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RESUMEN

La aterosclerosis es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. El modelo
mas utilizado para el estudio de la aterogénesis y el efecto de diversas sustancias sobre el
desarrollo de ateromas es el conejo Nueva Zelanda alimentado con una dieta rica en
colesterol. En este trabajo se estudio el desarrollo de placas aterosclerdsicas en conejos
Nueva Zelanda alimentados con dietas ricas en colesterol. Se evalué el contenido sérico
de lipidos y glucosa en conejos sanos y conejos alimentados con dietas estandar
adicionadas con | y 10% de colesterol. Se hicieron estudios histologicos de las aortas de
dichos animales para evaluar la presencia de lesiones aterosclerdsicas. En los animales
alimentados con la dieta enriquecida con 10% de colesterol, el colesterol sérico total
aumento significativamente de 26.3 + 8.1 mg/dl a 1485.0 £ 26.8 mg/dl (p <0.05). El
colesterol asociado a LDL también se incrementd, de 15.9+5.9 a 1383.8 + 58.9 (p <0.5); y
los TAG de 88.3 £ 35.6 a 411.0 = 154.5. Después de 10 semanas se encontraron algunas
lesiones aterosclerdsicas en las aortas de los conejos alimentados con la dieta que
contenia 10% de colesterol sin que se observara un deterioro en el estado de salud general

de los animales.

En este trabajo utilizamos el modelo de conejo hipercolesterolémico para evaluar el
efecto de la L-arginina y poliaminas sobre la agregaciéon plaquetaria, funcion que estd

estrechamente relacionada con la formacion de placas aterosclerosicas. Las poliaminas
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son moléculas alifiticas que tienen diversas propiedades citoprotectoras,
inmunorreguladoras y antioxidantes, ademas de que son capaces de inhibir la agregacion
plaquetaria en el humano y la rata. El efecto antiagregante de las poliaminas putrescina,
espermidina y espermina se estudié en plaquetas de conejos normales y conejos
hipercolesterolémicos (alimentados con la dieta que contenia 10% de colesterol durante
10 semanas). Para los ensayos de agregacion plaquetaria se utilizé plasma rico en
plaquetas (PRP) obtenido de los dos grupos de conejos utilizando 2.5 pmoles/ml de ADP
o 2pg/ml de coldgena como agentes agregantes. Se observo 75% de inhibicion utilizando
10 uM de poliaminas en los conejos control. La espermina inhibié la agregacion
plaquetaria en 54% en los conejos hipercolesterolémicos utilizando ADP como agente
agregante. El orden de efectividad fue espermina> espermidina>putrescina. Ademas se
midié la actividad de arginasa y la concentracion de L-arginina en PRP. Ninguno de estos
parametros se vio alterado por la hipercolesterolemia en los conejos alimentados con 10%
de colesterol. Estos resultados demuestran que las poliaminas tienen una accién
antagonista sobre la agregacion plaquetaria, lo que sugiere un papel regulador de estas
moléculas sobre la agregaciéon plaquetaria tanto en condiciones normales como en

condiciones de hiperlipidemia.
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ABSTRACT

Atherosclerosis is one of the main causes of death worldwide. One of the most commonly
used animal model for the study of atherogenesis and the effect of several substances on
plaque formation is the New Zealand rabbit fed with a cholesterol enriched diet. In this
study the formation of atherosclerotic plaques was studied in New Zealand rabbits fed
with 1% and 10% cholesterol. Serum lipids and glucose were evaluated and the presence
of atherosclerotic lesions was studied histologically. In rabbits fed with 10% cholesterol,
serum total cholesterol increased from 26.3 + 8.1 mg/dl to 1485.0 + 26.8 mg/dl (p <0.05).
LDL-cholesterol also increased from 15.94+5.9 to 1383.8 + 58.9 (p <0.5); and triglycerides
from 88.3 £ 35.6 to 411.0 = 154.5. After 10 weeks some lesions were found in the aorta

of cholesterol-fed rabbits.

In this work we used the hypercholesterolemic rabbit to evaluate the effect of L-arginine
and polyamines on platelet aggregation, which is closely associated to plaque formation.
Polyamines are aliphatic molecules that present diverse citoprotective, immunoregulatory
and antioxidant activities in addition to their antagonist effect on platelet aggregation in
rat and human. The antiaggregating effect of polyamines putrescine, spermidine and
spermine was studied in platelets obtained from normal and hypercholesterolemic rabbits
(fed with 10% cholesterol). Platelet rich plasma was used for the platelet aggregation
assay in the presence of 2.5 pmoles/ml of ADP or 2 pg/ml collagen as aggregating agents.

A 75% inhibition was observed with 10 uM polyamines in control rabbits. Spermine
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inhibited platelet aggregation by 54% in hypercholesterolemic rabbits using ADP as
agonist. The order of effectivenes was spermine> spermidine>putrescine. In addition,
arginase activity and L-arginine content was evaluated in PRP. These parameters were not
altered by hypercholesterolemia. Our results demonstrate that polyamines may have a role
in the regulation of platelet aggregation both in normal conditions and in

hypercholesterolemia.
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INTRODUCCION

El ateroma

Un ateroma es una estructura que se forma de manera progresiva en la pared de las
arterias, especialmente en la aorta, la arteria cerebral y la arteria iliaca; especialmente en
sitios de ramificacion del arbol vascular. Se caracteriza por alteraciéon de uno o mas de los
elementos estructurales, con acumulo de lipidos, coladgena, hialina y calcio, causando
engrosamiento, dilataciéon, deformidad y pérdida de elasticidad de las arterias (Ross,
1993). Un ateroma se desarrolla en 3 etapas: la estria grasa, la placa fibrograsa y la placa

fibrosa.

A la lesién aterosclerdsica menos avanzada se le conoce como estria grasa. Una estria
grasa a su vez se desarrolla en tres etapas. En la primera etapa puede encontrarse un
reducido nimero de leucocitos por debajo de la capa endotelial de la intima de la arteria.
En la segunda etapa existen numerosos leucocitos subendoteliales formando una
estructura ligeramente abultada hacia el lumen de la arteria. Y la tercera etapa se
caracteriza por un importante engrosamiento de la capa intima de la arteria, con
numerosas capas de leucocitos localizados en la capa subendotelial (Colangelo y cols.,
1998). Las estrias grasas pueden encontrarse incluso en nifios entre 10 y 14 afios (Stary,

1989; McGill, 1984) lo que denota la ubicuidad del proceso aterosclerésico.

16



En su etapa intermedia los ateromas se componen de numerosas capas de macrofagos y
células de musculo liso, formando placas compuestas tanto de lipidos como colagena. A

estas lesiones se les denomina placas fibrograsa.

Las lesiones avanzadas o placas fibrosas son generalmente lesiones oclusivas que
aumentan de tamafio proyectandose hacia el lumen de la arteria llegando a obstruir el
flujo sanguineo. Estdn cubiertas por una densa capa de tejido conectivo con células de
musculo liso embebidas, que generalmente se encuentran rodeando un centro de lipido y
restos celulares (Figura 1). Las placas fibrosas contienen macréfagos derivados de
monocitos, células de muasculo liso y linfocitos T, muchos de los cuales estan activados
(Gown y cols., 1986). La mayoria de las muertes repentinas por infartos al miocardio se
deben a rupturas o fisuras, particularmente en los margenes de la capa fibrosa, donde
existen mas macrofagos, lo que provoca la hemorragia de la placa, trombosis y oclusion

de la arteria (Davies y Thomas, 1984).
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Figura 1. Esquema de un ateroma mostrando sus componentes estructurales (Buja y cols.,

1983).
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Teoria de formacion de ateromas por daio endotelial

Ross (1993) desarrollo la teoria de dafio endotelial para explicar el proceso aterogénico,
basandose en hipdtesis anteriores de dafio arterial (French, 1966). De acuerdo a esta
teoria, factores de riesgo como la hipercolesterolemia, la hipertensién y la diabetes
inducen un dafio que puede causar una disfuncion de las células endoteliales,
principalmente en sitios de ramificacion del arbol vascular, generalmente donde existe un

acumulo previo de células de musculo liso en la capa intima de la arteria.

A diferencia de lo que ocurre en respuesta a un dafio causado por una herida, por ejemplo,
la principal fuente de tejido conectivo en el proceso aterosclerdsico es la célula de
musculo liso, y la fuente de dafio endotelial es crénica (hipercolesterolemia, hipertension,
diabetes, tabaquismo, obesidad, etc.) de manera que el crecimiento de la placa no es

interrumpido o al menos debe ser episodica.

El dafio endotelial altera la funcion de los vasos afectados ya que las células endoteliales
cumplen importantes funciones en los vasos sanguineos. El endotelio provee una
superficie no trombogénica, es una barrera de permeabilidad que participa en el transporte
activo de sustancias hacia la pared arterial y mantiene el tono vascular liberando pequefias

moléculas, como el 6xido nitrico, prostaglandina (PGI,) y endotelina, que modulan la
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vasodilatacién y vasoconstriccion respectivamente. El endotelio forma y secreta
moléculas moduladoras del crecimiento y citocinas, mantiene la coldgena vy
proteoglicanos de la membrana basal sobre la que se encuentra y provee una superficie no
adherente para leucocitos. El endotelio también puede modificar (oxidar) lipoproteinas

mientras son transportadas a la pared arterial.

Los eventos de dafio al endotelio no necesariamente provocan la desendotelizacion de la
arteria. De hecho, se sabe que en las lesiones aterosclerdsicas, las células endoteliales se
encuentran intactas (Rosenfeld y cols., 1987). La disfuncion puede manifestarse como un
aumento del transporte de lipoproteinas hacia la arteria (Mora y cols., 1987) y la aparicion
de glicoproteinas de adhesion especificas en la superficie de las células endoteliales, lo

que desencadena los eventos asociados a la formacién de una placa aterosclerosica.

La lipoproteina de baja densidad oxidada (LDLox) es un componente importante del dafio
endotelial (Steinberg, 1991). Una vez formada por el endotelio, esta particula puede dafiar
directamente a las células de la intima y aumentar la adherencia y migracion de monocitos
y linfocitos T al espacio subendotelial. El endotelio forma moléculas adhesivas y
glicoproteinas de superficie por el endotelio, asi como varias clases de moléculas de
adhesion endotelio-leucocitos en respuesta a LDLox. Estas moléculas estan involucradas

en la aterogénesis (Springer, 1990; Carlos y Harlan, 1990).
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I.a formacion de un ateroma en respuesta a dafio endotelial se esquematiza en la Figura 2.
El dafio endotelial inducido por diversos factores de riesgo provoca un aumento en la
adhesién de monocitos/macrofagos y linfocitos T a la capa endotelial de las arterias, en un
proceso mediado entre otros factores por LDLox. (Figura 2A) Los monocitos y linfocitos
T se adhieren y migran entre las células endoteliales bajo la influencia de moléculas
reguladoras del crecimiento y quimioatractantes, liberadas tanto por las células
endoteliales alteradas como por los leucocitos adheridos (Munro y Cotran, 1988), y
posiblemente por las células de musculo liso. Los macréfagos y las c€lulas de musculo
liso se convierten en células espumosas al acumular lipidos (Masuda y Ross, 1990)
(Figura 2B). Una vez que los monocitos y los linfocitos entran a la intima de la arteria, la
LDLox del endotelio y otras sustancias asociadas con la aterogénesis pueden participar en
la activacién de los monocitos, convirtiéndolos en macréfagos (Yla-Herttuala y cols.,
1989). El transporte de LDLox por los macréfagos lleva a la formacion de células
espumosas (Yld-Herttuala y cols., 1989) y puede alterar la expresion de muchas
moléculas reguladoras del crecimiento, citocinas y sustancias de bajo peso molecular. La
lesién formada se conoce como estria grasa y evoluciona a una lesién fibrosa al aumentar

la entrada de células a la intima y la proliferacion celular (Figura 2C).

A medida que se acumulan linfocitos y células de musculo liso que migran desde la capa
media de la arteria, estas células acumulan una gran cantidad de lipidos. Algunos

macréfagos migran de regreso al torrente sanguineo pasando entre las células endoteliales
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y formando superficies trombogénicas a las que se adhieren plaquetas y sobre las que
puede formarse un trombo (Figura 2D). El trombo secreta potentes moléculas reguladoras
del crecimiento, que junto con las que son liberadas por los macrofagos y probablemente
células de musculo liso, aumentan la proliferaciéon de las células de musculo liso y su
migracion hacia la intima, asi como la proliferacion de los macréfagos en la lesion. El
trombo también puede formarse en lugares en los que el endotelio estd retraido.
Finalmente, la lesién se complica convirtiendose en una placa fibrosa cuando las células
de musculo liso pasan del fenotipo contractil al fenotipo sintético y forman elementos
fibrosos. Sin embargo, si el agente que causa el dafio desaparece, o en presencia de

agentes protectores, el proceso inflamatorio y fibroproliferativo puede detenerse o incluso

revertirse (Figura 2E).

De acuerdo a Ross (1993), los principales procesos implicados en la formacién de
ateromas son: la proliferacion de células de musculo liso, macrofagos y probablemente
linfocitos, la formacion por las células de masculo liso de una matriz de tejido conectivo
compuesta de proteinas de fibra elastica, coladgena y proteoglicanos, la acumulacion de
lipido en su mayoria colesterol libre y esterificado en la matriz extracelular y en las
células de la lesion y la agregacion plaquetaria, activada en sitios de dafio endotelial. El
aumento en la separacion entre los elementos de la intima y de la media, por la
acumulacion de material en la capa intima puede causar el rompimiento de los contactos

mioendoteliales (entre células endoteliales y células de misculo liso). La pérdida de
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comunicacion celular entre la capa intima y la media altera la vasodilatacion dependiente
de endotelio (Sosa-Melgarejo y Berry, 1992), la regulacion de la proliferacion de células
de musculo liso por factores de crecimiento secretados por el endotelio (Dicorletto y
Bowen-Pope, 1983) y la regulacion del metabolismo de lipoproteinas en c€lulas de

musculo liso.
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Figura 2. Teoria de dafio endotelial. A) Adhesion de monocitos y linfocitos T a la pared
de la arteria. B) Acumulacién de lipidos por macréfagos y células de misculo liso. C)
Migracion de células de musculo liso a la capa intima y activacion de linfocitos. D)
Formacion de superficies trombogénicas en la superficie de la lesion. E) Reversion de la

lesion por ausencia del agente causante del dafio endotelial. (Ross, 1993).
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Absorcion y excreciéon de colesterol

El colesterol es un lipido esteroide que cumple diversas funciones en las células. Es el
precursor de la sintesis de 4cidos biliares y hormonas esteroides y también forma parte de

las membranas celulares.

La concentracion plasmatica en humanos se encuentra alrededor de 200 mg/dl, y se
incrementa con la edad, aunque hay variaciones entre los individuos (Schulman y cols.,
1990). En el plasma cerca de dos tercios del colesterol total se encuentra en forma
esterificada, en su mayor parte con acidos grasos insaturados de cadena larga. La
esterificacion del colesterol en el plasma estd mediada por la enzima lecitin colesterol
aciltransferasa (LCAT) secretada en el higado. LCAT esta presente en el plasma humano

y en el plasma de otros mamiferos.

