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“El estudic de la enfermedad en sus dimensiones patogénica, fisiopatoidgica, expresidn
clinica, recursos diagndsticos y de tratamiento son indispensables para un buen gjercicio
profesional y excelente calidad en la atencién médica. Es indispensabie el estudio y [a
actualizacién constante, asi como el andlisis critico y la disposicién para renovar conceptos
y conocimiento a través del ejercicio profesional y la investigacion, de este modo conocer

cada vez en forma mas profunda a la enfermedad para poder prevenirla y tratarla.”
Dr. J L. Zavala

“La cardiopatia isquémica ha sido estudiada desde los inicios de la medicina, con
diferentes avances en su comprehension y tratamiento, en donde la participacion del

cirujanc ha sido importante.

Los procedimientos quirirgicos de revascularizacién probablemente sen los
procedimientos terapéuticos més estudiados cualitativa y cuantitativamente y se ha llegado
ala conclusién de que en esta patologia inciden tantos y diferentes factores que requiere

interaccién multidisciplinaria para su tratamiento y prevencion.

Dentro de este marco, la presencia y participacion activa del cirujano adquiere relevancia
en el proceso de actualizacidn y renovacion de conocimientos que permitan ofrecer al

paciente el maximo beneficio.




RESUMEN

ANTECEDENTES: La mineralizacién vascular es un proceso en el que participan
multiples mecanismos cuyo conocimiento aun estin en estudio. El objetivo del presente
trabajo es el de identificar el grado y composicion de la mineralizacién vascular d'e
pacientes con enfermedad coronaria aterosclerosa mediante el microscopio electrénico.de
barrido con energia dispersa de rayos X. No existe un estudio similar en la literatura que
persiga el estudio de la mineralizacion vascular asociada a la enfermedad aterosclerosa en
el que participan pacientes vivos de los que se obtienen los tejidos de estudio en poblacion
mexicana. El cirujano tiene una presencia destacada que permite obtener un modelo

experimental invaluable.

METODOS: Se incluyeron en el estudio pacientes sometidos a revascularizacidn
coronaria con colocacién de hemoductos arteriales pediculados y libres, a quienes se toma
muestra de tejido de aorta de la aortotomia para las anastomosis proximales y una muestra
del extremo distal de la arteria mamaria interna izquierda. Se toman muestras de autopsia
de aorta ascendente de pacientes sin enfermedad aterosclerosa. Las muestras se procesan y
se analizan por métodos de histopatologia y también mediante microscopia electrénica de
barride con espectrofotémetro de energia dispersada de rayos X que permiten evaluar la
proporcién y la composicién elemental de la mineralizacion de la pared vascular. Se

evaltian también factores de riesgo para aterosclerosis

RESULTADOS: El estudio presenta los resultados de seis casos en los que se encontro
que en el grupo de estudio existe una presencia abundante de minerales en comparacion con
el grupo control, en donde no hay o existe mineralizacién minima, (40.83 +13.2 particulas
vs 13.50 + 4.3 p=0.01), dentro de los factores de riesgo asociados el mas importante fue el
tabaquismo. La técnica de microscopia de barrido con dispersién de rayos X permite

identificar todos los minerales presentes en la arteria como calcio, fosforo, magnesio, zinc,




hierro, aluminio y silicio, ademés de titanie, plomo y cobre en algunos pacientes. EIl
analisis histolégico mostré que en ninguno de los casos habia datos de lesién aterosclerosa

en las muestras analizadas.

CONCLUSIONES: La mineralizacion de la aorta ascendente es severa en presencia de
aterosclerosis coronaria, sin embargo puede existir sin lesidn aterosclerosa local. La
composicién elemental es similar a o reportado en estudios postmortem en ofras arterias,
sin embargo encontramos elementos que no han sido reportados como ¢l titanio, plomo y
cobre, lo que permite suponer la influencia de factores ambientales y considerar que et
endotelio puede guardar el recuerdo de situaciones fisiopatolégicas o toxiceldgicas que
modifiquen el microambiente en diferentes segmentos del 4rbol vascular. La arteria
mamaria interna izquierda no presenta mineralizacién importante en pacientes con

enfermedad coronaria aterosclerosa

Palabras clave: aterosclerosis, mineralizacién vascular, calcificacién vascular, mineralizacién de

aorta
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ANTECEDENTES
ATEROSCLEROSIS Y MINERALIZACION VASCULAR

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica, progresiva que afecta
principalmente a las arterias de grande y mediano calibre’. Se caracteriza por la formacién
de placas de tejido fibroso y elementos lipidicos, células inflamatorias y agregado
plaquetario en ¢! endotelio y conileva en su evolucién diferentes grados de obstruccién
vascular y caleificacién, siendo ésta ultima motivo de interés para los investigadores en
cuanto a su mecanismo de formacion y estructura'”?, ademas de comparar su presencia en

sistemas vasculares coronarios, aorta y vasos periféricos 3

Existen factores de riesgo tradicionales para ésta enfermedad como son la obesidad, la
hipertensién arterial sistémica, la dislipidemia, 1a diabetes mellitus, el tabaquismo, la edad,
el género, y otros factores llamados emergentes como la lipoproteina (a) y la homocisteina.*
Los distintos factores de rfesgo ocasionan disfuncion del endotelio, promueven el aumento
de la permeabilidad de los lipidos y células, oxidacién de lipoproteinas, inflamacién,
proliferacién del musculo liso, depdsito o lisis de la matriz extracelular, activacién
plaquetaria y formacién de un trombo. Estos cambios ocufren en la fritima, media y
adventicia.* En las fases iniciales de la aterosclerosis, las células endoteliales expresan
moléculas de adhesion celular, atraen a los monocitos, se acumulan lipidos y se incrementa
la proliferacién de las células del misculo liso. Si el daflo persiste, se incrementa el nimero
de macréfagos y linfocitos en la lesién. En las fases avanzadas, se liberan enzimas
hidroliticas, citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento, los cuales inducen mayor
dafio y eventualmente conducen a una necrosis focal. Los macréfagos mediante la
secrecién de enzimas proteoliticas, pueden debilitar la capa fibrosa y predisponer a su
ruptura“, con manifestaciones clinicas de angina inestable, infarte del miocardio o muerte

stibita.




