion que nos proponemos realizar puede ser de
interés para la profesion y por eso nos atrevemos a solicitarle colaboracion: si
esta Ud. dispuesto a colaborar con nosotros, le solicitamos nos avise
urgentemente cuando haya fallecido un paciente canino ya sea por muerte
espontanea o por eutanasia, no importando la etiologia. Le adjuntaremos una
ficha con datos sobre el paciente fallecido que son de importancia para la
interpretacion de los eventuales hallazgos.

El colega puede contactarnos EN CUANTO OCURRA LA MUERTE DE UN
PACIENTE Y PASAREMOS A RETIRAR EL CADAVER LO ANTES POSIBLE.
Por cualquier duda o consulta, lo atenderemos con gusto en los departamentos
antedichos de nuestra Facultad o en los teléfonos 099 69 41 17, 099 26 38 39 o
en el 622 29 33.

Agradecidos desde ya
Dra. Alicia Baldovino Dr. Alejandro Bielli Dra. Helena Katz
Dr. Pedro Martino Bach. William Pérez Dra. Andrea Rotunno

(*) T. Sako, E. Uchida, Y. Kagawa, K. Hirayama, T. Nakade and H. Taniyama
Immunohistochemical Detection of Apolipoprotein A-l and B-100 in Canine
Atherosclerotic Lesions. Vet Pathol 40:328-331 (2003).
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12.3 Anexo lli

FICHA DE REMISION DE MATERIAL.

FECHA'Y HORA DE FALLECIMIENTO:
FECHA Y HORA DE OBTENCION DEL MATERIAL:

DATOS DEL PROPIETARIO (OPCIONAL):

NOMBRE:

DIRECCION:

EMAIL: TEL/CEL:

DATOS DEL COLEGA REMITENTE (OPCIONAL):

NOMBRE:

DIRECCION:

EMAIL: TEL/CEL:

SOSPECHA DE MOTIVO DE FALLECIMIENTO (S| ES QUE EXISTE):
DATOS DEL DONANTE:

RAZA: EDAD: SEXO:
PESO APROXIMADO: Kg.

TAMANO: P M G

ESTADO DE CARNES: obeso normal delgado caquéctico

ANAMNESIS AMBIENTAL_(marcar el item correspondiente)

ALIMENTACION.
| - Alimento casero y colaciones si las recibe (especificar)

Il - Racién (especificar marca, aclarando el tipo: light, senior, junior, etc.):

il - Mixta

REGIMEN DE VIDA.

I-Ejercicio reglamentado ll- Libre lll- Sedentario

TEMPERAMENTO
Estresado Hiperquinético Tranquilo

EN CASO QUE EL ANIMAL CONVIVIERA CON FUMADORES, especificar si
el animal vivia adentro, al aire libre 6 ambos.
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ANAMNESIS PATOLOGICA (marcar el item correspondiente).
De especial interés antecedentes de:

a. patologias cardiovasculares
b. diabetes

c. obesidad

d. fumador pasivo

e. hipotiroidismo

Se realizé en algun momento estudios de perfil lipidico sérico o sanguineo? Si

se dispone de valores, adjuntarlos.

OTROS DATOS QUE CONSIDERE DE INTERES MENCIONAR:
(medicacion recibida en el ultimo mes de vida, etc.)

AGRADECEMOS DESDE YA SU APORTE.
EL CONTAR CON LA MAYOR INFORMACION POSIBLE Y PRECISA
SOBRE EL DONANTE ES DE FUNDAMENTAL IMPORTANCIA.
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