La mayor parte del colesterol se origina por sintesis, mientras que s6lo aproximadamente
0.3 g/dia se obtiene de la dieta (Grundy, 1990), normalmente el 50% del colesterol que
entra al intestino es absorbido y el resto es eliminado en las heces (Grundy, 1990). Todo
el colesterol es producto del metabolismo animal, se encuentra en el musculo, higado,
cerebro y en la yema de huevo. El colesterol de la dieta es absorbido en el intestino en

compaiiia de otros lipidos, incluyendo el colesterol sintetizado en el intestino, y es
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incorporado en los quilomicrones y la lipoproteina de muy baja densidad (VLDL). El

metabolismo de éstas y otras lipoproteinas sera discutido mas adelante.

Dentro del lumen intestinal, el colesterol es solubilizado en micelas mixtas que contienen
acidos grasos y monoacilgliceroles, lecitina, lisolecitina y 4cidos biliares, que actian
como detergentes para mantener al colesterol en solucion. El colesterol puede entonces
atravesar por difusiéon la membrana externa de las células de la mucosa intestinal. Cuando
los lipidos polares son absorbidos separadamente, el colesterol precipita y no puede ser
absorbido. Esto explica porqué solamente se absorbe cerca del 50% del colesterol en el
lumen intestinal (Grundy, 1990). El colesterol es eliminado por dos vias principales:

como acidos biliares y en forma de esteroles neutros.

Metabolismo v funcién de las lipoproteinas

Como se menciono anteriormente, el colesterol del plasma es transportado en particulas
de lipoproteinas. Las lipoproteinas funcionan como vehiculos de transporte de colesterol
y TAG en el plasma. Son particulas globulares parecidas a micelas, consisten de un
nucleo no polar compuesto de TAG y ésteres de colesterol, rodeado de una capa anfifilica

de proteina (apolipoproteina o apoproteina), fosfolipido y colesterol (Voet y Voet, 1991).
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Existen 4 tipos principales de lipoproteinas con caracteristicas diferentes, cada una con
una composicién de apoproteinas caracteristica (Tabla 1). La funcién de los
quilomicrones es transportar los TAG y el colesterol de la dieta a los tejidos. Las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL)
y lipoproteinas de baja densidad (LDL) transportan colesterol endégeno desde el higado
hacia otros tejidos. La funcion de la lipoproteina de alta densidad (HDL) es transportar

colesterol de los tejidos hacia el higado (Voet y Voet, 1991).
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Tabla 1. Composicion y funciones de los principales tipos de lipoproteinas

Lipoproteina |Lipidos Apoproteinas Densidad | Didmetro
(g/em”) |(A)

Quilomicron |TAG y colesterol dela | A-I, A-II, B-48, C-1,{<0.95 800-5000
dieta C-11, C-IL E

VLDL Esteres de colesterol, B-100, C-I, C-II, C-{0.95- 300-800
TAG endbgenos y I E 1.006
colesterol

IDL Esteres de colesteroly | B-100, C-III, E 1.006- 250-350
TAG | 1.019

LDL Esteres de colesteroly |B-100 1.019- 180-280
TAG 1.063

HDL Esteres de colesteroly | A-I, A-II, C-I, C-II, | 1.063- 50-120
colesterol libre C-lII, D, E 1.210

Tomada de Voety Voet, 1990.

La densidad de las lipoproteinas estd en relacién inversa a su didmetro, ya que la capa
externa es mas densa que la capa interna. Las lipoproteinas sufren modificaciones

constantes durante su permanencia en el torrente sanguineo. En este proceso cambian
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drasticamente sus propiedades, pero se conserva la Apo B-100 y mucho de su colesterol
es esterificado por la LCAT que estd asociada a la particula de HDL. En estados
patologicos como la aterosclerosis la composicion de las lipoproteinas se puede ver
afectada (Voet 'y Voet, 1991).

Los quilomicrones se comprimen y se les denomina entonces remanentes de
quilomicrones, €stos permanecen en la circulacion hasta ser transportados al higado. Los
quilomicrones tienen la funcién de llevar TAG principalmente al tejido adiposo y al
musculo y el colesterol al higado (Voet y Voet, 1991). Estos pasan del lumen intestinal a
la linfa y posteriormente al torrente sanguineo. Una vez en los capilares del tejido adiposo
y del tejido muscular, estas lipoproteinas se adhieren a las células endoteliales, los TAG
se hidrolizan por la lipoproteina lipasa (activada por Apo C-II) y el tejido toma los

monoacilgliceroles y 4cidos grasos producidos en esta reaccion.

En el higado se sintetizan las particulas de VLDL como transportadores de lipidos, estas
lipoproteinas son degradadas por la lipoproteina lipasa en la circulacién, y se convierten
en IDL y luego en LDL. El higado capta HDL por medio de receptores especificos,
siendo el tnico 6rgano capaz de disponer de grandes cantidades de colesterol (Voet y

Voet, 1991).

El colesterol juega un papel importante en los eventos de interconversion entre

lipoproteinas y parece ser esencial para el mantenimiento de la estabilidad de estas
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particulas. El colesterol entra continuamente al plasma en las particulas de HDL naciente
y de las lipoproteinas ricas en triacilgliceroles secretadas por el higado y el intestino.
Aproximadamente 2-3 g de colesterol libre ingresan al plasma diariamente en hombres

normales que absorben 100 g de grasa por dia en su dieta (Gibbons, 1982).

Otra clase de lipoproteina que ha sido estudiada recientemente es la Lp (a) (lipoproteina
a). La lipoproteina Lp (a) es una lipoproteina de densidad intermedia. Fue estudiada
inicialmente por Berg (1963). La Lp (a) tiene una composicion lipidica similar a la de la
lipoproteina de baja densidad, y contiene también apo B-100, pero a diferencia de la LDL
contiene una apolipoproteina altamente glicosilada, unida a Apo B-100 por medio de
puentes disulfuro. Esta lipoproteina tiene una estructura muy similar a la del
plasminégeno, lo que la hace trombogénica y aterogénica (Scanu, 1992). Niveles
elevados de esta lipoproteina han sido asociados con el desarrollo de aterosclerosis

(Dahlen y cols., 1976).

Metabolismo de LDL

La LDL transporta la mayor parte del colesterol presente en el plasma humano. Las
particulas de LDL contienen un nucleo compuesto casi completamente por ésteres de
colesterol, una superficie constituida por fosfolipidos y colesterol libre, y una sola

molécula de Apo-B (Grundy, 1990). El tiempo de vida de la particula de LDL en el
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plasma parece ser determinado principalmente por la disponibilidad de receptores
especificos para esta lipoproteina en los tejidos. El 75% de LDL del plasma es captado
por el higado, en un proceso mediado por receptor (Ginsberg, 1990) mientras que el 25%
restante es captado por otros tejidos (Grundy, 1990). Un 60-70% del colesterol es captado

por estos tejidos en un proceso mediado por receptor.

El receptor de LDL es una glicoproteina superficial con un peso molecular de 120 kDa
(Grundy, 1990). La glicoproteina superficial se une especificamente a la molécula de
Apo-B presente en las particulas de LDL. El receptor para LDL también tiene la
capacidad de unirse a Apo-E, presente en la mayoria de las lipoproteinas, incluyendo
quilomicrones, VLDL y algunas subclases de HDL. Cuando las particulas de LDL se
unen a su receptor, el complejo receptor-ligando se moviliza hacia los lisosomas, donde
se disocia de las particulas de LDL siendo reciclado hacia la superficie de la célula para
ser utilizado nuevamente, entonces las particulas de LDL son digeridas en los lisosomas.
El componente proteinico es catabolizado a aminoacidos, mientras que los ésteres de
colesterol son hidrolizados para producir colesterol libre, que se utiliza en la formacion de

membranas, hormonas, o para la sintesis de acidos biliares en las células hepaticas .

Si el receptor para LDL se encuentra saturado la entrada de LDL por la via independiente
de receptor se ve incrementada. La via de transporte independiente de receptor involucra

la unién de las particulas de LDL a un sitio diferente del receptor y el proceso de
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pinocitosis (Coverse, 1992). Una vez dentro de la célula, la vesicula pinocitica que
contiene LDL se funde con un lisosoma primario cuyas enzimas degradan completamente

la proteina y los lipidos de la LDL a aminodcidos y colesterol libre, respectivamente.

El contenido de colesterol celular es cuidadosamente regulado por el receptor de LDL. Si
el contenido de colesterol celular se encuentra reducido, las células responden
produciendo mas receptores para LDL e incrementando la biosintesis de colesterol. En
ausencia de colesterol, la LDL provee la mayor parte de colesterol libre para la reacciéon
de la LCAT, y al mismo tiempo desempeiia el papel de receptor de los ésteres de
colesterol generados bajo estas condiciones (Esfahani y Swanwy, 1990). Por otro lado,
cuando hay colesterol disponible, se reduce el nimero de receptores para LDL en la
célula. En estas condiciones no hay biosintesis de colesterol, ya que la sintesis de la 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMG-CoA-red), enzima limitante en la via de

sintesis de colesterol se encuentra inhibida.

Cualquier exceso intracelular de colesterol libre es reesterificado por la acil CoA
colesterol aciltranferasa (ACAT) para su almacenamiento como glébulos citoplasmaéticos
de ésteres de colesterol. La acumulacion de un exceso de ésteres de colesterol se previene
por una disminucion en los niveles de sintesis del receptor para LDL lo que lleva a una
disminucion en la acumulacién de LDL por endocitosis y por disminucion en la sintesis

de colesterol.
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En aterosclerosis, un dafio endotelial provoca que se incremente la entrada de lipidos,
sobrepasando la capacidad del proceso de transporte mediado por receptor. La célula de
musculo liso ingiere este material extrafio por fagocitosis no especifica y, la digestion
lisosomal de LDL da como resultado un residuo insoluble de colesterol que se acumula en
forma de ésteres de colesterol. Un incremento en la concentracion plasmatica de LDL por

supuesto acelera el proceso.

El nivel de LDL o6ptimo es la cantidad minima de LDL suficiente para llevar colesterol a
las células. Se cree que es de 25 mg/dl. Valores plasmaticos cercanos a este valor pueden
encontrarse en varias especies, que normalmente no desarrollan aterosclerosis. Sin
embargo, la concentracion de LDL en humanos adultos es 7 veces mayor, y se incrementa
con la edad. Aunque no se conoce la razon para esto, se sabe que los niveles de LDL son

influenciados por la dieta y por factores ambientales.

Metabolismo de HDL

La HDL tiene la funcion de transportar colesterol de los tejidos hacia el higado. La
particula de HDL se ensambla en el plasma a partir de componentes de la degradacion de
otras lipoproteinas y adquiere su colesterol tomandolo de las membranas celulares y

esterificandolo por la (LCAT) activada por la proteina Apo A-I presente HDL. La HDL
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también transfiere colesterol a la particula de VLDL en un proceso mediado por la

colesterolester tranferasa.

Estudios epidemiol6gicos indican que un incremento en la concentracion plasmatica de
HDL disminuye el riesgo de enférmedades cardiovasculares. Las mujeres en edad
reproductiva presentan niveles mas altos de HDL y son menos propensas a enfermedades
cardiovasculares. Se sabe también que el ejercicio, la disminucién de peso y las hormonas
femeninas aumentan la cantidad de HDL en el plasma. Por el contrario, el tabaquismo
disminuye la concentraciéon de HDL. Curiosamente, en poblaciones que no presentan

aterosclerosis se presentan bajas concentraciones tanto de LDL como de HDL.

La particula de HDL constituye la especie mds pequefia de las lipoproteinas. Esta
lipoproteina es transportada facilmente al endotelio vascular, asi que su concentracion en
los tejidos es mucho mas cercana a la concentracion intravascular en comparacién con la

concentracién de las otras lipoproteinas (Coverse, 1992).

Las particulas de HDL derivan de lipoproteinas secretadas por células parenquimales del
higado, de particulas similares secretadas por células del intestino o de particulas
pequefias formadas durante el catabolismo de las lipoproteinas ricas en triacilgliceroles

(quilomicrones y VLDL), durante la hidrdlisis de su nucleo (Gibbons, 1982).
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Se ha descrito que la HDL promueve la proliferacion del endotelio y evita la oxidacion de
LDL (Coverse, 1992). Las particulas de HDL presente en los fluidos intersticiales tienen
la capacidad de remover el colesterol de las superficies celulares, siendo entonces este
colesterol esterificado por la LCAT, permitiendo la remocién de mas colesterol de las
células. De esta manera la HDL en conjuncion con LCAT pueden actuar como vehiculo

para el transporte de colesterol de diversos tejidos hacia el higado (Gibbons, 1982).

Se considera que la concentracion de colesterol de los tejidos es inversamente
proporcional a la concentracién de HDL en el plasma, lo que indica que la HDL tiene la
capacidad de aceptar colesterol de los tejidos en una proporcidon mayor a las otras
lipoproteinas. Una vez fuera de la célula el colesterol debe ser reesterificado para que
pueda ser transportado en cualquier cantidad en el nucleo de estas lipoproteinas. Por lo
tanto, aunque la HDL no sea el aceptor inicial del colesterol que sale de la célula, en
algin punto debe retornar hacia el higado contenido en las lipoproteinas HDL ya que

éstas son el sitio de accion de la LCAT.

La relacién inversamente proporcional que existe entre los TAG presentes en VLDL y el
colesterol en HDL y la relacién positiva que existe entre la actividad de la lipoprotein
lipasa y el colesterol en HDL reflejan la transferencia de colesterol libre hacia HDL

durante la degradacion de los TAG.
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Una vez sintetizado, el colesterol es transferido al nucleo de HDL, por lo que se considera
que LCAT permite a HDL aceptar mas colesterol libre ya sea de las superficies celulares
o de otra lipoproteina. En la particula de HDL la relacion lecitina:colesterol libre es
grande. lo que podria ser una de las razones que favorecen el que HDL sea un sustrato
eficiente para LCAT (Gibbons, 1982). Sin embargo, se cree que la secrecion de LCAT en

el plasma no depende de la concentracion de HDL (Gibbons, 1982).

El sistema LCAT-HDL juega un papel importante en la regulacion del contenido de
colesterol en las lipoproteinas y en las membranas celulares. Conforme los TAG del
nicleo de las lipoproteinas ricas en quilomicrones y VLDL son degradados por la accién
de la lipasa, la LCAT actta sobre el colesterol superficial y los fosfolipidos de la HDL
para formar ésteres de colesterol. Estos ésteres son entonces transferidos de HDL al

nucleo de quilomicrones y VLDL.

Se ha propuesto por lo tanto que el papel de LCAT es mantener un gradiente de
concentracién de colesterol libre, permitiendo asi la liberacion de colesterol libre hacia el
plasma y la remocién del mismo por las lipoproteinas junto con HDL (Sfahani y Swaney,

1990).

Tanto las concentraciones de colesterol en HDL (que puede ser considerado como medida

del enriquecimiento con ésteres de colesterol de HDL) y Apo-Al (que puede ser
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considerado como indice del nimero de particulas de HDL) se han utilizado como medida
del riesgo de aterosclerosis. Los datos existentes indican que un bajo nivel de colesterol
en HDL parece estar asociado con otras anormalidades en las lipoproteinas,
principalmente en VLDL, IDL y LDL, que pueden afectar las ultimas etapas del
transporte inverso de colesterol (de los tejidos hacia el higado), llevando a una
distribucion de los ésteres de colesterol por HDL de regreso a los tejidos periféricos

incluyendo a las paredes arteriales (Ginsberg, 1990).