Por lo tante en la composicidon de la placa aterosclerdtica se encuentra la presencia de
lipidos, plaquetas, células inflamatorias, células musculares y tejido necrético y cicatrizal.
La composicién estructural y celular de ésta lesion se ha estudiado y logrado descifrar casi
por completo en la actualidad, sin embargo su composicién molecular y elemental todavia

no se conoce por completo.®

Se sabe también, que la placa aterosclerGtica se compene de agregados de elementos
minerales tales como el calcio, fosforo, hierro, silicio, potasio, magnesio, zinc, cobalto ¥
manganeso.” En el contexto de la aterosclerosis, las células de la musculatura lisa vascular
son las responsables de la formacién de calcificaciones vasculares, las cuales pueden ser
en la intima (aterosclerosis} y en la capa media de la pared vascular (esclerosis de
Ménckeberg), sin embargo ne se conoce e! mecanismo preciso por el cual el calcio y

ofros minerales se depositan."

El calcio y el fésforo son los minerales mas abundantes en el cuerpo, participan en varios
mecanismos fisiolégicos y pueden formar fosfatos amorfos de calcio e hidroxiapatita (HA)
Ca1o{PC4)s(OH);. La hidroxiapatita es el componente principal de huesos y dientes, sin
embargo cuando se deposita en los vasos sanguineos provoca estenosis, isquemia y
trombosis. Aproximadamente €] 90% de los enfermos cardiovasculares presentan depésitos
de hidroxiapatita en las placas aterosclerosas. Se han identificado factores que participan en
el proceso de calcificacién tanto de la vasculatura como del tejido 4se0®, los lipidos
oxidados son un punto en comun entre ambos procesos ademas de la osteoprotegerina y los

bifosfonatos

Existen varios trabajos de investigacién que han estudiado los compuestos que forma el
calcto presente en la placa'® y concluyen que los fosfatos de calcio en forma de bioapatita,
similar a la observada en el hueso, es el mas abundante, encontrandose muchas similitudes

entre el tejido vascular calcificado con el tejido &seo (presencia de la bioapatita,




vesiculas de matriz 6sea y la presencia de células no completamente diferenciadas que

pueden diferenciarse en matriz cartilaginosa y posteriormente calcificarse). 69

Existen diversas teorias y mecanismos moleculares'>'®

(aun estdn en estudio) que
explican la calcificacién vascular: Entre los mecanismos propuestos que pueden participar
de manera conjunta se encuentran: 1:- Perdida de la inhibicién, 2.- Induccién de formacién

6sea, 3,- Complejos bioquimicos circulantes y 4.- la muerte celular. Figura 1

1.- Perdida de la inhibicion: Las células endoteliales asi como la mayoria de los fluidos
corporales presentan moléculas que actian como inhibidores de la mineralizacién como la
proteina de matriz Gla, la fetuina y la osteopontina, entre otras, impiden los depdsitos de
fosfato de calcio; se ha demostrade en forma experimental que la ausencia de estas

moléculas induce una répida calcificacion vascular. 16.19

2.- Induccién de formacién ésea: se han encontrado proteinas de hueso como la
osteopontina y osteocalcina asi como rastros histolégicos de hueso ect6pico dentro de las
paredes de arterias calcificadas, en estudios in vitro se ha demostrado que en medios
propicios las células endoteliales tienen un remanente de precursores osteo-condrogénicos,
los cuales se calcifican en medios propicios, lo que sugiere que en condiciones patologicas

in vivo éstas células osteogénicas se calcifican.'®'>?"

3.- Complejos de nucleacién mineral circulantes: Un nimero importante de estudios
recientes han demostrado una relacién directa entre la actividad osteoclastica de resarcion
con la calcificacién vascular. Lo anterior se ha demostrado tanto en estudios
experimentales con ratones en donde se indujo genéticamente la deficiencia de la
osteoprotegerina y se observd osteoporosis y calcificacién vascular.” ' # Este mecanismo
ha permitido también explicar el nexo que existe entre la calcificacién vascular y la

osteoporosis en mujeres postmenopausicas.




4.- Necrosis celular: los fosfolipidos presentes en las membranas de las células necréticas o
apoptdticas pueden comportarse como moléculas que permiten la nucleacion de los
compuestos de calcio, la necrosis celular se ha asociado en muiltiples tejidos con la

calcificacién. '®

{1.- perdida de la

Hinhibicion

i» inhibidores del :

3 deposito de fosfato de § piac
coicio comoe la . . Qto,cma,s ‘
proteing de matriz _ inflamatorias
Gla, Ig Fetuing y ia i _

osteoponting Vesiculas de matriz
) celular con
7 compiejos Ca/fPi|
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L

o Cuerpos
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* Detritu
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Figura 1. Representacion esquemdtica de los mecanismos que favorecen los depésitos
vasculares de apatita. Figura modificada de Giachelli CM. Vascular calcification mechanisms. J

Am Soc Nephrol. 2004,;15):2959-64

Hay que comprender que la aterosclerosis y la calcificacion vascular no son procesos
pasivos de deposito de minerales, sino que son procesos complejos y son procesos
activos con la participacion de maltiples elementos quimicos, celulares y también

mecénicos. |




Las calcificaciones vasculares son parte del proceso de desarrollo de la aterosclerosis;
ocurren exclusivamente en arterias aterosclerosas y estan ausentes en la pared de arterias

. .2
sin aterosclerosis. 20

CONSIDERACIONES ACERCA DE LA CALCIFICACION DE AORTA

Existen algunos estudios que han demostrado que las calcificaciones de la aorta y de las
arterias coronarias son un marcador especifico de aterosclerosis subyacente y comparten

los mismos factores de riesgo.”

Estudios in vive de la calcificacién de la aorta ascendente, el arco y aorta descendente por
métodos no invasives mostraron que cuande existe calcificacién y presencia de placa de
ateroma en aorta también esta presente en arterias coronarias y arterias perifc.’ericas.3 Sin
embargo, en poblaciones crientales la calcificacion adrtica importante no corresponde con
las calcificaciones coronarias, lo que hace suponer que en dichas poblaciones la
calcificacion aértica es independiente de Ia calcificacion coronaria, sin embargo este es un

punto de debate y hace falta estudios para delimitar dicha relacion. 3

Otro dato importante es el hallazgo de que la mayor cantidad de calcificacion  se
encuentra en la aorta toracica descendente y el arco adrtico siendo menos frecuente en la
aorta ascendente. En éste sitic los factores mas importantes que modifican su funcién se
asocian a las variaciones en la presion de expulsién del ventriculo izquierdo, la presién
sistémica y los factores mecanicos locales producidos por el funcionamiento de la valvula

P 8
aortlca.s’




CONSIDERACIONES CLINICAS DE LA MINERALIZACION VASCULAR

La mayoria de los individuos de mas de 60 afios tienen depdsitos minerales que se van
incrementande progresivamente con el paso del tiempo. Esta mineralizacion y
calcificacién  va reduciendo la elasticidad vascular y con elle afectando la fisiologia
hemodinamica, lo que aumenta en forma importante la morbilidad y la mortalidad por la
contribucién a la presencia de hipertensién arterial, estencsis valvular adrtica, cardicpatia
isquémica, hipertrofia ventricular en respuesta a falta de elasticidad de aorta ascendente y
otras alteraciones propias de la aorta relacionadas a la calcificacidn de su pared como lo son

los aneurismas. >3

La calcificacion de 1a aorta ascendente puede provocar diferentes grados de resistencia a
la expulsion de sangre por el ventriculo izquierdo y favorecer la presencia de insuficiencia
cardiaca, ello debido a la perdida de la elasticidad y de la complianza de la raiz aértica.
Dentro de los mecanismos fisiolégicos normales en el sistema cardiovascular, se requiere
que la aorta retenga energia cinética durante la sistole (por su elasticidad} v la libere
durante la diastele, ello contribuye a que el trabajo del corazon se optimice (Mecanismo de
Windkessel). Cuando se ve alterado este mecanismo el corazon aumenta el esfuerzo
mecanico, promoviendo por si hipertrofia ventricular, disfuncion diastolica y falla

. . . . . 37
cardiaca, independientemente de otros factores que pudieran tener el mismo efecto.” *

Se ha estudiado la aterosclerosis por diferentes flancos. ya que es una patolegia de
repercusién clinica importante que causa gran mortalidad y morbilidad en la poblacion
mundial® Existen estudios de histologia que han permitido Ia caracterizacion de la
evelucién de la placa de aterosclerosis y su repercusién clinica, pudiendo clasificar las

. . .. 23
lesiones en 6 tipos principales™:




TIPOS DE LESION ATEROSCLER , __
TIPO CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS -

I Se encuentra depésitos escasos de lipoproteinas y escasas células
espumosas

I Se encuentran definidas dos o mas capas de células espumosas

111 Es un estadio intermedio entre grados I y IV, en donde no hay

repercusion obstructiva

v Se encuentra propiamente la lesién de piaca ateromatosa
v Placa ateromatosa con tejido fibroso ¥ calcificacion
VI Se encuentran complicaciones como hematoma y trombo

Las lesiones 1, [T y III se consideran lesiones no avanzadas y las lesiones IV, V y VI se

consideran lesiones avanzadas.

Las lesiones ateromatosas avanzadas presentan calcificaciones tanto en la propia placa
ateromatosa come en la pared vascular subyacente y éstas tienen ya consecuencias
clinicas, ello ha side estudiade en investigaciones post mortem en arterias coronarias,
permitiendo de ésta forma correlacionar el avance estructural de la lesion y la repercusién
clinica, pudiendo manifestarse como angina 6 infarto; se conoce que las lesiones densas y
extensas se asocian a angina ¥ que las lesiones puntiformes y mas aisladas se asocian

generalmente a infarto. ?

Se ha estudiado la calcificacién también en arterias periféricas, provoca diversos grados de
insuficiencia aguda y crénica por obstrucciones locales, sin embargo la presencia de
mineralizacion en la pared se asocia a insuficiencia arterial crénica muy grave que avanza

invariablemente a la oclusién total e irremediable del vaso afectado. ™"




MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO CON ESPECTROMETRO DE
ENERGIA DISPERSADA DE RAYOS X

El contenido de calcio en paredes vasculares humanas se ha analizade mediante diferentes

métodos, tanto bioquimicos como de imagen, tanto in vivo como ex vivo.

EL ultrasonido {(no invasivo), el ultrasonide intracorcnariac (invasivo), la tomografia
computarizada y el estudio de imagenes por resonancia magnética se ha utilizado para el '

analisis in vivo como métodos de evaluacion y también de diagnéstico.