Proteina transportadora de ésteres de colesterol

La transferencia de colesterol esterificado asi como de TAG entre las lipoproteinas del
plasma, es catalizada por la proteina transportadora de ésteres de colesterol (CETP)
(Ahnadi y cols., 1993) que interviene en el intercambio de colesterol esterificado y TAG
entre HDL y VLDL. En esta reaccion la CETP estimula la transferencia de colesterol

esterificado a VLDL y de triacilgliceroles a HDL (Tall, 1993).
En el plasma humano, la mayor parte de CETP se encuentra asociada a las particulas de

HDL. Se ha encontrado una mayor actividad de CETP en conejos en respuesta a una dieta

alta en colesterol y grasa (Tall, 1993). El incremento en la actividad se asocia a un
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incremento en la concentraciéon de mRNA para CETP en el higado y otros tejidos, asi

como debido a un aumento en el contenido de colesterol en la enzima.

EI ejercicio esta asociado con una concentracién menor de CETP, debido a una actividad
de insulina mas eficiente. La concentracién de CETP esté relacionada inversamente con
la efectividad de accion de la insulina (Tall, 1993). Durante el ayuno se detecta mayor
actividad de CETP probablemente debido a la movilizacién de acidos grasos de los
tejidos periféricos resultando en la sintesis de lipoproteinas en el higado. El incremento en
la actividad de CETP puede ayudar a la movilizacioén de colesterol del tejido adiposo para
su utilizacién en la sintesis hepatica de lipoproteinas (Tall, 1993). La actividad de CETP
también se ve modificada por la accién de hormonas esteroideas. Se ha detectado una
actividad menor conforme decrece el colesterol plasmatico durante el embarazo. La
actividad de CETP se incrementa en el tercer trimestre de embarazo lo que sugiere un

efecto de las hormonas sexuales en la sintesis y expresion de CETP (Tall, 1993).

Papel de la agregacidn plaquetaria en la aterosclerosis

La funcién mas importante de las plaquetas es su papel en la hemostasis, i.e. la adhesién a
superficies de tejido dafiado y cohesién de unas con otras. La hemostasis o agregacion se

lleva a cabo en una serie de eventos que ocurren rapidamente y que llevan a la formacion
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de una masa sin estructura (coagulo o trombo) en el sitio de dafio vascular. Este fenémeno
puede ser desencadenado por una variedad de sustancias incluyendo la colagena, adenosin

difosfato (ADP), epinefrina, serotonina y ristocetina.

Las plaquetas se adhieren a estructuras conectivas subendoteliales, cuando éstas se
exponen durante un trauma vascular. La adherencia a las microfibrillas de colagena
desencadena una serie de eventos que causan la agregacion entre las plaquetas circulantes
y las adheridas a las microfibrillas con la formacién de tromboxanos y la liberacién de
ADP, epinefrina y varios factores plaquetarios que juegan un papel importante en la

agregacion plaquetaria.

La agregacion plaquetaria es un mecanismo de defensa que actia en conjunto con la
respuesta inflamatoria y de reparacién, ayudando a proteger la integridad del sistema
vascular. La agregacion plaquetaria normalmente esti latente, pero se activa segundos

después de producido un dafio tisular.

La secuencia de eventos en la formacion de un codgulo se propuso originalmente como
una cascada de eventos (Davie y Ratnoff, 1964), compuesta de dos vias, la via intrinseca
y la via extrinseca. En la via intrinseca, cuya funciéon es medida por el tiempo de
tromboplastina parcial activada, el factor XII es activado al inicio del proceso de

agregaciéon plaquetaria, posteriormente se activan de manera secuencial de los factores
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XL IX, X'y la protrombina. En la via extrinseca, cuya funcién es medida por €l tiempo de
protrombina se forma un complejo entre el factor tisular y el factor VII seguido de la

activacion de los factores VII y X y protrombina.

In vivo la clave de la iniciacion es el factor tisular. La exposicion de superficies de tejido
que contienen este factor a las proteinas plasmaticas produce la unién del factor VII al
factor tisular. El complejo formado tiene actividad de coagulacion baja y temporal (Zur y
cols., 1982). El complejo VII es activado. La proteasa que activa al factor VII no se
conoce, pero ya avanzada la cascada de coagulacion otras proteasas pueden activar al
factor VII. El complejo formado por el factor tisular y la forma activada del factor VII
(factor VIla) activa a los factores IX y X (Rao y Rapoport, 1988). Tanto el factor Xa
como el factor VIla pueden catalizar la activacién del factor VII, asi que existe un
mecanismo potencial que acelera la activacion del factor VII. Se sabe que en presencia de
superficies con cargas negativas, la trombina y el factor XIa hay un mecanismo adicional
para aumentar 1a activacion del factor XI. El factor IXa unido al factor Va activa la
protrombina en las superficies membranales. La trombina rompe al fibrinégeno dando

fibrina monomérica que se polimeriza para formar el codgulo propiamente dicho.

La cascada de coagulacion ocurre en las superficies membranales. De hecho, sélo en las
superficies membranales de células estimuladas el proceso de coagulacion procede

eficientemente.
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Las proteinas involucradas en la agregacion plaquetaria se han aislado, sus secuencias de
aminoacidos han sido determinadas y su funcién biolégica ha sido definida. Los genes
involucrados se han clonado (Furie y Furie, 1988). La pregunta hoy en dia no es como
coagula la sangre, sino como se detiene la coagulacion. Algunos de estos mecanismos
regulatorios se han identificado. La antitrombina III es un inhibidor de proteasas
plasmaéticas que sirve como un regulador de proteasas, cualquiera de las enzimas de
agregacion plaquetaria que se alejan del codgulo forman rapidamente un complejo con la
antitrombina IIl v son inactivadas. La formacién de estos complejos es generalmente
acelerada por heparina, localizada en la microvasculatura o en las superficies de las
células endoteliales. Otro mecanismo de regulacion involucra a la proteina C, que
activada por la accion de la trombina. Cuando la trombina forma un complejo con el
receptor trombomodulina de la membrana endotelial inhibe la coagulacién por su accion
sobre el fibrindégeno y su papel en la activacion plaquetaria. La concentraciéon de las
formas activas de las proteinas y la de los complejos que forman, definen la velocidad del
proceso. El balance entre las vias de “coagulacic')n y las vias de destruccion de coadgulo

(fibrindlisis) esta controlado, pero el mecanismo del balance no se conoce.

El sistema tiene una serie de mecanismos de seguridad. Cada componente es inactivo y
debe ser activado para participar en la formacion del coagulo. La mayoria de estos

componentes forman complejos en las superficies membranales adecuadas, localizadas en
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regiones dafiadas. El dafio vascular provoca que las plaquetas circulantes migren a la
pared del vaso. Su adherencia estd mediada por el factor de von Willebrand, una proteina
plasmatica de adhesion que se une a la glicoproteina Ib en la membrana de la plaqueta.
Después de la estimulacion, las plaquetas adheridas se degranulan y rapidamente
expresan los receptores para el factor VIII, el factor V y la P selectina (un receptor para
leucocitos). Las plaquetas se agregan en una interaccion mediada por fibrindgeno vy el
receptor de fibrindgeno (complejo glicoproteina IIb-Illa) formando el coagulo. La
coagulacion es iniciada por el factor tisular presente en células no vasculares que entran

en contacto con la sangre en respuesta a un dafio.

Cuando la coagulacién se activa, las vias de coagulacion se propagan en las superficies de
las células en presencia de los cofactores plasméaticos necesarios unidos a las células y las
reacciones culminan en la formacién del codgulo de fibrina. Los monocitos circulantes,
asi como los neutréfilos interactian con las plaquetas adheridas y estimulan a las células
endoteliales con la P selectina, iniciando una serie de eventos de union que lleva a la
interaccion estable de los leucocitos y las plaquetas con el trombo. Los neutrofilos y
monocitos participan en la reaccién inflamatoria local y los monocitos son inducidos a
expresar el factor tisular y contribuyen a la t;ombogénesis y los primeros pasos en la

reparacion de una herida.
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En lesiones aterosclerdsicas de monos, conejos y humanos, las arterias contienen sitios en
donde el endotelio se encuentra retraido y los macréfagos cargados de lipidos se exponen,
en estos sitios puede ocurrir la interaccion con plaquetas, provocando la formacién de un
trombo. Ross (1993) explica que estos macréfagos expuestos, como en otras respuestas
inflamatorias, constituyen un intento de las células por reducir los lipidos circulantes y

llevarlos al pulmon, higado, médula y noédulos linfaticos (Faggiotto y Ross, 1984).

En las lesiones aterosclerdsicas, las disfunciones endoteliales incluyen la deficiente
produccion de moléculas antitrombéticas como el sulfato de heparan el 6xido nitrico y la
PG2. En condiciones normales el endotelio participa en el balance entre la coagulacion y
la fibrinolisis al formar plasmindgeno y urocinasa. En las lesiones aterosclerosicas la
formacion del activador del inhibidor de plasmindégeno (PA-I) puede desviar el balance
hacia un estado protrombotico que es particularmente dafiino en las etapas avanzadas de

la enfermedad (Gordon y cols., 1990).

En 1987, apoproteina a, la parte .a.ctiva de la lipoproteina Lp (a) fue clonada y
secuenciada. En la secuencia de cDNA de apoproteina a se encontré 80% de homologia
con el plasmindgeno (McLean y cols., 1987). ]::sta homologia, y la posibilidad de que la
Lp (a) inhiba competitivamente la conversion de plasmindgeno en plasmina, es la base de

la relacion de la aterogénesis con la trombosis. La Lp (a) compite con el plasminégeno en
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la superficie endotelial de los vasos sanguineos. Lp (a) también promueve la proliferacion

de células de musculo liso (Grainge y cols., 1993).

Recientemente se ha observado que la insercion del gene de apo a en ratones transgénicos
que normalmente no expresan esta proteina, causa una disminucion de la expresion de
plasmina, disminuye el factor de crecimiento transformante y aumenta la proliferacion
de las células de musculo liso en la pared vascular (Grainger y cols., 1994). Se ha
sugerido que la acumulacién de Lp (a) es especifica en Organos que muestran
suceptibilidad a isquemia como la aorta y las arterias coronarias y en arterias cerebrales,
principalmente en las células endoteliales y las capas subendoteliales, pero no en la media

y en la adventicia (Jaimeson y cols., 1995).

Un trombo formado en la superficie de una lesion aterosclerdsica puede complicar a ésta
de una de las siguientes formas: el trombo en si puede ser obstructivo y comprometer el
flujo sanguineo, las plaquetas activadas secretan, ademas de los factores de coagulacion,
factores de crecimiento y quimioatra(;tantes como el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) y la interleucina I (ILI) y el factor transformante de crecimiento (TGF).
Todos estos factores inducen la pro]iferaciénpde células de mﬁsculo. liso e inducen la
formacion de otros factores de crecimiento por las células endoteliales, favoreciendo el

desarrollo de la lesién. Un trombo en la superficie de una lesion aterosclerésica puede
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desprenderse subitamente de la placa y viajar a vasos de menor calibre provocando

diversos tipos de infarto.

Induccién de aterosclerosis en animales por dietas hiperlipidémicas

La hipercolesterolemia es uno de los factores de riesgo para la aterosclerosis. La
hipercolesterolemia ha sido el factor mas comunmente utilizado para producir
aterosclerosis en modelos experimentales, especialmente en conejos, animales en los que
la suplementacién de la dieta con un minimo de 1% de colesterol induce la formacién de
placas aterosclerosicas después de 13 o 14 semanas (Enomoto y cols., 1978, Araujo y

cols., 1995).

La hipercolesterolemia acelera el proceso de aterosclerosis al inducir una serie de
cambios bioquimicos y fisioldgicos en el tejido vascular. La hipercolesterolemia causada
por dieta eleva los niveles plasméticés de LDL (Tyroler, 1987, Watts y cols., 1994),
lipoproteina que es oxidada por ciertos tipos celulares presentes en la pared arterial,
incluyendo a las células endoteliales. La modiﬁcacién oxidativa hace a las particulas de
LDL altamente citotoxicas (Morel y cols., 1984), y la LDL en su forma oxidada es
captada mucho mas eficientemente por células musculares o leucocitos en la pared

arterial, que se convierten en células espumosas, cargadas de lipidos.
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La hipercolesterolemia puede afectar la relajacion del musculo liso vascular de la arteria
dependiente de endotelio, probablemente debido a la lisofosfatidilcolina contenida en la
particula de LDL oxidada (Kugiyama y cols., 1996). El grupo de Cooke y cols. (1991)
sugiri6 que la pérdida de la funcionalidad vascular es causada por una reduccién en la
sintesis y/o aumento en la degradacion del factor relajante derivado de endotelio (EDRF),
el cual corresponde a la molécula de 6xido nitrico o a algiin metabolito derivado de éste.
Estos autores se apoyan en el hecho de que el 6xido nitrico es capaz de inhibir eventos
importantes en el proceso aterosclerésico como son la adherencia y agregacion
plaquetarias (Radomski y cols., 1987), la proliferacion de células de musculo liso (Garg y

Hassid, 1989), y las interacciones endotelio-leucocitos (Johnson y cols., 1990).

Existe un considerable nimero de trabajos en los que se induce hipercolesterolemia en
animales con dietas hiperlipidémicas. La Tabla 2 muestra diferentes tipos de dietas
utilizadas para varias especies asi como su efecto sobre el tejido vascular y los niveles de
colesterol plasmatico. Algunas especies, como el conejo han sido utilizadas de manera

rutinaria como modelo de aterogénesis.
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Tabla 2. Respuesta de algunas especies de animales a dietas hipercolesterolémicas

Especie Dieta o tratamiento Tiempo Lesiones Colesterol Referencia
aterosclerdsicas sérico
(mg/dh
Hamster Animales tratados con 50 mg/Kg. 24 Placa en la aorta con 748 Simonescu y
de estreptozotocina. Alimento semanas elementos lipidicos y cols., 1996
estandar suplementado con 3% fibrosos, presencia
de colesterol y 15% de de calcificacion
mantequilla
Pichén 0.5% colesterol 52 No se encontraron 515 Reagan y
semanas lesiones cols., 1990
Rata wistar Alimento estandar enriquecido 12 meses Lesiones facilmente 1,150 Joris y cols.,
con 4% de colesterol y 1% de detectables en la 1983
acido coélico aorta
Conejo Nueva Dieta estandar suplementada con 12 42% de lesiones en 796 Rokita y
Zelanda 1% de colesterol semanas la aorta cols., 1991
Codorniz Dieta semipurificada conteniendo 9 semanas Varias placas en la 61.2 Yuan y cols.,
japonesa mantequilla, médula de bovino o aorta (mmol/dl) 1997
aceite sesoyay0.505¢g
colesterol/Kg.
Ratén Animales tratados con 300 dias Lesiones en la aorta 1,000 a Nishina y
C57BL1/6 poloxamero P-470. Dieta de alrededor de 1,500 cols., 1993
estandar conteniendo 15% de 180.33 p*X107
grasa y 1.5% colesterol
Murciélago Dieta a base de insectos, alta en No se encontraron 215 Widmaier y
mexicano grasa lesiones cols., 1996
aterosclerdsicas
Mono de Dieta suplementada con 1 mgde 18 meses Lesiones fibrograsas 780 Lépez y cols.,
Malasia colesterol por caloria y 43% de en la arteria iliaca y 1991
grasa ' estrias grasas en las
arterias femorales
Mono rhesus  Dieta estadndar enriquecida con 14a30 Lesiones con células 1,000 De Palmay
2% de colesterol meses con acumulos de cols., 1972
" lipidos
Cerdo Dieta estandar suplementada con 50 dias  Lesiones poco 250 Fuster y cols.,

2% de colesterol y 20% de
médula de bovino

evolucionadas en las
arterias coronarias

con fibrina y
fibrin6geno
infiltrado.