E! analisis ex vivo se ha realizado mediante microtomografia, resonancia magnética,

espectroscoplia por resonancia magnética y espectroscopia de absorcién atomica.

El microscopic electrénico es un sistema 6ptico que hace uso de un rayo de electrones para
formar imagenes magnificadas de muestras pequefias (Flegler et al. 1993). La microscopia
electronica de barrido con un espectrémetro de energia dispersada de rayos X permite
observar las caracteristicas topograficas y proporciona informacion de la composicion

.. . . . . .. 24
quimica de materiales inorganicos presentes en material organico.

El principal uso de este equipo es el analisis cuantitativo que permite conocer con gran
exactitud la concentracion de elementos. Los limites de deteccién estan en el rango de 40-
50 ppm (por ejemplo, esto permite determinar la edad de una roca con tan solo el analisis
en lamina delgada de minerales que contienen Th, U y Pb), el equipo cuenta con modos de

obtencién de imagenes topogréficas y obtencidn de la composicion del material estudiado.

En nuestra revisién extensa de literatura, no existen estudios publicados en donde se
evaltie la mineralizacién vascular y aterosclerosis en pacientes vivos. El estudic de la
mineralizacion vascular permitird a futuro poder hacer un andlisis del curso de la

enfermedad isquémica con la presencia y cantidad de diferentes minerales




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, las enfermedades isquémicas del corazon ocasionaron 67,090 defunciones en el
afio 2005, ubicandose como la segunda causa de muerte en poblacion general (10.8%). solo
debajo de la diabetes mellitus.* '* La aterosclerosis y calcificacién vascular es un proceso
inflamatorio, cronico que afecta las arterias y por sus consecuencias clinicas ha sido
estudiada desde diferentes frentes,'’ logrando actualmente tener conocimiento de su
composicion estructural y celular, sin embargo no existe conocimiento completo  de la

composicion molecular y elemental. 13

La calcificacién vascular es consecuencia de la aterosclerosis afectando arterias de grande
y mediano calibre asi como arterias coronarias, lo que traduce alteracion en la funcion

arterial, siendo un proceso sistémico. '

La microscopia electrénica de barrido con espectrémetro de energia dispersada de rayos X
es un método que permite observar las caracteristicas topogrificas y ademas la
composicién quimica de la mineralizacién de la pared vascular, método que no ha sido

reportado en la literatura para el estudio de la aterosclerosis.

El microscopio esta equipado con varios detectores: un detector de electrones secundarios
para obtener imagenes de alta resolucion SEI (Secundary Electron Image), un detector de
electrones retrodispersados que permite la obtencidon de iméigenes de composicion y
topografia de la superficie BEI (Backscattered Electron Image), y un detector de energia
dispersiva EDS ( Energy Dispersive Spectrometer) permite colectar los Rayos X generados
por la muestra y realizar diversos anélisis e iméagenes de distribucion de elementos en

superficies, figura 2. Adn cuando las posibilidades de emplec son muy amplias su uso se




destina a Ia clasificacion morfologica de particulas de roca y minerales, identificacion de
especies de microfosiles, y composicion y distribucion elemental en materiales geoldgicos.
Sin embargo el empleo de esta tecnologia en el estudio de la composicion mineral de la
placa aterosclerosa ha permitido obtener resultados importantes en nuestra poblacién de

estudio.

Figura 2. Esquema del microscopio de barrido.

PREGUNTA DE INVESTIGACION:

;Cuél es la proporcién de mineralizacion y composicidn elemental de la misma en arterias

aorta y mamaria de pacientes con cardiopatia aterosclerosa?
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HIPOTESIS NULA

La aorta vy la arteria mamaria presentan igual grado de mineralizacién en pacientes con
enfermedad coronaria

HIPOTESIS ALTERNA

La aorta de pacientes con enfermedad coronaria presenta mayor grado de mineralizacién
comparado con arteria mamaria interna del mismo paciente.




JUSTIFICACION

La calcificaci6n y mineralizacion son procesos que acompafian la evolucién de la
enfermedad aterosclerosa, culminando en rigidez de los vasos afectados, la cual a su vez
tiene efectos por si que agravan los fenémenos ya alterados por la obstruccidn de la placa

ateromatosa.

Se sabe que la calcificacion y mineralizacion vascular obedecen a un conjunto de procesos
activos que afin estan en estudio. 2 Ef conocimiento de la composicién y de la proporcién
de la mineralizacién vascular en la aterosclerosis formaré parte del conocimiento nécesa}io
para ir descubriendo a fondo los mecanismos de estos procesos los cuales son susceptibles
de prevencién y posiblemente regresién de una patologia que significa alta morbilidad en

nuestra poblacién.




MATERIAL Y METODOS

UNIVERSO DE TRABAJO: El estudio se realizard con la participacion de diferentes
instituciones: Departamentos de Cirugia, Farmacologia y Patologia del Instituto Nacional
de Cardiologia “Ignacic Chavez”, Instituto de Geofisica de la UNAM, Departamento de
Farmacologia de la Facuitad de Medicina de la UNAM,

POBLACION: Pacientes con enfermedad coronaria sometidos a cirugia de

revascularizacién coronaria en el Instituto Nacional de Cardiologia.




OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Conocer la proporcién de mineralizacién y composicién elemental de arterias aorta y

mamaria de pacientes con cardiopatia aterosclerosa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Comparar el grado de mineralizacién de la aorta de pacientes con enfermedad -
coronaria con el grado de mineralizacion en sujetos sin enfermedad coronaria.

2. Determinar el grado de mineralizacion de la aorta en comparacién con la arteria
mamaria en pacientes con enfermedad aterosclerosa.

3. Determinar la composicién elemental de minerales en la arteria aorta y mamaria de
pacientes con enfermedad aterosclerosa.




METODOS:

DISENO DEL ESTUDIO:

Estudio de casos y controles

CRITERIOS DE INCLUSION:

s Pacientes de ambos géneros sometidos a cirugia de revascularizacion
coronaria en quienes se coloque hemoductos tanto aﬂerialés
pediculados como venosos.

¢ Pacientes que acepten participar en el estudio y firme consentimiento

informado
CRITERIOS DE NO INCLUSION.

+ Pacientes con inestabilidad hemodindmica sometidos a cirugia de

urgencia

DESCRIPCION OPERATIVA:

Casos

En los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion, se registraron tos factores de
riesgo tradicionales como edad, género, indice de masa corporal, antecedentes familiares y
personales como hipertensién, diabetes mellitus, tabaquismo y dislipidemia. Cada paciente
autorizé por escrito su participacién en el estudic mediante consentimiento informado.
Todos los pacientes tenfan diagnéstico de enfermedad coronaria documentada por
angiografia realizada por cardiélogos hemodinamistas experimentados usando la técnica

Judkins estandar.




Controles
Los tejidos para el control de sujetos sin enfermedad coronaria ni otra cardiopatia
congénita ni adquirida que afectara el flujo a travez de la aorta ascendente fueron

tomados de muestras de autopsia de nifios finados por causas no cardiacas .

El tejido de arteria mamaria interna izquierda del mismo paciente fue analizada también
como tejido control, para comparar la mineralizacién de ja aorta con tejido vascular

periférico.

Muestra de tejido

Con la intencién de no someter al enfermo a un riesgo mayor del que contempla la cirugia
cardiaca, el tejido aértico se obtendra durante el procedimiento quirirgico mediante
reseccion de tejido de la arteria aorta como parte de la técnica quirdrgica habitual
(aortotomia) para realizar anastomosis proximal de puentes coronarios. Se obtendrd otra

muestra de tejido de arteria mamaria y se empleara como tejido control.

Las muestras de aorta y de arteria mamaria obtenidas en la cirugia de revascularizacion, asi
como las muestras de aorta de nifios finados por causas no cardiacas se fijan en

formaldehido y almacenadas a temperatura ambiente.

En el laboratorio de Trombosis y Fibrinolisis, Departamento de Farmacologia, Instituto
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez’se disecé el tejido en 2 partes (50 y 50%

aproximadamente).

Posteriormente la mitad de las muestras se extraen del formeol, se realizan cortes
transversales pequefios (3-4 mm) y se mantienen durante 24 a 48 hrs para secado en

temperatura ambiente .




Posteriormente se colocan en portaobjetos circulares de una pulgada de didmetro, las
muestras son recubiertas con grafito (buena conductividad eléctrica) y se analizan con el
microscopio electrénice de barride con espectrofotémetro de energia dispersada para el
analisis.

La otra parte se mantendra en formaldehido al 4% y sera transportado al Departamento de
Patologia para ser cubierto de parafina. De cada segmento cubierto de parafina se cortan 15

secciones (5 micrometros de grosor) con el microtomo para tincién histolégica

convencional.

Anaélisis Histolégico.
Mediante tincién con Masson se identificaran los componentes normales del tejido arterial

y la presencia o ausencia de placas aterosclerosas




DEFINICION DE VARIABLES:

e Diabefes mellitus tipo 2: Pacientes con diagnostico previo de diabetes mellitus tipo

2 6 que estuvieran recibiendo tratamiente hipoglucemiante y/o insulina, y pacientes
con glucemia en ayuno de 126 mg/dL en 2 o més ocasiones.

o Hipertension arterial sistémica: Pacientes con diagndstico previo ¢ con tratamiento

antihipertensivo establecido.

s Hipercolesterolemia: Pacientes con diagnéstico previo, niveles de colesterol total

igual o mayor de 240 mg/dL, niveles de colesterol LDL igual o mayor de 160 mg/dl
o colesterol HDL menor de 40 mg/dl.

s Hipertrigliceridemia: se considero con diagnostico previo, tratamiento con fibratos

o triglicéridos séricos igual o mayor de 150 mg/dL.

o Tabaguismo_previo: Antecedentes de consumo de 5 o mas cigarros al dia

suspendido en un tiempo mayor a un afio.

s Tgbaquismo activo: al consumo de 5 o mds cigarros al dia al momento de su ingreso’

af estudio o suspendido en un tiempo menos a 1 afio.
e Obesidad: cuando el indice de masa corporal (peso en kg/ talla en m?)fue igual o
mayor de 30.

o La extensién de la enfermedad arterial coronaria: se considerd con el nimero de

lesiones significativas (> 50% de reduccién de didmetro) en un mismo vaso

principal o secundario {mayor de 2 mm).




ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd estadistica descriptiva con medias y medianas segin la distribucion, para
variables continuas. Frecuencias y porcentajes para variables categoricas. Se analizaran
grupos con T de student o U de Mann Whitney para variables continuas segiin la
distribucién y Chi cuadrada para variables categdricas, Se utilizé andlisis de varianza
{ANOVA) para diferencias entre variables cuantitatinas (medias) en diferentes grupos. Se

considerd diferencia significativa a un p <0.05.