1978
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Tabla 3. Efecto de diversos tratamientos terapéuticos sobre la aterosclerosis en conejos

Terapia

Efecto

Referencia

W1372, N-y-fenilpropil-
N-benziloxiacetamida

Metformina, fenformina

THD-341,N-(2,6-

dimethylphenyl)-6 -8-
dihidro abietamida

Diltiazem

L-arginina

Aceite de
verapamil

pescado 'y

Previene la formacion de

placas

Reducen el contenido lipidico
celular. La metformina
previene el desarrollo de
lesiones en aorta y coronaria

Previene la formacién de
lesiones aterosclerosicas y la
acumulacion de colesterol en
suero ¢ higado

Baja el contenido de
colesterol, colesterol
esterificado y calcio en la
aorta

Disminuye el tamafio de las
lesiones aterosclerosicas en
aorta y mejora la relajacién
dependiente de endotelio
Reducen las lesiones en la
aorta

Kritchevsky vy cols.,

1969

Marquie, 1979

Enomoto y cols., 1978

Sugano y cols., 1988

Cooke y cols., 1991

Zhuy cols., 1990
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El conejo Nueva Zelanda ha sido utilizado para el estudio de la aterogénesis, asi como
para la evaluacion del efecto de diversas sustancias sobre la formacién de placas. La tabla

3 muestra los efectos de algunas terapias evaluadas en conejos.

Se ha descrito que los conejos Nueva Zelanda desarrollan lesiones parecidas a las
encontradas en humanos en respuesta a una dieta rica en colesterol (Enomoto y cols.,
1978; Kjeldsen y cols., 1969; Wissler y Vesselinovitch, 1968; Marquie y cols., 1979;
Araujo y cols., 1995; Kato y cols., 1998; Tijburg y cols., 1997). Otros autores han
reportado que dietas suplementadas con 0.5 a 1.5% de colesterol inducen una
considerable hipercolesterolemia en el conejo, induciendo niveles séricos de colesterol de
alrededor de 500 mg/dl (Colangelo y cols., 1998; Newman y Zilversmit, 1962). Se ha
reportado también que los incrementos en los niveles de colesterol pueden detectarse
después de 21 dias de alimentacion con 0.5% de colesterol y continian aumentando hasta

llegar a 21 veces el nivel original después de 84 dias (Pfister y cols., 1996).

Generalmente se describe que estas dietas suplementadas con colesterol inducen la
formacion de lesiones que ocupan més de 60% del area de la superficie de la aorta
después de 10 o 12 semanas (Kugiyama y cols., 1996, Riezebos y cols., 1994). Boger y
cols. (1998), después de 12 semanas de alimentar a los conejos cén 1% de colesterol,
encontraron que los niveles de colesterol aumentan de 24 mg/dl a 796 mg/dl, y que se

produce un 42% de lesion sobre la superficie de la aorta. Incluso se ha descrito que una
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dieta suplementada con un minimo de 0.15% de colesterol induce la formacion de estrias

grasas en el conejo Nueva Zelanda (Tijburg y cols., 1997).

Induccion de aterosclerosis por manipulacion genética

La hipercolesterolemia puede ser el resultado de una alteracion genética, como es el caso
de los conejos de la cepa WHHL (Watanabe heritable hiperlipidemic rabbit), desarrollada
por Watanabe (1980). Estos conejos, alimentados con una dieta estidndar, presentan
niveles séricos de colesterol por arriba de 500 mg/dl, debido principalmente a un defecto
en el transportador de LDL. A diferencia de lo que se observa en el humano, desarrollan
estrias grasas constituidas casi exclusivamente por células espumosas derivadas de
leucocitos, estas lesiones cubren casi por completo la superficie endotelial de la aorta

cuando los conejos tienen 8 meses de edad.

Papel del metabolismo de la L-arginina en la aterosclerosis experimental en conejo

La L-arginina es un aminoacido alifatico considerado como semiesencial en mamiferos,
ya que ain cuando es sintetizado en el organismo se requiere ingerirlo en la dieta para
mantener niveles adecuados en el organismo (Heald, 1979). El higado y el pancreas son

tejidos que tienen un mayor requerimiento de este aminodacido.
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La L-arginina puede degradarse por hidrolisis mediada por la arginasa, no sélo como
parte del ciclo de la urea, sino también en tejidos extrahepaticos. De esta reaccién se
forma urea y ornitina. La ornitina es el precursor en la sintesis de las poliaminas

putrescina, espermidina y espermina.

La L-arginina puede degradarse también por desaminacion oxidativa, proceso por el cual
se produce un radical guanidinico y se hace pbsible su utilizacion en la sintesis de creatina
y de otros productos de gran actividad biolégica (Méndez, 1989). La L-arginina participa
directamente en la formacién de tejido conjuntivo al formarse a partir de ella prolina e
hidroxiprolina, aminoacidos constituyentes de la coldgena. La L-arginina es un
aminodcido glucogénico, ademas de participar, como la L-glicina y la L-metionina, en la
sintesis de creatina, compuesto clave para la sintesis de fosfocreatina en el musculo y el

tejido nervioso (Figura 3).

Debido a que la L-arginina es el precursor en la sintesis endogena de Oxido nitrico
(Palmer y cols., 1987), este aminodcido ha sido utilizado en dosis farmacolc’)gicés para
mejorar la vasodilatacion dependiente de endotelio (Girerd y cols.,, 1990). La
administracion cronica de pequefias dosis de L-arginina mejora la vasodilatacion
dependiente de endotelio y reduce las lesiones aterosclerdsicas (Cooke y cols., 1991). La

L-arginina reduce la
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adhesion de monocitos a células endoteliales y disminuye la expresion de ciertas

moléculas de adhesion.

El grupo de Cooke (1991) describié que la L-arginina puede reducir el tamafio de las
lesiones aterosclerdsicas en conejos Nueva Zelanda alimentados con 1% de colesterol.
Los efectos benéficos de la L-arginina se han explicado con base en la produccién de
oxido nitrico en el tejido vascular (Cooke y cols., 1991; Boger y cols., 1998), ya que la
formacion de 6xido nitrico por el endotelio puede prevenir la agregacion plaquetaria la
adhesion de leucocitos y promover la vasodilatacion (Furchgott, 1983, Luscher, 1990).
Sin embargo, no existen trabajos en los que se asocie una variacion en las
concentraciones de 6xido nitrico con el efecto antiaterogénico de la L-arginina. Por otro
lado, existe evidencia de que el éxido nitrico podria favorecer el proceso aterosclerdsico.
Una mayor cantidad de LDLox se produce como resultado de la accién del 6xido nitrico o
la enzima responsable de la formacidn de lipoxigenasa (Yld-Herttuala, 1989), ambas

moléculas secretadas por el endotelio dafiado.
L-arginina también es el precursor metabdlico de las poliaminas: putrescina, espermidina

y espermina cuyas funciones, y su posible participacién en la prevencion del proceso

aterosclerdsico se exponen a continuacion.
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Caracteristicas vy funciones de las poliaminas

Las poliaminas, putrescina, espermidina y espermina son bases alifaticas de bajo peso
molecular (Heby, 1981). Se encuentran en forma libre o conjugada con fosfolipidos,
carbohidratos, esteroides, péptidos y unidades subestructurales de alcaloide. La afinidad
de las poliaminas por componentes dcidos es mayor que la de iones como Na*, K, Mg**y
Ca®* o las monoaminas. Las funciones de las poliaminas deben estar determinadas

entonces por su naturaleza cationica.

En los mamiferos, incluyendo al hombre, la espermidina y la espermina estan presentes en
la mayor parte de los tejidos en una concentracion aproximada de 1mM, mientras que en
el fluido seminal la espermina alcanza una concentraciéon de 25 mM (Méndez, 1989;
Persson, 1990). La putrescina se encuentra en concentraciones mas bajas, excepto en
tejidos que estan estimulados para el crecimiento como la médula 6sea (Tabor y Tabor,
1984). Es interesante mencionar que los niveles de poliaminas se incrementan por la
accion de hormonas, drogas, procesos de regeneracion de tejidos y factores de

crecimiento (Bethell y cols., 1982)

La arginasa, que cataliza la hidrolisis de la L-arginina para producir ornitina y urea, es

considerada una de las enzimas de la via biosintética de poliaminas en tejidos
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extrahepaticos (Méndez y Arreola, 1992). Produce ornitina para la subsecuente formacion

de putrescina, el precursor de las otras poliaminas.

En los mamiferos, la ornitina descarboxilasa cataliza la formacion de putrescina a partir
de ornitina (Bachrach, 1973; Tabor y Tabor, 1984) (Figura 4), esta enzima tiene un
numero de recambio extremadamente pequefio en células de mamifero (10 min.), y

aumenta dramatica y rapidamente después de un estimulo de crecimiento.

Las poliaminas poseen estructuras similares a la L-arginina y sus efectos sobre la 6xido
nitrico sintasa de cerebro fueron estudiados por Hu y cols. (1994) quienes encontraron
que las poliaminas inhiben la conversion de L-arginina a L-citrulina por la 6xido nitrico
sintasa, sin embargo, las poliaminas no estan involucradas en la estimulacién de la NO
sintasa mediada por N-metil-D-aspartato por lo que, probablemente, el papel de las

poliaminas en este respecto no sea de importancia fisiologica.

55



ARGINASA CH,

L-ARGININA S - ADENOSIL METIONINA

ORNITINA CH,

COOH
|
H,N(CH, ), CHNH,

CH, H

!
HOOC - CH
[

POLIAMINA
OXIDASA

N' - ACETILESPERMIDINA
CH,C-NH(CH,), NH(CH,), NH,

1l ESPERMIDINA
0 SINTASA

ESPERMIDINA
N'-ACETILTRANSFERASA
POLIAMINA
OXIDASA
N' - ACETILESPERMINA

CHBCi-NH(CHZ)s NH(CH,), NH(CH,), NH,
|

-ACETILTRANSFERASA

(CH,), NH,
ESPERMIDINA
H,N (CH,), NH(CH,), NH,
PROPILAMINA
(CH,), NH,

ESPERMINA

SINTASA

0 \\ 2
( ESPERMIDINA )
N

H,N(CH_), HN(CH,), NH(CH,); NH,

NH,
S-ADENOSIL METIONINA
ORNITINA DESCARBOXILASA
DESCARBOXILASA >
o,

S- ADENOSILHOMOCISTEAMINA

CH
s ADENINA

H,N(CH,), NH l
e HACH), - S-CH,

®
H
PROPILAMINA HO OH

PUTRESCINA

Y

METILTIOADENOSINA

ESPERMINA

Figura 4. Biosintesis e interconversion de poliaminas.

56



Se sabe que las poliaminas intervienen en procesos de proliferacion celular y sintesis
proteinica. Esta bien establecido que la disminucién en la concentracion de putrescina y
espermidina disminuyen la velocidad de proliferacién celular (Mamont y cols., 1978) y
que las concentraciones de poliaminas se incrementan en condiciones en la que aumenta
la divisidn celular. En el tracto gastrointestinal, por ejemplo, se presentan episodios de
aumento en la proliferaciéon asociados a incrementos en los niveles de poliaminas en la
mucosa. Las poliaminas producen inhibicidn reversible de la respuesta de sintesis de
DNA estimulada por fibroaglutinina, concanavalina A o lipopolisacaridos bacterianos, e

inducen la respuesta citolitica de linfocitos.

Las poliaminas pueden afectar significativamente a las membranas bioldgicas (Schuber,
1989) y de esta manera modular la transduccidn y la transmision de sefiales mediadas por
receptores (Koenig y cols., 1983). Debido a sus propiedades quimicas, estas moléculas
pueden cambiar la fluidez de las rp?mbranas por entrecruzamiento electrostatico con
diversos componentes membranalés, modificando indirectamente diversas actividades
membranales de manera simultanea. Hay evidencia de que las poliaminas pueden
estabilizar enzimas asociadas con las membranas del reticulo endoplasmico y que
interactian con los ribosomas del reticulo endoplasmico rugoso (Raina y Telaranta,

1967). De manera similar, las poliaminas interactian con estructuras en la superficie
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celular (Cuatrecasas, 1969) involucradas en diversas funciones de la insulina, modulando

de esta manera el transporte y el metabolismo intracelular de varias sustancias.

Se conocen efectos citoprotectores de las poliaminas que han sido evidenciados en un
modelo de diabetes inducida por aloxana (Méndez y Arreola, 1992). En presencia de
poliaminas, el dafio pancreatico causado por aloxana, un agente utilizado para inducir
diabetes en animales es menor (Méndez y Arreola, 1992). En el estado diabético, las
concentraciones de putrescina disminuyen y se restablecen cuando se administra L-
arginina (Méndez y Arreola, 1992), lo que indica que la L-arginina aurnenta la sintesis
endogena de poliaminas. La reduccién en la concentracién de poliaminas en ratas
diabéticas estd acompafiada de una disminucion en la actividad de arginasa, enzima que
sintetiza ornitina, precursor de la sintesis de poliaminas. La actividad de arginasa también

se normaliza con la administracion de L-arginina (Méndez y Arreola, 1992).

Las poliaminas putrescina, espermidina y espermina previenen la embriotoxicidad y el
desarrollo retardado causado por alz)xana en ratas (Méndez y Balderas, 1999), resultados
que han sido explicados con base en las propiedades antioxidantes de las poliaminas
(Lovaas, 1997). La L-arginina y la espermidina pueden, también, disminuir la
acumulacién de coldgena en rifiones de ratones diabéticos, efecto que puede deberse a la
proteccion de compuestos carbonilo, abundantes en el estado diabético (Marx y cols.,

1995).
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Se ha propuesto que las poliaminas pueden ayudar a regular la interaccion entre la
fosfohidrolasa y las membranas celulares, lo que facilitaria la accién de los acidos grasos
y permitiria a las células aumentar su capacidad de sintesis de TAG cuando aumenta el
aporte de acidos grasos (Martin-Sanz y cols., 1985). Las poliaminas también son capaces
de modular el grado de dafio a la mucosa causado por ciertos estimulos. Thirumalai y
cols. (1987) encontraron que el pretratamiento de animales con poliaminas reduce
significativamente la lesiéon causada por eténol acido administrado intragastricamente o
por solucién hiperténica de cloruro de sodio. Kivietys y cols. (1992) demostraron que la
administracion intrayeyuno de acido oléico dafia el ordenamiento de las vellocidades
intestinales, y que concentraciones de espermina y de espermidina, normalmente
encontradas en el quimo postrandial (0.5 mM) evitan este daflo, efecto que no puede ser
producido por L-lisina o la L-arginina, lo que indica que no es debido a la carga eléctrica

de las moléculas.