RIESGO DE LA INVESTIGACION:

Ninguno

RECURSOS HUMANOS:

Residentes de Cirugia cardiotoricica y de cardiologia,, Médicos Adjuntos de cirugia
cardiotoricica y Cardiologia, Investigadores de los departamentos de Endocrinologia,

Farmacologia y Patclogia. Personal de Enfermeria, Instituto de Geofisica UNAM

RECURSOS FISICOS:

Servicio de Cirugia Cardiotoracica, Farmacologia y endoctinologia del Instituto Nacional
de Cardiologia. Instituto de Geofisica de la UNAM

RECURSOS FINANCIEROS

Institucionales, Proyecto apoyade por CONACYT 59896 PAPIIT UNAM IN220308,

Instituto Cientifico Pfizer




HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo

Declaro libre y voluntariamente que acepto participar en el estudio:

“MINERALIZACION VASCULAR EN PACIENTES CON CARDIOPATIA
ATEROSCLEROSA CORONARIA MULTIVASCULAR”

El estudio consiste en toma de muestras de pared de aorta y de arteria mamaria interna
izquierda durante el procese de cirugfa de revascularizacién, dicha toma de muestra no significa
procedimiento extra a una cirugfa de revascularizacién, ya que en dicho procedimiento siempre
se retira fragmentos de pared de aorta para la realizacién de las anastomosis proximales de los
hemoductos venosos y siempre se retira fragmento de la arteria toracica interna izquierda para
sla preparacién de la misma para la anastomosis distal de dicho hemoducto . Este estudio
aportaria una gama nueva de conocimientos sobre 1a aterosclerosis desde un punto de vista
todavia no estudiado y contribuir en un futuro al beneficiar a los pacientes con ésta patologia
pacientes con nuevos tratamientos, Puedo solicitar informacidn adicional acerca de los riesgos ¥

beneficios de mi participacién en el estudic.

Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme del presente estudio en el momento que asi
lo desee. En caso de que decidiera no participar, |a atencién que como paciente recibo en esta

Institucidn no se vera afectada.

FIRMA

TESTIGO

Fecha:




HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

DATOS GENERALES DEL PACIENTE.. < -
NOMBRE

REGISTRO: EDAD: GENERO: FECHA DE
NACIEMITO: (D/M/A):

ESCOLARIDAD: CSE: FECHA DE INGRESO AL INC:

ANTECEDENTES FAMILIARES:

NO
CARDIOPATIA ISQUEMICA:
CARDIOPATIA ISQUEMICA TEMPRANA{Hombres < 55, Mujer <65}
HiPERTENSION ARTERIAL
DIABETES MELLITUS
St NO
HIPERTESION ARTERIAL:
TIEMPO DE EVOLUCION:
DIABETES MELLITUS:
TIEMPO DE EVOLUCION:
TABAQUISMO PREVIO:
DURACION EN ARQS:
SUSPENDIDO HACE:
TABAQUISMO ACTUAL:
NUMERQ DE CIGARROS AL DIA:
EDAD DE INICIO:
DISLIPIDEMIA:
TIEMPQ DE EVOLUCION:
PESO:

TALLA:




TIPODE CARDIOPATIS
INFARTO:
Angor:

T e

Enfermedad de tronco
Enfermedad trivascular
Otra:

INFARTO RE MIOCARDIO PREVIO: .o .. Fechadelinfarto: -
TRATAMIENTO DE REPERFUSION FECHA
- TROMBOLISIS

- PERCUTANEA

- QUIRURGICA

TRATAMIENTO MEDICO ACTUAL: Sl NO

ASPIRINA

ESTATINA

BETABLOQUEADOR

CALCIO ANTAGONISTA

INHIBIDOR DE LA ECA

BLOQUEADOR DE RECEPTOR DE ANGIOTENSINA
FIBRATOS

HIPOGLUCEMIANTE ORAL

INSULINA

CEUNCION VENTRICULAR: s

FRACCION DE EXPULSION nswsumcuw ZQUIERDO:
GROSOR DE PARED POSTERIOR DEL VI:

GROSOR DEL SEPTUM INTERVENTRICULAR:




RESULTADOS

Se incluyeron 6 pacientes con enfermedad arterial coronaria, en quienes se realizé cirugia
de revascularizacién coronaria. La media de edad fue de 54 afios + 12.5, con predominio de
género masculino (66%). El factor de riesgo predominante fue tabaquismo (ya sea previo o
actual) en 4 pacientes {66%). Las caracteristicas clinicas de los pacientes y resultados

histolégicos se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes y resultades histolagicos, n= 6.

~Edad . ’ - 54+125
Masculino, n(%) - 4{68)
Hipertensién, n {%) i, 2(33)

Diabetes mellitus, n(%] 233
_Tabaquismo., n{%) o S
Dislipidemia, n(%)
Infarfodemiocardio previo, (o)  3(50)
Angina estable, n{%) 4 (66)

TAsistélica
“FA diastdled’
FEVI

Analisis de tejido arterial

Presencia de aterosclerosis G

Nimde: - 3

Nim de particulas minerales 13. 50 + 4, 3
control

Las variables estdn expresadas en medias + desviacion estdndar y frecuencias con porcentajes para variables categdricas.




Se incluyeron pacientes con lesiones aterosclerosas significativas de 1, 2 y 3 vaso
coronarios. La media de segmentos coronarios afectados fue 3.33 + 1.9, con mas de 66%

de pacientes con algin vaso coronario ocluido (ver tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas angiograficas de los pacientes

Univascular, n{%) 2 (33}
Bivascular, n{%) 2 (33}
Trivascular, n{%) 2(33)
Segmentos coronarios 3.33+19
afectados

Enfermedad de tronco, n{%) 1{16)
Algiin vaso ocluido, {%) 4 {66)
Calcificacién coronaria, {%) 1(16)

Las variables estdn expresadas en medias + desviacion estandar y frecuencias con porcentajes para
variables categdricas.