La espermina inhibe la peroxidaciéon en microsomas de higado de rata, debido a la
interacciéon de las poliaminas con los fosfolipidos de las membranas (Tadolini y cols.,
1984). Siendo mas efectiva la espermidina (ICsq 0.04 mM) que la espermidina (ICsq 0.18

mM).
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En el tejido vascular, altas concentraciones de putrescina (10 mg/Kg) pueden producir
hipotension y taquicardia (Rossi y cols., 1984). Concentraciones micromolares de
poliaminas estimulan la entrada intracelular de calcio a las células endoteliales de la vena
umbilical (Morgan y cols., 1990), lo que podria resultar en la liberacion de sustancias
vasoactivas como el factor relajante derivado de endotelio (Moncada y cols., 1991). Bogle
y cols. (1994) demostraron que el transporte de poliaminas a cé€lulas endoteliales en
cultivo tiene valores de Kgs de 2 uM y 0.6 pM para putrescina y espermidina,

respectivamente y es sensible a la disminucién de L-arginina.

La espermidina y la espermina no inhiben el transporte de putrescina, y la putrescina y la
espermina no inhiben el transporte de espermidina, esto sugiere que existen
transportadores independientes para cada una de las poliaminas. La sensibilidad del
transporte de putrescina a la falta de L-arginina pero no a la falta de L-ornitina (Bogle y
cols., 1994) sugiere que la L-arginina regula el metabolismo de poliaminas y su transporte
a las células endoteliales. De tal manera que los factores que afectan la utilizacién de L-

arginina también afectaran el metabolismo de poliaminas.
Las enzimas que oxidan las poliaminas estan presentes en todos los tejidos de mamifero.

La actividad de poliamina oxidasa aumenta durante el embarazo, lo que se cree juega un

papel en la regeneracion de factores inmunosupresores que contribuyen a proteger al feto
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de rechazo materno. Los macréfagos contienen poliamina oxidasa y la liberan en cultivos

que contienen lipopolisacaridos bacterianos.

Los macréfagos, al liberar poliamina oxidasa cerca de otras células inflamatorias regulan
sus funciones. Se sabe que los linfocitos contienen cantidades nanomolares de espermina,
y al morir estas células liberan suficientes poliaminas para interacturar con el suero. Las
células del sistema inmune son muy sensibles a poliaminas en comparaciéon con los
fibroblastos. En fetos y tejido neoplasico Hay antigenos especificos contra poliaminas,
pero no experimentan rechazo inmunolégico. Se ha encontrado que 40 pM de
espermidina inhibe el movimiento de los macrofagos en presencia de suero bovino
(Ferrante, 1985). Todo esto indica que las poliaminas son reguladoras de la respuesta

inmune.

Joseph y cols. (1987) estudiaron el efecto de las poliaminas sobre plaquetas aisladas.
Utilizaron un sistema en el que se in@uce la agregacion plaquetaria por diversos agentes.
En estos estudios una concentraci()r; de 10 mM de espermina fue suficiente para producir
una total inhibicion de la agregacién plaquetaria. Por el contrario, utilizando colagena la
inhibicion solamente alcanz6 el 50%. Méndez y cols. han descrito la inhibicién de la
agregacion plaquetaria por L-arginina y poliaminas en ratas normales y ratas diabéticas

(Bethell y cols., 1982). La agregacién plaquetaria se inhibe en mayor proporcién en
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presencia de espermidina y, también se describe una menor actividad de arginasa en la

rata diabética (Bethell y cols., 1982).

La espermidina y la espermina estimulan la oxidacion de glucosa a CO, e inhiben la
lipolisis. Estos efectos de las poliaminas se observan entre 1 y 50 uM, en condiciones en
las que la concentracion de glucosa es menor a 30 mM (Lockwood y cols., 1971) en
adipocitos. La espermidina inhibe la lipélisis inducida por epinefrina o teofilina pero no
por dibutiril AMPc, es decir, en las células adiposas, las poliaminas, asi como la insulina
inhiben la lipolisis suprimiendo los niveles de AMPc y facilitando el transporte de
glucosa. El mecanismo de accion de las poliaminas no se conoce, pero se cree que no es
un efecto debido a la carga de las moléculas, ya que a la misma fuerza idnica, la
putrescina no tiene efecto. Como el efecto de las poliaminas es inhibido por analogos de
la glucosa se cree que las poliaminas facilitan el transporte de glucosa. Concentraciones
milimolares de poliaminas en células beta del pancreas disminuyen la cantidad de mRNA
al interactuar con estas moléculas o con enzimas que lo degradan. La inhibicion de la
sintesis de poliaminas en las célulaﬁs beta disminuye la cantidad de mRNA para insulina
mientras que la glucosa puede aumentar los niveles de sintesis de poliaminas. La L-

arginina también estimula Ia secrecién de insulina (Nogowski y Nowak, 1986).

La L-arginina y la espermidina tienen un efecto antihiperglucémico y son capaces de

normalizar los niveles de lipidos, lipoproteinas y apolipoproteinas en ratas diabéticas
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(Méndez y Balderas, 1999). Estos efectos se han explicado por la accion antilipolitica de
las poliaminas formadas a partir de L-arginina. La espermidina y la espermina aumentan
la oxidacion de glucosa e inhiben la lipdlisis suprimiendo la producciéon enddgena de

AMPc de manera similar a la insulina en adipocitos aislados de rata (Furie y Furie, 1988).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La aterosclerosis es una enfermedad progresiva que se desarrolla en la capa intima de las
arterias, en respuesta a factores de riesgo entre los que se encuentra la
hipercolesterolemia. Los principales fendmenos involucrados en el proceso aterogénico
son la acumulacion de lipidos en la capa intima de las arterias, la proliferacion de las
células de musculo liso vascular y la agregacion plaquetaria. En las lesiones
aterosclerdsicas la deficiente produccion de moléculas antitrombdticas como el sulfato de
heparan, el 6xido nitrico y la prostaglandina E2 favorece la activacion de la agregacién
plaquetaria. Las plaquetas activadas secretan factores de crecimiento y quimioatractantes
que inducen la proliferacion de células de musculo liso y estimulan a las células
endoteliales para que formen otros factores de crecimiento, lo que favorece el desarrollo

de la lesion.

La L-arginina ha sido utilizada para»prevenir la formacion de lesiones aterosclerdsicas y
mejorar la funcién contractil de ;1rterias en conejos hipercolesterolémicos. El efecto
benéfico de la L-arginina se ha explicado en términos de la sintesis enddgena de 6xido
nitrico, sin embargo este mecanismo no ha sido confirmado. En nuestro laboratorio se ha
estudiando por varios afios el metabolismo de las poliaminas y su precursor biosintético la
L-arginina. Se ha encontrado que la administracién de L-arginina incrementa la sintesis

endogena de poliaminas (putrescina, espermidina y espermina) en un modelo de rata
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diabética y que las poliaminas protegen de dafio tisular, inhiben la agregacion plaquetaria
y tienen efectos antioxidantes. Por tanto, el papel regulador de las poliaminas, en procesos
como el dafo tisular, la agregacion plaquetaria y la oxidacién de lipoproteinas, podria

tener un papel benéfico en la prevencion de la aterosclerosis.
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OBJETIVOS
Objetivos generales

— Establecer un modelo de aterosclerosis experimental en conejo, adecuado al tipo de

estudio.

— Evaluar el efecto de la L-arginina y poliaminas sobre la agregacion plaquetaria en el

modelo de aterosclerosis experimental en conejo.
Objetivos particulares

— Establecer si existen diferencias entre las concentraciones séricas de glucosa,
colesterol total, TAG, colesterol-LDL y colesterol-HDL de conejos control y conejos

alimentados con 1y 10% de colesterol.

— Establecer si existen diferencias entre la concentracion sérica de L-arginina y la

actividad de arginasa de conejos control y conejos hipercolesterolémicos.

— Evaluar el efecto de la L-arginina, putrescina, espermidina y espermina sobre la

agregacion plaquetaria en conejos control y conejos hipercolesterolémicos.
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— Evaluar por medio de microscopia dptica la formacién de ateromas en conejos Nueva

Zelanda alimentados con dietas suplementadas con 1y 10% de colesterol.
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METODOLOGIA

Modelo de conejo hipercolesterolémico

Se utilizaron 15 conejos machos Nueva Zelanda con peso promedio de 4.5 Kg. Los animales
fueron separados en jaulas individuales, y se alimentaron a libertad con alimento normal para

conejo. Después de 2 semanas de adaptacion se formaron 3 grupos de 5 conejos cada uno.

Grupo 1: conejos control, alimentados con
una dieta normal para conejo durante 10

seémanas.

Grupo 2: conejos alimentados con una
dieta para conejo enriquecido con 1% de
colesterol y 10% de aceite de maiz, durante

10 semanas.
Grupo 3: conejos alimentados con una

dieta para conejo enriquecido con 10% de

colesterol durante 10 semanas.
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Toma de muestras

Se tomaron 4 ml de sangre de la vena central de la oreja al principio y al final del experimento.
La sangre se centrifugd a 250 x g durante 10 min., y se determinaron los niveles séricos de
glucosa, colesterol, TAG, LDL-colesterol y HDL-colesterol. En el caso del grupo 2 estas

mediciones se realizaron cada semana.

Para las pruebas de coagulacion y determinaciones de arginina y arginasa se tomaron muestras
de sangre de conejos control y conejos alimentados con 10% de colesterol al final de las 10
semanas. Se tomaron 15 ml de la vena central de la oreja recolectando la muestra de sangre en
un tubo con citrato de sodio al 3.8%, de manera que quedd una relacion sangre : anticoagulante
9:1. La sangre se centrifugo6 a 250 x g durante 10 min. para preparar el plasma rico en plaquetas
(PRP). Se recogio el PRP utilizando una punta de plastico hacia un tubo de plastico, se tapd y se
mantuvo a temperatura ambiente. Para preparar el plasma pobre en plaquetas (PPP) se
centrifugd el precipitado a 1500 x g durante 10 min., el plasma se mantuvo a temperatura
ambiente y tapado. El ensayo de agregacion se realizé inmediatamente ya que este debe
realizarse en los 30 min. siguientes a la separacion del PRP o 4 horas después de que la sangre

ha sido extraida.
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Aislamiento de aortas

Al final de las 10 semanas los conejos fueron anestesiados con xilazina 7 mg/Kg. i.m., ketamina
2.5 mg/Kg. i.m. y pentobarbital 20 mg/Kg. i.v. La aorta aislada se abrié longitudinalmente, se
lavé 10 min. en isopropanol 60%, posteriormente se tifié con rojo oleoso 3% en isopropanol
60% y finalmente se lavé 10 min. en isopropanol 60%. Se examind la presencia de lesiones
aterosclerosicas y se guardaron fragmentos de aorta y corazon en formol 10% para estudiar los

tejidos por medio de microscopia 6ptica.

Preparacion de alimento enriquecido con 1% de colesterol

Las croquetas de conejo (Conejina E.F., Purina, Chow) se embebieron en una solucién de aceite

de maiz con colesterol (1g colesterol/100 gramos de alimento) a 100°C.

Preparacion de alimento enriquecido con 10% de colesterol

El alimento normal para conejo fue molido y mezclado con la cantidad adecuada de colesterol

en polvo (10g de colesterol / 100g de alimento). Se le afiadi6 agua (1000 ml/kg. de alimento) y
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se paso la mezcla por un molino para rehacer las croquetas. Las croquetas formadas se dejaron

secar por 2-3 horas a temperatura ambiente.

Determinacion de TAG

Se determinaron con el método enzimatico colorimétrico de Wahlefeld (1979) basado en la
hidrélisis enzimatica de los TAG por la lipasa y en la determinacion enzimaética del glicerol
formado, por medio de las enzimas glicerol-cinasa, fosfoglicerol-oxidasa y peroxidasa;
produciéndose perdxido de hidrogeno que forma un complejo colorido con el reactivo de color
4-aminofenazona y 4-clorofenol cuya absorbencia se mide a 620 nm la cual es directamente

proporcional a la concentraciéon de TAG en la muestra. Las reacciones involucradas son las

siguientes:
Lipasa
TAG + 3H,0------=—--- > glicerol + 3 RCOOH
Glucocinasa
Glicerol + ATP------seuemnmv > glicerol 3-fosfato + ADP
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Glicerol fosfato

oxidasa

Glicerol 3-fosfato + O, - >dihidroxiacetona-fosfato +H,O,

Peroxidasa

H,0, + 4-aminofenazona + 4-clorofenol >4-(p-benzoquinona-monoimino)-

fenazona + H,O, +HCI

Determinacién de colesterol total

Se cuantificé por el método de Siedel y cols. (1983) y Katterman y cols. (1984) que se
fundamenta en la hidrolisis enzimatica de los ésteres del colesterol por la colesterol esterasa y la
oxidacion del colesterol libre por la colesterol oxidasa. La concentraciéon de colesterol es
directamente proporcional a la absorbencia a 540 nm que da el complejo formado con el
reactivo de color 4-aminofenazona y fenol con el H,O, que se produce al oxidarse el colesterol

libre. Las reacciones involucradas son las siguientes:

Colesterol esterasa

Esteres de colesterol + HyO--------- > colesterol + RCOOH
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Colesterol oxidasa

Colesterol + Ogmmmmmmmmmmmmm o >C*colestenona + H,0,

Peroxidasa

2H,0, + 4-aminofenazona + fenol - >4-(p-benzoquinona-monoimino)-

fenazona + 4H,0

Determinacion de colesterol-HDL

Se determiné por el método modificado por Lopez-Virella y cols. (1977). Este método se basa
en la adiciéon de iones magnesio y 4cido fosfotingstico a la muestra, lo que provoca la
precipitacion de los quilomicrones, las VLDL y las LDL. El sobrenadante de la centrifugacion a
1500 x g durante 10 min. contiene las HDL cuya concentracion de colesterol es determinada

enzimdaticamente como se describid anteriormente.
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Determinacién de colesterol-LDL

Se calculd el contenido de colesterol de las LDL por medio de la formula de Friedewald y cols.

(1972) y Warnic y cols. (1990) que involucra la medicién de colesterol total, TAG y HDL.

LDL=CT - TG/S - HDL

Donde LDL es la concentracion de colesterol-LDL, CT es la concentracion de colesterol total,

TG la concentracion de TAG y HDL es la concentracién de colesterol HDL. El célculo de

colesterol-LDL se considera valido solamente cuando los valores de triglicéridos se encuentran

por debajo de 300 mg/dl.

Determinacion de glucosa

Se utilizé el método de Trinder (1969) que se basa en la oxidacion de glucosa por la glucosa;
oxidasa, con la subsiguiente cuantificacion de peréxido de hidrégeno liberado, usando el
reactivo dé color 4-aminofenazona y fenol, el cual por medio de la peroxidasa forma un
complejo colorido cuya absorbencia se mide a 540 nm. La concentracién de este complejo es
directamente proporcional a la concentracion de glucosa. Las reacciones involucradas son las

siguientes:
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Glucosa oxidasa

glucosa +O, >acido gluconico +H,0,

Peroxidasa
H,0, + 4- aminofenazona + fenol - > 4-(p-benzoquinona-monoimino) fenazona
4H,0

Determinacion de proteina

Se utilizd el método de Lowry (1951) utilizando albimina sérica bovina como estandar. La
cuantificacion colorimétrica de la proteina de una muestra utilizando el reactivo de Folin-
Ciocalteu depende de la tirosina y triptofano presentes. El color se produce por la reduccién del
reactivo por los residuos de tirosina observandose una relacion lineal entre la cantidad de

proteina y la intensidad de color el cual se lee a 540 nm.

Determinacion de actividad de arginasa y contenido de arginina

Se determiné por el método de Kung y cols. (1977), basado en la produccion de urea y ornitina
a partir de L-arginina por la arginasa. La urea forma, en solucién é4cida de diacetilmonoxima y

en presencia de tiosemicarbazida, un complejo colorido que se mide a 530 nm. Tanto la
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medicién de arginasa como la de arginina utilizan este mismo principio, la diferencia en los
ensayos radica en que en el caso de la arginasa se afiade una cantidad conocida de arginina a la

muestra de reaccion y en el caso de la arginina se aflade una cantidad conocida de arginasa a la

mezcla de reaccidn.

Agregacion plaquetaria

Se utilizé un método turbidimétrico para estudiar el efecto de la L-arginina y poliaminas sobre
la agregacion inducida por ADP y colagena (Rosemary y cols.,, 1976). Se utilizé6 un
agregdémetro Payton, y los porcentajes de agregacion se calcularon utilizando el programa
Crono-log. El porcentaje de agregacion plaquetaria es directamente proporcional al aumento de
transmitancia del plasma rico en plaquetas, producido en respuesta a un agente agregante como
el ADP o la colagena. Para el ensayo se ajusté el nimero de plaquetas del PRP a 200,000
plaquetas / pl diluyendo con PPP. La muestra se mantuvo a 37°C y con agitacién. Se ajusté el
aparato a 100% de transmitancia con el PPP a 37°C sin agitacion. El porcentaje de agregacion

se calculé utilizando la siguiente férmula:

% de agregacién = 90 - CR /80 x 100

donde CR es la lectura del problema.
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Andlisis de muestras por microscopia optica

Las muestras fijadas en formol se procesaron tratdndolas durante 2 horas con cada uno de los
siguientes reactivos: formol 10%, alcohol 96°, alcohol absoluto y xilol. Las muestras
procesadas se incluyeron en parafina formando bloques que se dejaron solidificar. Los bloques
se mantuvieron a 4°C y se hicieron cortes de aproximadamente 4um, en un microtomo. Los
listones obtenidos se desparafinaron poniéndolos sobre un bafio de agua con gelatina a 56-60°C
y se recolectaron en portaobjetos. Posteriormente se desparafinaron en una estufa a 60°C
durante 2 horas y se hidrataron para tefiirlos. Los tejidos en las laminillas se hidrataron tratando
con los siguientes reactivos: xilol, alcohol absoluto y alcohol 96°. Después de tefiir los tejidos

se deshidrataron con alcohol 96°, alcohol absoluto y xilol.

Tincién de hematoxilina/eosina

Esta tincidn tifie de azul los nicleos celulares (dcidos) y de rojo los citoplasmas (basicos). Los
tejidos hidratados se tifieron en hematoxilina de Harris (hematoxilina 5 g/l, alumbre de amonio
y potasio 100 g/l, 6xido rojo de mercurio 2.5g/1, acido acético 2.5 ml/l y alcohol 96° 50 ml/1)
15-30 min., se lavaron en agua y se pasaron rapidamente por alcohol 4cido (acido clorhidrico

2.5 ml/400 ml de alcohol 96°), luego en agua carbonatada (hidréxido de amonio 2.5 ml/400 ml)
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y finalmente 2 min. en eosina (eosina amarillenta 5g/460ml, dicromato de potasio 2.5 g/460ml,
solucion saturada de acido picrico 50 ml/460ml, alcohol absoluto 10m1/460ml). Posteriormente

los tejidos se deshidrataron y se cubrieron con un cubreobjetos fijandolo con resina.

Tincién tricromica de Masson

Esta técnica tifie de azul la colagena (que se tifie con colorantes acidos de anilina). Da color
rojo para musculo, rosa claro para citoplasma y tifie de azul obscuro los nucleos. Los tejidos se
desparafinaron e hidrataron, posteriormente se colocaron en la solucion de Bouin (acido picrico
75 ml/100ml, formaldehido 25ml/100ml y 4cido acético glacial 5 ml/100ml) 1 hora a 60°C. Se
lavaron bajo el chorro de agua sin desprender el tejido hasta quitar el color amarillo. Se tifieron
en hematoxilina férrica o de Weigerts (preparada en el momento mezclando partes iguales de
una solucion de 2g hematoxilina/200ml de etanol y una solucién de cloruro férrico 29% y acido
clorhidrico 1ml/200ml) durante 10 min. Se lavaron en agua corriente hasta quitar el color café
(y que los nucleos estuvieran contrastados), se lavaron con agua destilada, se tifieron en
escarlata de Biebrich (escarlata de Biebrich 1%, 360 ml/400ml, fucsina acida 1% 40 ml/400ml,
acido acético 1 ml/400ml) durante 15 min., se lavaron con agua destilada, luego se trataron con
acido fosfotungstico y fosfomolibdico (acido fosfotiingstico 10g/200ml, 4cido fosfomolibdico
10g/200ml) 15 min, se lavaron con agua destilada, se tifieron en azul de anilina (azul de anilina
5g/200ml, acido acético 8 ml/200ml) 15-20 min, se lavaron con agua destilada y luego en acido

acético 1% 1 min. Los tejidos se deshidrataron y se montaron las laminillas.
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Tincion de Verhoeff-Van Giesen

Esta tincion tifie de negro las fibras elésticas, de rojo la colagena y los nucleos celulares de gris
o negro. Los tejidos se desparafinaron e hidrataron. Se tifieron con hematoxilina de Verhoeff
(hematoxilina 1g/40 ml, alcohol absoluto 20 ml / 40 ml, cloruro férrico 10% 8 ml/40, yodo de
verhoeff (yodo 2g /100 ml, yoduro de potasio 4g /100ml) 8ml / 40ml) durante 15 min. o hasta
que los tejidos se vieron negros, se lavaron con agua corriente durante 5 min., se introdujeron
en la solucion diferenciadora (cloruro férrico 2g/100ml) durante 1 min o hasta ver negras
solamente las fibras elasticas, posteriormente en hiposulfito de sodio 5% | min y finalmente se

lavaron con agua destilada, se deshidrataron y se montaron las laminillas.

Deteccidn de grasa subendotelial

Una vez aisladas, las aortas fueron teiiidas con rojo oleoso. Se lavaron en isopropanol 60%
durante 10 minutos, luego se tifieron en rojo oleoso 0.3% en isopropanol 60% y finalmente se

lavaron en isopropanol 60%.

Para evaluar la presencia de grasa subendotelial se congeld el tejido cubriéndolo con Tissue

Tek y se cortaron secciones de 10 pm en un cridstato. Estos cortes fueron tefiidos con rojo
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oleoso como se indica a continuacion: el tejido se lavo en propilenglicol durante 1 min.,
posteriormente se tifié con rojo oleoso 1% en propilenglicol 80%, a 60°C, finalmente se lavé en

propilenglicol al 80%.

Analisis estadistico

Los resultados se expresan en promedios + D. E. Las comparaciones entre grupos se hicieron

por el método de significancia t de Student no pareada.
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RESULTADOS

Cambios en los niveles plasmaticos de lipidos v glucosa en los conejos alimentados

con dietas ricas en colesterol

Se estudiaron los cambios en los niveles séricos de lipidos y glucosa en el grupo
alimentado con colesterol al 1%. En la Figura 5 se observa que después de la
primera semana de alimentacion con colesterol los niveles de colesterol total y
colesterol-LDL aumentan significativamente. [.a concentracion plasmatica de
colesterol total se encuentra alrededor de 30 mg/ml al inicio del experimento y
después de la primera semana se eleva por arriba de 100 mg/ml. La concentracion
inicial de colesterol-LDL se encuentra alrededor de 20 mg/ml y se eleva por arriba
de 80 mg/ml después de la primera semana de alimentacion con colesterol. Tanto los
niveles de colesterol total como los niveles de colesterol-LDL permanecen
constantes durante las 9 semanas siguientes. No existen cambios significativos en
los niveles de glucosa y TAG debidos a la alimentacién con colesterol. Se observo

una ligera reduccidn en la concentracion de colesterol-HDL.

En la Tabla 4 se muestran las concentraciones séricas de lipidos y glucosa en los
conejos control y alimentados con 1%18 dietas ricas en colesterol al inicio y al final del
experimento. Se encontr6 una diferencia significativa en los niveles séricos de
colesterol después de alimentar a los conejos con una dieta rica en colesterol durante
10 semanas, tanto en el grupo alimentado con 1% de colesterol como en el grupo
alimentado con 10% de colesterol. El colesterol plasmatico se encontraba por debajo
de 30 mg/dl al inicio del experimento, tanto en el grupo control como en los conejos
alimentados con colesterol. Sin embargo, solamente en el grupo control los niveles

de colesterol permanecieron constantes hasta el final del estudio.
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Figura 5. Niveles séricos de lipidos y glucosa con respecto al tiempo en conejos
alimentados con colesterol al 1%. Se muestran los valores promedio = D.E. de 5

determinaciones. O colesterol, JgHDL, A LDL.
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Tabla 4. Concentraciones séricas de lipidos y glucosa en conejos control y conejos

alimentados con 2 dietas suplementadas con colesterol.

Control 1% colesterol 10% colesterol
Semana 0 Semana 10 Semana0 Semana 10 Semana0 Semana 10

Glucosa 163.4+7.7 120.8+3.8 149.8+11.8 162.8+23.7 98.0+7.9 126.3£6.6
Colesterol 296+29 296+29 354+172 136.6+38.0* 263+8.1 1485.0+£26.8*
TAG 170.0+222 1272+7.7 1262+279 102.8+41.6 88.3+35.6 411.0+£154.5%
LDL- 123+7.8 19.5+4.1 195+4.1 82.4+14.2* 15.9+£59 1383.8+£58.9*
colesterol
HDL- 348+6.7 254430 30569 13.6+10.8 14.3+£5.8 19.0+4.5
colesterol

Los valores estan expresados en mg/dl.

Los valores corresponden a X + D.E. (n =5).

* p <0.05 en comparacién con el control.
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De manera similar a lo que se observo para el grupo de conejos alimentados con 1%
de colesterol, en los conejos alimentados con 10% de colesterol los cambios en los
niveles séricos de colesterol total coinciden con los cambios en los niveles de
colesterol-LDL (Tabla 4). Los niveles de colesterol total en el grupo alimentado con
10% de colesterol se encuentran alrededor de 30 mg/dl al principio del experimento
y se elevan por arriba de 1400 mg/dl al final de las 10 semanas; de manera similar,
los niveles de colesterol-LDL se elevan desde niveles 15.9+5.9 hasta mas de 1300
mg/dl. A diferencia del grupo alimentado con 1% de colesterol, los niveles de TAG
si aumentan significativamente debido a la alimentacion con 10% de colesterol (de
80 a 400 mg/dl), y los niveles de HDL-colesterol no variaron significativamente. No
se observaron cambios significativos en las concentraciones séricas de glucosa en

ninguno de los 3 grupos.

Actividad de arginasa en conejos hipercolesterolémicos

En la Tabla 5 se presenta el nimero de plaquetas, la concentracién de proteina total,
concentraciéon de arginina y actividad de arginasa tanto en el plasma de conejos
control como en conejos alimentados con 10% de colesterol. No se encontraron
diferencias entre los parametros medidos de conejos normales y los conejos
hipercolesterolémicos. Tanto en | los conejos control como en los conejos
hipercolesterolémicos se encontraron alrededor de 250 plaquetas/ul, la
concentracion de proteina en el plasma se encontré alrededor de 70 mg/ml y la
actividad de arginasa se encontrd alrededor de 2.5 nmol urea/mg proteina/min. El

contenido de arginina en ambos casos es de alrededor de 700 nmol/mg proteina.
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Tabla 5. Numero de plaquetas, contenido de arginina y actividad de arginasa en

plasma de conejos control y conejos hipercolesterolémicos.

Conejos control Conejos

hipercolesterolémicos

Numero de plaquetas

(plaquetas/pl) 276.3+£53.1 2473+ 17.7

Proteina total (mg/ml) 64.6 +10.6 67.5+17.7

Contenido de arginina

(nmol/mg proteina) 793.4+401.4 704.3 £322.2

Actividad de arginasa 2.49+£0.9 2.66 £ 0.6
(nmoles urea/mg

proteina/min.)

Los valores corresponden a X £ D.E. (n = 5).
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Efecto de la L-arginina v poliaminas sobre la agregacion plaguetaria

La Figura 6 muestra las gréaficas generadas del ensayo de agregacion plaquetaria. La
adicidn de coldgena induce un aumento de transmitancia en PRP de conejos control
de aproximadamente 50% con respecto a un 100% de transmitancia del PPP. La L-

arginina estimula significativamente la agregacion plaquetaria.

La Figura 7 muestra el efecto de las poliaminas sobre la agregacion plaquetaria en
PRP de conejos control, utilizando coldgena como agente agregante. Las poliaminas
putrescina, espermidina y espermina tienen un efecto inhibitorio de la agregacion
plaquetaria, inhibiendo considerablemente el aumento en transmitancia inducido por

colagena.

En la Figura 8 puede observarse el efecto de la L-arginina y poliaminas sobre la
agregacion plaQuetaria de plasmas control en respuesta a ADP. Se observa también
un efecto estimulatorio de la L-arginina sobre la agregacién y un efecto inhibitorio
de las poliaminas. El efecto inhibitorio es similar para las 3 poliaminas y menor que

el producido en presencia de coldgena.

El PRP obtenido de los conejos hipercolesterolémicos presenta una
hiperagregabilidad como se muésrt;ra en la Figura 9, tanto en presencia de ADP
(Figura 9A) como en ausencia de agonista (Figura 9B). Sin embargo, en presencia
de colagena la agregacion presentada por el PRP de conejos hipercolesterolémicos

es similar a la de conejos control (9C).
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Figura 6. Agregacion plaquetaria en conejos control en presencia de colagena. Se
muestra el aumento en transmitancia de una muestra de PRP a 37°C en agitacion, la
flecha indica el momento en el que se afiadieron 2 pg de colagena/ml. Con la
adiciéon del agonista la transmitancia aumenta un 50% aproximadamente. La L-

arginina tiene un efecto estimulante de la agregacion plaquetaria (L-arginina).
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Figura 7. Efecto de las poliaminas sobre la agregacion plaquetaria en conejos control
en presencia de colagena como agente agregante. La colagena induce una
agregacion de aproximadamente 50%. Las poliaminas, putrescina, espermidina y

espermina reducen la agregacion a un 20% aproximadamente.
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Figura 8. Efecto de la L-arginina y poliaminas sobre la agregacién plaquetaria de
conejos control en presencia de ADP como agente agregante. La adicién de 2.5
nmol ADP/ml (flecha) produce un aumento en la transmitancia del PRP de
aproximadamente 20%. La L-arginina estimula este efecto provocando una
agregacion del 80% aproximadamente, mientras que las poliaminas inhiben la

agregacion a menos del 10%.
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Figura 9. Agregacion plaquetaria en PRP de conejos hipercolesterolémicos. En
condiciones de hipercolesterolemia el PRP presenta agregacién plaquetaria atn en
ausencia de agonista (A), y la agrégacic’)n es mayor que la presentada por PRP de
conegjos control utilizando ADP como agonista (B). La agregacion es similar en

ambos tipos de conejo cuando se utiliza colagena como agente agregante (C).
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En el caso de los conejos hipercolesterolémicos también se observo un efecto
estimulatorio de la L-arginina y un efecto inhibitorio de las poliaminas sobre la
agregacion (Figura 10A). Se evalud también el efecto de la L-arginina y poliaminas
sobre la agregacion en ausencia de agonista (Figura 10B). En este caso, la L-
arginina y la putrescina tuvieron un efecto inhibitorio de la agregacion plaquetaria,

mientras que la espermidina y la espermina no inhibieron la agregacion plaquetaria.