El analisis con microscopio electrénico realizado en aorta control mostrd minimo grado de
mineralizacion (Figura 1). Al realizar acercamiento (escala de 20 micras) se observan
detalles estructurales del mineral (figura 2). En la figura 3 se observa la imagen espectral
realizada con analisis por emision de electrones retrodispersados (EDS) sobre la imagen de
mineral mostrando presencia de Silicio, Aluminio (Silicoaluminatos} y hierro

predominantemente con porcentajes de 53, 35 y 11%, respectivamente (Figura 3).
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Figura 1. Se observa arteria aorta de paciente control con minima

mineralizacién vascular.

Figura. 2

Acercamiento a,

20 micras de la
imagen previa.




Figura 3. Imagen espectral de elementos presentes en mineral

Al analizar las arteria aortas de pacientes con aterosclerosis coronaria se observé alto grado
de mineralizacion (figura 8) comparado con aorta de enfermos sin aterosclerosis (Fig 1),
40.83 + 5.4 particulas / unidad de drea vs 4.0 + 1.0 particulas / unidad de area
respectivamente, p=0.01. Al comparar grupos de aorta de pacientes, arteria mamaria con
aorta control se continué observando diferencias estadisticamente significativas (p=0.001).
[Ver figura 5]
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Figura 4. Analisis comparativo de aorta de pacientes con aterosclerosis corcnaria comparado con
aorta de sujetos control.
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Figura 5. Andlisis comparativo de aorta de pacientes con enfermedad arterial coronaria, arteria
mamaria y controles sin aterosclerosis mediante anilisis de varianza.

En la figura 6, se observa una arteria mamaria de pacientes con aterosclerosis coronaria que

se colocd como puente arterial a la arteria descendente anterior.




Figura 6. Se observa arteria mamaria de un paciente con enfermedad coronaria con poca
mineralizacién vascular. Escata 500 micras

Figura 7. Acercamiento de imagen
previa. Escala 200 micras.




Figura 8. Aorta de paciente con alto grado de mineralizacién vascular. Escala 50 micras.
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Figura 9. Acercamiento de la imagen previa a escata de 20 micras sobre mineral iocalizado en la

capa media de arteria aorta.
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Figura 10. Observamos aorta de pacientes con aterosclerosis coronaria con moderado grado de
mineralizacidn vascular,




Figura 11.
Acercamiento de
imagen previa

ELEMENTCS MINERALES ENCONTRADOS EN ARTERIAS

Paciente 1 Si, Al, Mg, Ca, Pb, P, Cu, Zn, S, Na, Cl
Paciente 2 Si, Al, Fe, K, Ca, Mg, Cu, 2n, S, Cr
Paciente 3 Si, Al, Ca, K, Fe, S

Paciente 4 Si, Ca, Ag, Mg, K, Fe, Zn, P, Ti
Paciente 5 Fe, Ca, Si, Al, S, Mg, Cr

Paciente 6 Fe, Cr, Ni, 5i, Ca

Si= Silicio, Al= Aluminio, Mg= Magnesio, Ca=Calcio, Pb= plomo, P=fosforo, Cu=cobre, Zn=Zinc, Na=
Sodio, Cl=Cloro, Fe=Hierro, K= Potasio, 5= Azufre, Cr=cromo, Ag= oro, Ti=titanio, Ni=niquel

La mineralizacién encontrada en pared de aorta de nuestro grupo de pacientes mostrd

diferencias en cuanto a su composicion, la cual fue muy variable de un paciente a otro y

con proporciones diferentes de cada mineral en cada paciente, no mostrando predominio de

uno u otro en forma constante.

Carnes vegetales




ANALISIS HISTOLOGICO

En ninguna de las muestras analizadas se encontraron lesienes correspondientes alas ya

conocidas de la aterosclerosis.




DISCUSION

La mineralizacién vascular es un proceso active con vias metabdlicas complejas que adn
estan en estudio.™®  Se sabe que éste proceso es una alteracion sistémica que acompafia
siempre a la aterosclerosis en algiin momento de la evolucién de ésta, sin embargo puede

existir en ausencia de lesiones reconocidas como aterosclerosis.’

La calcificacién vascular se ha reconocide como un proceso asociado a la edad,
principalmente con depdsitos de calcio y fosforo, ademds de relacionado a otros factores

de riesgo como 1a_hipertensién, dislipidemias y obesidad.*®

En nuestro grupo de estudic encontramos todos nuestros pacientes con datos clinicos de
enfermedad aterosclerosa avanzada, eilo por la obvia razén de que presentan oclusiones
arteriales coronarias significativas asi como en la mayoria la presencia de por lo menos
un vaso coronario ocluido totalmente. Encontramos mineralizacién severa en todos
nuestros pacientes a nivel de la aorta ascendente, pudiendo de esta forma asociar la
aterosclerosis coronaria a la mineralizacidn de aorta ascendente y corroborar que la
mineralizacién vascular v la aterosclerosis coronaria comparten los mismos factores de
riesgo; este ultimo hallazgoe no ha sido reportado anteriormente™>, con ello podemos
observar que si existe afectacién en aorta ascendente demostrada por mineralizacién en
contraste a lo reportado en varios estudios en los que se demuestra por métodos no
invasivos que existe una maylor calcificacion en aorta toracica descendente y

abdominal®>™!!

. Los pacientes del grupo incluido tenian como principal factor de riesgo ef
tabaquismo, lo que es concordante con lo reportado en la literatura. Se ha demostrado
que el tabaquismo es el factor de riesgo principalmente asociade a calcificacién de la
pared de la aorta ascendente’, hecho que podriamos sefialar de igual importancia para la

mineralizacién por otros elementos diferentes al calcio y fésforo.




La calcificacion de la pared de la aorta ascendente es independiente del grado de
aterosclerosis coronaria™®, lo que hace suponer que existen mecanismos de-
mineralizacién que no se comparten entre estos dos sitios vasculares en estudio, sin

embargo los factores de riesgo si son compartidos.

El presente estudio se demostrd mineralizacidn minima en sujetos sin enfermedad
ateroscelosa observando en la escasa mineralizacién composicién de silicio, aluminio y
hierro. De la misma forma se demostré que arterias periféricas de los pacientes con
enfermedad aterosclerosa, en este caso siendo la arteria mamaria interna izquierda, no
presentan mineralizacion, de ello podriamos inferir que ello significa un fundamento
desde el punto de vista histolégico y estructural de que el hemoducto de arteria mamaria
interna que se usa para revascularizacién coronaria se encuentra en buenas condicicnes y
ello correlacionar con la larga vida Gtil del hemoducte demostrada en forma sélida en los
estudios clinicos, siendo motivo de futuras investigaciones la mineralizacién de dicho

hemoducto a largo plazo v si ello influye en la permeabilidad.

Los resultados obtenidos en este estudio no muestran una diferencia cualitativa entre los
elementos encontrados en la intima, comparados con los encontrados en la capa media ni
con los encontrados en vasos considerados de baja mineralizacion, lo que concuerda con
lo reportado por Tohno y col®%, que analizaron la acumulacién de elementos postmortem
en arterias femorales en las que demostraren la presencia de calcio, fosforo, magnesio, zinc,
hierro, aluminio y silicio. En nuestro estudio encontramos la presencia de los minerales
reportados en otros estudios publicados, sin embarge encontramos trazas de elementos
nunca antes reportados como el titanio, plome y cobre, lo que habla de exposicion a
dichos elementos por parte de nuestros pacientes, quedando en claro la influencia del
ambiente en la mineralizacién, siendo motivo de futurcs estudios el mecanismo por el cual
dichos elementes se depositan y que influencia tienen en la evolucién de la aterosclerosis.
No se sabe si los aclimulos de metales pesados favorecen la evelucion de la aterosclerosis

o incluso elevan el riesgo de mortalidad o si por el contraric pudieran funcionar como




factor protector va que en estudios . realizados por Kuliczkowski W y cols?, no se logro
asociar la presencia de metales pesados como el fierro, cobre, manganeso, zinc , selenio y
cadmio a la patologia isquémica cardiaca e incluso pudieron identificar que los niveles

elevados de zine disminuyen el riesgo de la enfermedad cardiaca isquémica

Dentro del estudio de histopatologia no encontramos lesiones de placa ateromatosa,
ninguno que corresponda a las clasificaciones histolégicas ya reportadas y establecidas®,
con lo que demostramos que la mineralizacién vascular en este caso de la aorta puede
existir sin la presencia de lesién aterosclercsa identificable; en el conocimiento de que la
mineralizacién comparte factores de riesgo con la aterosclerosis coronaria y probablemente
varios mecanismos metabdlicos y que la aterosclerosis siempre se acompaiia de
mineralizacién queda la interrogante si la mineralizacion vascular se podria considerar
una etapa de la aterosclerosis u otro tipo de lesién aterosclerosa o es una entidad

nosolégica independiente.

LIMITACIONES:

EL presente estudio es la fase inicial de una serie de investigacién con temas afines, ¢l

tamafio de nuestra muestra se incrementara para publicaciones posteriores.




CONCLUSIONES

La mineralizacién vascular puede existir sin la presencia de lesiones
aterosclercsas identificables histoldgicamente in situ.

La mineralizacién de la aorta ascendente se relaciona a la presencia de
aterosclerosis coronaria, con la que comparte factores de riesgo.

En pacientes con enfermedad aterosclerosa coronaria el grado de mineralizacion de
la pared de la aorta ascendente es alto.

En la poblacion estudiada el grado de mineralizacion de la arteria mamaria interna
izquierda es minimo.

La composicién de los elementos de mineralizacién es por mdltiples elementos
como fierre, fosforo, calcio, sodio, aluminic, magnesic y no solo estid dada por
deposito de calcio. ' ’

En la mineralizacién vascular puede haber depésito de elementos como el titanio,
plomo vy cobre, por lo que inferimos que los factores ambientales podrian influir en
la mineralizacién vascular.




PROYECTO Aterotrombosis: Lipoproteina {a) y protedlisis. Estudic en lesiones ateroscléroticas
humanas.

PLACAS DE ATEROMA DE ARTERIA AORTA
SANGRE

ARTERIAS MAMARIA O RADIALICONTROL)
IPLASMA}

ANAUSIS INMUNO- ANALSISCON
ANALISIS HISTOQUIMICA MICROSCOPIO
HISTOLOGIOO ELECTRONKCC DE
COMVENCIONAL BARRIDO

Lipoproteina {a}

Isoformas apo (a}

Homocisteina P a)

GRADOY TIPO DE

Lipidos
i Mmp MINERALIZACION

RECEPTORES

CONSIDERACIONES ETICAS

Las muestras obtenidas de arteria aorta y arteria mamaria interna izquierda no representa
ninguna agresion ni procedimientc extra que signifique un riesgo para los pacientes
sometidos a cirugia de revascularizacion, ya que dicho tejido se retira invariablemente en
todos los procedimientos de revascularizacion para poder ser realizados y ademéas son

siempre desechados.

El presente protocolo es un subandlisis del proyecto Aterotrombosis: Lipoproteina (a) ¥
proteélisis. Estudio en lesiones ateroscléroticas humanas, aprobado por el comité de

Bioética e Investigacion institucional con €l niimero 07-538.
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