En la Tabla 6 se muestran los valores de los porcentajes de agregacion plaquetaria
en los conejos control. Se observa que la L-arginina estimula la agregaciéon en un
284%, mientras que la putrescina inhibe la agregacion en un 75.7%, la espermidina
82.5 y la espermina 80.5% utilizando ADP como agente agregante. Si se utiliza
colagena como agonista, la L-arginina estimula la agregacion un 62.8%, mientras
que la putrescina inhibe la agregacion un 79.2%, la espermidina 73.2% y la

espermina 80.2%.

En el caso de los plasmas de conejos hipercolesterolémicos, la agregaciéon en
respuesta al ADP es estimulada un 100%, mientras que la putrescina inhibe la
agregacién un 20%, la espermidina un 49% y la espermina un 54.4% (Tabla 7). En
el caso de los conejos hipercolesterolémicos solamente se hicieron ensayos con ADP
como agonista, ya que el plasma de estos conejos es mas viscoso y se obtiene una

cantidad menor que la obtenida de conejos control.
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Figura 10. Efecto de la L-arginiﬁa y poliaminas sobre la agregacion plaquetaria en

conejos hipercolesterolémicos. La agregacion plaquetaria en presencia de ADP es
estimulada por L-arginina e inhibida por poliaminas (A). En ausencia de agonista,

tanto la L-arginina como -las poliaminas ejercen un efecto inhibitorio de la

agregacion plaquetaria (B).
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Tabla 6. Efecto de la L-arginina y poliaminas sobre la agregacion plaquetaria de plasma de

conejos control.

Agonista Control L-arginina Putrescina Espermidina Espermina
(10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM)

ADP

(2.5 pmoles/ml) 20.7+2.8  79+5.1* 50+3.0* 3.6£1.1% 4.0+2.8%*

Colédgena

(2 pg/ml) 573 +18.4 93.3+11.5* 11.6 £2.8 15.3+0.5 11.3+1.1

Los valores estan expresados en porcentaje de agregacion.
Los valores corresponden aX+DE. (n=5)

* p <0.05 en comparacion con el control.
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Tabla 7. Efecto de la L-arginina y poliaminas sobre la agregacién plaquetaria de

plasma de conejos hipercolesterolémicos.

Agonista Control L-arginina Putrescina Espermidina  Espermina
(10 uM) (10 uM) (10 uM) (10 uM)

ADP

(2.5 426 +3.0 85.2+]12.4 33.8+4.2* 21.6£3.7* 1944 2%

umoles/ml)

Los valores estan expresados en porcentaje de agregacion.
Los valores corresponden a X = D.E. (n = 5)

* p <0.05 en comparacion con el control.
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Evaluacion de lesiones aterosclerosicas

Se analizaron las aortas toracicas y abdominales del grupo control y los grupos
alimentados con colesterol. La Figura 11 muestra la estructura de la aorta toracica de
un conejo control, tefiida con la técnica de Verhoeff van Giesen, se observan las 3
capas caracteristicas de la arteria: la capa intima formada por una monocapa de
células endoteliales, la capa media formada por capas alternadas de células
musculares y fibras elasticas y la capa adventicia formada principalmente por

colagena.

No se encontraron lesiones aterosclerdsicas o acumulacion de lipidos en la capa
subendotelial, en el caso de los conejos control, ni en los conejos alimentados con

1% de colesterol y 10% de aceite de maiz. (Figura 12b).

Solamente en uno de los conejos del grupo alimentado con colesterol al 1% y 10%
de aceite de maiz se observaron alrededor de 4 lesiones puntiformes en la aorta
toracica. Las lesiones encontradas corresponden a acumulos de grasa subendotelial
(Figura 13a, 13b) y forman pequefios abultamientos en la capa intima de la arteria

que contienen restos celulares (Figura 13c-13f).

En el caso de los conejos alimentados con colesterol al 10% se encontraron
pequeiias lesiones macroscopicas principalmente en la region del cayado de la aorta.
La Figura 14b muestra un fragmento de las lesiones encontradas en estos conejos. Se
observa un importante acuimulo de material subendotelial que produce un

abultamiento hacia el lumen del vaso.
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Figura 11. Micrografia de un fragmento de aorta toracica de conejo Nueva Zelanda.
Se observa la capa intima (i) formada por una monocapa de células endoteliales, la
capa media (m) con capas alternadas de células musculares y fibras elasticas (en
negro) y la capa adventicia (a) formada principalmente de coldgena (en rojo).

Tincion de Verhoeff van Giesen. x 400.
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Figura 12. Micrografias de aorta de conejo Nueva Zelanda A) control y B) conejo
alimentado con 1% de colesterol y 10% aceite de maiz. En ninguno de los dos casos
se observan alteraciones en la estructura de la arteria, en la capa intima (1), media

(m) o adventicia (a). Tincién de hematoxilina / eosina. x 400.
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Figura 13. Lesion aterosclerosica puntual en la aorta de un conejo alimentado con

1% de colesterol y 10% aceite de maiz. A) y B) tincidn en fresco con rojo oleoso. Se
observa un acumulo subendotelial de lipido. x 150 y x 400 respectivamente. C) y D)
Tincién tricrémica de Masson de otra lesién aterosclerdsica puntual. x 150 y x 400
respectivamente. E) y F) fragmento de la misma lesion tefiida con
hematoxilina/eosina, se observa un pequefio abultamiento en la capa intima de la
arteria, con restos celulares y un espacio vacio que probablemente estuvo ocupado

por lipido. x 150 y x 400 respectivamente.
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Figura 14. Micrografias de aorta toracica de un conejo control (A) y un conejo alimentado
con 10% de colesterol durante 10 semanas. X 400. (B) se observa un importante
engrosamiento de la capa intima de la arteria, con numerosas células espumosas tanto en la

capa intima como en la capa media. X 150. Intima, i; media, m; adventicia, a.
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DISCUSION

Cambios en los niveles séricos de lipidos en conejos alimentados con colesterol

Nuestros resultados demuestran que después de alimentar a los conejos con una
dieta suplementada con 1% de colesterol durante 10 semanas, se produce un
incremento de 3.3 veces en el colesterol sérico total (alrededor de 100 mg/dl). Sin
embargo, otros autores han reportado que con esta misma dieta el colesterol sérico
alcanza niveles de 500 mg/dl (Cooke y cols., 1991; Kugiyama y cols., 1996). Davies
y cols. (Davies y cols., 1996) reportaron un incremento de 20 veces en el colesterol
sérico, utilizando una dieta suplementada con 1% de colesterol durante § semanas;
Verbeuren y cols. (Verbeuren y cols., 1986) por su parte, reportaron un incremento
de 30 veces utilizando una dieta suplementada con 0.28% de colesterol, también
durante 8 semanas. En los dos estudios antes mencionados, los niveles iniciales de
colesterol se encuentran alrededor’de 30 mg/dl, que corresponde al valor inicial de
colesterol en los conejos utilizados en este trabajo. Lo anterior indica que
posiblemente existe un factor adicional al colesterol de la dieta para que puedan

alcanzarse niveles tan elevados de colesterol en la sangre.

En nuestros experimentos, el colesterol sérico en los conejos alimentados con 1% de

colesterol aumenté en la primera semana de la dieta, pero estos cambios no inducen
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la formacion de ateromas en la aorta. Estos resultados concuerdan con lo reportado
por Pfister y cols. (1996), quienes mostraron que después de utilizar una dieta
complementada con 2% de colesterol por dos semanas se incrementa el colesterol
sérico, pero no existe acumulacién de lipidos en la aorta. McGill y cols. (1995)
seftala que después de 2 semanas de una alimentacién suplementada con 2% de
colesterol pueden detectarse cambios en los niveles séricos de colesterol pero sin
causar aterosclerosis. Estos autores no encontraron lesiones en la aorta después de 4
semanas, pero si un marcado desarrollo de éstas después de 8 semanas. Estos
mismos autores también encontraron que el colesterol continlla aumentando hasta
incrementarse 21 veces después de 84 dias de tratamiento. Nosotros, sin embargo,
encontramos que después de la primera semana de alimentacion con colesterol los
niveles de colesterol sérico se incrementan, y permanecen constantes durante el resto

del experimento.

A diferencia de lo que ocurre con el colesterol total, los cambios que ocurren en las
lipoproteinas, en los conejos alimentados con 1% de colesterol, parecen ser mas
graduales, estabilizdndose a partir de la quinta semana. Los resultados presentados
aqui indican que los niveles de colesterol-LDL tienden a aumentar hasta niveles muy
cercanos a los del colesterol total. Aparentemente el colesterol sérico se incorpora,
en su mayor parte, a la particula de LDL. El perfil lipidico en los animales

alimentados con una dieta rica en colesterol correspondi6 al perfil asociado con el
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desarrollo de lesiones ateroesclerdsicas reportado por otros autores, €s decir niveles

elevados de colesterol total y colesterol-LDL.

En este trabajo no se hicieron mediciones de Lp (a), sin embargo es posible que su
concentraciéon haya aumentado en los conejos hipercolesterolémicos que
desarrollaron lesiones aterosclerésicas, ya que una elevacion en la concentracion de
estas lipoproteinas ha sido asociada a la formacion de ateromas, especialmente en la

capa intima de la aorta (Jaimeson y cols., 1995).

En el caso de los conejos alimentados con 10% de colesterol, el colesterol total se
incrementd 56 veces, incremento similar al que reportamos para el colesterol-LDL;
lo que probablemente indica que el colesterol sérico se incorpora casi en su totalidad
a la particula de LDL. Los niveles de colesterol total y colesterol-LDL de los
conejos alimentados con 10% de colesterol son similares a los reportados por otros
autores que utilizaron dietas con contenidos menores de colesterol (Davies y cols.,
1996; Pfister y cols., 1996). Consideramos que estas diferencias son debidas a que
otros autores han utilizado cepas de conejos diferentes a la utilizada en este trabajo,
y que estas cepas son similares al conejo Watanabe, que desarrolla
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia y lesiones aterosclerésicas en la aorta, con

una dieta estandar.
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No se hicieron determinaciones de lipoperoxidacion de lipoproteinas, sin embargo
es probable que en estas condiciones de hiperlipidemia la modificacion de las
lipoproteinas, asi como la hipertrigliceridemia (los niveles de TAG se incrementaron
4.6 veces) contribuyan a la formacion de las lesiones aterosclerdsicas que

observamos en el area del cayado de la aorta.

En el caso de los conejos alimentados con 1% de colesterol, la concentracion de
colesterol-HDL disminuyd, sin embargo’ la diferencia con respecto al control no
resulté estadisticamente significativa. Estos resultados demuestran que la
hipercolesterolemia, en el caso de los conejos alimentados con 10% de colesterol
estd acompafiada de hipertrigliceridemia, pero no de una disminucién en la

concentracion de colesterol-HDL.

Actividad de arginasa y contenido de arginina en conejos hipercolesterolémicos

En este estudio se demuestra que la hipercolesterolemia en conejos no estd
acompaiiada de alteraciones en el nimero de plaquetas o de la concentracion sérica
de proteinas, y tampoco de una deficiencia de L-arginina o en la actividad de
arginasa. Méndez y Zarzoza (1997) demostraron recientemente que la rata diabética
presenta una deficiente actividad de arginasa. Debido al efecto antiagregante de las

poliaminas, estos autores asocian la deficiencia de L-arginina y arginasa con una
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deficiente produccion de poliaminas, que a su vez pudiera estar involucrada en la

hiperagregabilidad presentada en el estado diabético.

Como se demostr6 aqui, en el conejo hipercolesterolémico no existe una deficiencia
en la actividad de arginasa ni en la concentracion de L-arginina. Esto estd en
concordancia con lo reportado por Béger y cols. (1996), quienes reportaron que la
concentracion de L-arginina tanto en conejos control como en conejos alimentados

con 1% de colesterol se encuentra alrededor de 85 pmol/l.

Por otro lado, la via de sintesis de citrulina por medio de la arginasa y la sintesis de
6xido nitrico utilizan como sustrato a la L-arginina. Los macréfagos contienen
arginasa y oxido nitrico sintasa. La arginasa es inhibida de manera no competitiva
por nitrito, el producto final de la sintesis de 6xido nitrico (Murphy y Newsholme,
1998). Es decir, la utilizacion de L-arginina para sintetizar 6xido nitrico en
macrofagos disminuye la concentracion de intermediarios del ciclo de la urea. Es
probable que la via de utilizacién de glutamina exista en los macrofagos para
establecer una conexion con el ciclo de la urea, ya que los monocitos pueden usar
glutamina a grandes velocidades y contienen la cantidad adecuada de enzimas para
convertir glutamina en citrulina (Murphy y Newsholme, 1998) precursor de las
poliaminas. Por lo anterior podemos suponer que existen las condiciones
metabolicas para que, con la administracion exdégena de L-arginina, se vea

incrementada la sintesis de poliaminas en células del tejido vascular, de manera
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similar a lo que observaron Méndez y Arreola en la rata diabética (Méndez y

Arreola, 1992).

Por otro lado, si existiera una disminucién en la produccién de 6xido nitrico en
condiciones de hiperlipidemia, como lo han sugerido algunos autores (Cooke y cols.,
1991; Boger y cols., 1996) la actividad de arginasa se veria incrementada (ya que los
productos de la sintesis de 6xido nitrico inhiben a la arginasa) y probablemente
habria una disminucién en la concentracion sérica de L-arginina, sin embargo, como
se muestra en este trabajo, la actividad de arginasa y la concentracién sérica de L-

arginina se encuentran inalteradas en conejos hipercolesterolémicos.

Efecto de la L-arginina v poliaminas sobre la agregacioén plaquetaria en conejos

hipercolesterolémicos

La formacion de trombos es un evento importante en la aterogénesis (Ross, 1993).
Harker y cols. (1976) y Fuster y cols. (1978) aportaron evidencia de la relacion que
existe entre la respuesta plaquetaria y el dafio endotelial. Un dafio endotelial causado
por homocisteinemia, por ejemplo, induce la formacién de sitios de
desendotelizacion y aumento en las plaquetas con la subsecuente formacidn de
placas (Harker y cols., 1976). Fuster y cols. (1978) encontraron que el defecto

plaquetario asociado a la enfermedad de von Willebrand (padecimiento que provoca
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una deficiencia en la funcion plaquetaria) en cerdos, previene el desarrollo de placas
aterosclerdsicas en respuesta a una dieta enriquecida con colesterol, aun cuando se
provoque un dafio endotelial en la aorta (Fuster y cols., 1978). Downie y cols.
(1963) por su parte, encontraron que ¢l cerdo desarrolla aterosclerosis al aumentar la
grasa en su dieta en ausencia de hipercolesterolemia significativa, notaron también
que la naturaleza focal de la enfermedad presenta patrones que sugieren dafio
hemodindmico y tendencia al deposito de microtrombos. Estos autores sugirieron
que la incorporacion de elementos plaquetarios a la pared promueve la aterogénesis,

principalmente en areas en las que existe dafio endotelial.

Los pacientes con hipercolesterolemia muestran alteraciones en la funcién
plaquetaria y plaquetas con baja vida media. Nosotros observamos.en este trabajo
que la agregacion plaquetaria estd importantemente aumentada en conejos
hipercolesterolémicos en comparacion con los conejos controles, y que las plaquetas

presentan una vida media menor (datos no mostrados en esta tesis).

La aterosclerosis se asocia a hiperactividad plaquetaria probablemente relacionada al
incremento en la concentracion de colesterol-LDL. Esta idea es apoyada por el
hecho de que si se elimina la fraccion de LDL del plasma en pacientes disminuye la
agregacién plaquetaria inducida por ADP (Fuster y cols., 1978). Con este

procedimiento también disminuye la fraccién lipidica aterogénica y el desarrollo de
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la placa aterosclerésica, aumenta la regresion de la aterosclerosis (Fuster y cols.,

1978) y disminuye los niveles de colesterol 64% y los de TAG 46% .

Se sabe que la particula de HDL disminuye la funcién plaquetaria y aumenta la
actividad de la o6xido nitrico sintasa (Chem y Metha, 1994), en nuestros
experimentos no se observaron cambios en las concentraciones de HDL en los
conejos alimentados con 10% de colesterol, lo que puede indicar que la
hiperagregabilidad del plasma en estos conejos no es provocada por una deficiencia

en los niveles de colesterol-HDL.

En este trabajo se estudio el efecto de la L-arginina y poliaminas sobre la agregacion
plaquetaria en plasmas de conejos hipercolesterolémicos. Boger y cols. (1996)
describieron que la administracion oral crénica de L-arginina disminuye la
proliferacion celular y el tamafio de la placa, mientras que la administracioén de un
inhibidor de la sintesis de 6xido nitrico aumenta la proliferacion y disminuye la
relajacion  dependiente de endotelio. Por esto se ha sugerido que la
hipercolesterolemia estd asociada a una deficiencia de L-arginina (Cooke y cols.,
1991). Como se menciond anteriormente, no encontramos diferencia entre las
concentraciones de  L-arginina  entre conejos control y  conegjos

hipercolesterolémicos, de acuerdo con lo encontrado por Boger y cols. (1996).
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Boger y cols. (1996) explican que la L-arginina restablece la sintesis de 6xido nitrico
y evita la formacién de radicales libres en el tejido vascular. Sin embargo, hay que
resaltar que no se han reportado mediciones de Oxido nitrico en conejo
hipercolesterolémico. Ademas, el mismo grupo de Cooke (Jeremy y cols., 1996)
sefiala que los efectos de la L-arginina no se mantienen durante periodos largos, por
lo que no podria servir para tratamientos prolongados en humanos, y que el efecto
de este aminodcido no puede observarse en conejos hembras. La L-arginina no
afecta los niveles de colesterol en conejo (Singer y cols., 1995) y tiene un marcado
efecto antiaterosclerdsico pero poco cambio en la reactividad de la arteria lo que
sugiere un moderado aumento de 6xido nitrico en el endotelio, es decir, el efecto
antiaterogénico de la L-arginina muy probablemente no estd mediado por la sintesis
endogena de 6xido nitrico. A este respecto, Singer y cols. (1995) sugirieron que los
efectos discordantes de la L-arginina indican que su capacidad antiaterogénica no
estd mediada completamente por un efecto de este aminoadcido sobre la célula

endotelial.

El efecto antiagregante de la L-arginina (Méndez y Zarzoza, 1997; Bogle y cols.,
1994) ha sido explicado también con base en la sintesis enddgena de 6xido nitrico
que estimula a la guanilato ciclasa, aumentando los niveles de GMPc, lo que
provoca la captacion de Ca®* ¢ inhibe la agregacion plaquetaria. Méndez y Zarzoza
(1997) explican que la L-arginina podria favorecer la formacion de 6xido nitrico en

el citosol plaquetario mediante la enzima 6xido nitrico sintasa dependiente de calcio
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y NADPH, que se activa cuando las plaquetas son estimuladas por distintos
agonistas. Radomski y cols. (1987; 1990a) también explican que el efecto

antiagregante de la L-arginina se produce mediante la formacioén de 6xido nitrico.

En este estudio, la L-arginina, a diferencia de lo que ocurre en humano y rata
mostré un efecto proagregante, tanto en conejos control como en conegjos

hipercolesterolémicos (Méndez y Zarzoza, 1997).

Nosotros no encontramos una explicacion para los efectos que observamos en la
agregacion plaquetaria debidos a la L-arginina, y ya que no se hicieron mediciones
de lipidos después de la adiccion del aminoécido, no podemos especular acerca de

los cambios que la L-arginina pudiera ocasionar en la membrana de la plaqueta.

Es interesante mencionar que no en todos los casos se ha observado una inhibicién
de la agregacién plaquetaria por L-arginina. Singer y cols. (1995) describen que la
L-arginina no tiene efecto sobre la-agregacion plaquetaria en mujeres, y en conejos
hembra, respectivamente. Estos autores tampoco encontraron una explicacion para
estos hallazgos, ya que tanto en mujeres como en hombres la L-arginina estimula de

la misma manera la secrecion de glucagon.

Por otro lado, al igual que lo encontrado por otros autores (Méndez y Zarzoza,

1997), en este trabajo se demostré que las poliaminas, putrescina, espermidina y
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espermina son potentes inhibidores de la agregacion plaquetaria. Es probable que la
agregacion plaquetaria in vivo sea regulada por el 6xido nitrico intraplaquetario, asi
como por el 6xido nitrico y las prostaciclinas del endotelio. El efecto antiagregante
de las poliaminas ha sido explicado por medio de 2 mecanismos: el primero explica
que las poliaminas inhiben a la fosfolipasa C (PLC) y a la proteina cinasa C(PKC) lo
que impide la formacion de 1,2-DAG, el segundo mecanismo, especifico para la
espermina involucra la fijacion de esta poliamina a los receptores del fibrindgeno, en
un proceso similar al que realizan los aminoazicares (Nahas y Graaf, 1982; Méndez

y Zarzoza, 1997).

Nahas y Graaf (1982) y Joseph y cols. (1987) han propuesto 2 mecanismos para la
inhibiciéon por poliaminas, en virtud de que la fosfolipasa C es la enzima responsable
de la reaccion inicial en la liberacién del 4cido araquidonico necesario para la
subsecuente biosintesis de endoperdxidos de prostaglandinas, siendo estos ultimos
los promotores de la agregacion inducida por ADP. El primer mecanismo involucra
la interaccion de los grupos amino-cargados positivamente con las cabezas polares
cargadas negativamente de fosfatidil inositol produciendo el desplazamiento del
Ca”" del sustrato. El segundo implica un desplazamiento de los iones calcio en los
sitios de union a enzimas. Joseph y cols. (1987) demostraron que la espermina

inhibe especificamente a la trombina interfiriendo con sus receptores.
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Nosotros sugerimos que, en virtud de las cargas positivas contenidas en las
moléculas de poliaminas, el mecanismo de inhibicion de la agregacion plaquetaria
por estas moléculas involucra una interaccion con receptores de membrana, como
explican Joseph y cols. (1987), o un cambio estructural en las moléculas de
receptores inducido por la interaccion de las poliaminas con fosfolipidos de la
membrana. Estas interacciones deben de ser especificas ya que la L-arginina, que es

un aminoécido basico no inhibié la agregacién plaquetaria.

La agregacidn plaquetaria varia entre especies. Las plaquetas que presentan mayor
agregacion son las humanas y las de conejo, mientras que los gatos y los hamsters
presentan niveles bajos de agregacion. Es interesante mencionar que los niveles de
agregacion correlacionan con la suceptibilidad a aterosclerosis y con la relacion

LDL/HDL.

Los factores de trombosis (endotelio, hemostasis, coagulacién y fibrinolisis) estan
implicados en la etapa inicial de la aterosclerosis, aunque su participacién estd més
establecida (y estudiada) en las fases avanzadas de complicaciones
tromboembolicas. Durante las etapas iniciales de la enfermedad, todos lo factores
tisulares de activacion y desarrollo de coagulacion estan presentes en el vaso y luego
en la lesioén. Esta coagulaciéon celular resulta en la formacion de un trombo en el
tejido y en la transformacion de fibrindégeno en fibrina. El estado protrombotico

precede y participa en la proliferacion celular y depésito extracelular de lipido.
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Como se menciond anteriormente, los estudios en los que se atribuye un papel
protector al 6xido nitrico no reportan la medicion directa de este ion en el sistema
vascular, aunque es posible realizarla. Este tipo de mediciones son posibles,
Malinski y cols. (1996) describieron la medicion directa de 6xido nitrico en el
sistema vascular, tanto in vivo como in vitro utilizando un sensor especifico para
6xido nitrico de 1-20 micras de diametro, con un limite de deteccion de 10 = M, y

17" ns, el sensor puede implantarse en tejidos o en el

un tiempo de respuesta de 0.
torrente circulatorio. Estos autores midieron 6xido nitrico en el corazén, venas y

arterias de 5-100 mm de diametro.

La L-arginina disminuye las anormalidades funcionales producidas por
hipercolesterolemia en las células endoteliales (Davies y cols., 1996) y restaura la

relajacién inducida por acetil colina en conejos hipercolesterolémicos.

La L-arginina es el precursor fisiologico de 6xido nitrico que se forma en las células
endoteliales por la actividad de la 6xido nitrico sintasa constitutiva. El 6xido nitrico
es producido ténicamente en el endotelio manteniendo el tono vasodilatador activo e
inhibiendo la agregacion plaquetaria, adhesiéon de monocitos y proliferacion de
células de musculo liso. En hipercolesterolemia experimental y aterosclerosis, asi
como en pacientes hipercolesterolémicos, las funciones mediadas por 6xido nitrico

estan alteradas. No esta claro si en este proceso estan involucrados una disminucion

112



en la formacién o un aumento en la inactivacion oxidativa. Se ha demostrado que la
administracion cronica de L-arginina tiene efectos antiaterosclerdsicos en conejos
hipercolesterolémicos. La infusiéon intravenosa de L-arginina induce la
vasodilatacién periférica dependiente de oxido nitrico e inhibe la agregacion
plaquetaria en humanos sanos, asi como en pacientes con isquemia y aterosclerosis
generalizada. No se sabe si la L-arginina tiene efectos benéficos en la vasculatura

periférica.

Finalmente, consideramos que nuestro modelo experimental serd de gran utilidad
para la realizacion de estudios relacionados con los mecanismos moleculares que
conducen al desarrollo de aterosclerosis, asi como en la evaluacion del efecto de
diversas sustancias, con posible aplicacion terapéutica ya sea en la prevencion o en

la reversion de la aterosclerosis.

Los cambios notables que se observaron en las concentraciones de LDL en estas

condiciones experimentales ofrecen también importantes perspectivas para el

estudio del metabolismo de las lipoproteinas, particularmente las LDL.
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Lesiones aterosclerdsicas en conejos hipercolesterolémicos

Hemos encontrado que no es un problema trivial el establecer un modelo de
aterosclerosis experimental, a pesar de que ha sido ampliamente reportada en la
literatura la induccion de lesiones aterosclerdsicas induciendo hipercolesterolemia

en varias especies, especialmente en el conejo.

La hipercolesterolemia es considerada como factor de riesgo para la aterosclerosis.
De acuerdo con Ross (1993), los factores de riesgo contribuyen a acelerar el proceso
aterogénico causando un dafio a la capa endotelial de las arterias. Este dafio
endotelial puede a su vez provocar una acelerada captacion de colesterol-LDL por
las células del tejido vascular. La particula de LDL contribuye a la formacion de
ateromas ya que es altamente citotoxica, induce la proliferacién de musculo liso e
inhibe la relajacion dependiente de endotelio (Springer, 1990; Carlos y Harlan,
1990). El colesterol-LDL se acumula en células de musculo liso o en macréfagos,
que se convierten en células espumosas, principales componentes de las estrias

grasas.

Los resultados obtenidos en este trabajo contrastan notablemente con trabajos de
otros autores que describen la formacion de ateromas en conejo Nueva Zelanda. En
el caso del conejo Nueva Zelanda, alimentado con dietas adicionadas con 1% y 10%

de colesterol las lesiones observadas no son comparables con las reportadas por
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otros autores (Springer y cols., 1995; Tijburg y cols., 1997). Los hallazgos
bioquimicos e histologicos, asi como el efecto antiagregante de las poliaminas en el
plasma de conejos control y conejos hiperlipidémicos obtenidos en este trabajo se

analizaron con relacion a lo reportado en la literatura.

Boger y cols. (Boger y cols., 1996) encontraron que la hipercolesterolemia en
conejos estd asociada con la acumulacion de monocitos y con un aumento en la

proliferacion de células de musculo liso en la intima.

Se ha descrito que el proceso aterosclerdsico ocurre en el conejo Nueva Zelanda
alimentado con una dieta adicionada con 1% (Singer y cols., 1995) o 0.5%
(Riezebos y cols., 1999) de colesterol durante 10-12 semanas, y que las lesiones
aterosclerdsicas producidas ocupan mas del 60% de la superficie endotelial de la
aorta. Algunos autores incluso han descrito que una dieta suplementada con 0.15%
de colesterol es capaz de producir este mismo efecto (Tijburg y cols., 1997). Incluso
hay reportes de que las lesiones-en conejo se vuelven mas severas si después del
tratamiento con colesterol se cambia a una dieta sin colesterol (Wissler y

Veselinovitch, 1968).

Como se expuso anteriormente, existe controversia en cuanto a la concentracion de
colesterol en el alimento y el tiempo de induccion de aterosclerosis en el conejo

Nueva Zelanda.
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En este estudio los conejos alimentados con una dieta suplementada con 1% de
colesterol y 10% de aceite de maiz no desarrollaron lesiones aterosclerdsicas
macroscopicas, ni se encontr6 acumulacion de grasa subendotelial o alguna
alteracién en la estructura de la pared de la aorta. Es importante notar que los
conejos del grupo control tampoco mostraron ningdn tipo de lesion, de acuerdo a lo
reportado por Araujo (Araujo y cols., 1997) y Verbeuren y cols. (1986), y Du y cols.
(1992). También ha sido reportada la presencia de al menos 20% de lesién en la
superficie endotelial de conejos sanos Nueva Zelanda, alimentados con dietas
estandar (Enomoto y cols., 1978; Araujo y cols., 1995; Tyroler, 1987; Boger y cols.,

1978; Marquie, 1979; Kato y cols., 1998).

Las aortas de los conejos control, y los conejos alimentados con 1% de colesterol
presentan una morfologia que corresponde a la de un vaso eléstico. La capa intima
estd compuesta por una monocapa de células endoteliales y una membrana basal. En
la capa media predominan las fibras elasticas sobre las fibras colagenas. Las células
de musculo liso se encuentran embebidas en una matriz de mucopolisacarido, y se
distinguen claramente las unidades funcionales del vaso, formadas por una lamina
de fibra elastica y una capa de células musculares. Se ha descrito que las bandas de
colagena y elastina dan fuerza a la pared arterial, y que la distribucion laminar de la

capa media distribuye el estrés uniformemente a lo largo del vaso. Los mamiferos
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pequeiios, como el conejo, presenta menos de 20 ldminas en la capa media, mientras

que en el humano y el borrego pueden encontrarse entre 35 y 70 laminas.

Nuestros resultados demuestran que, en el caso de los conejos alimentados con 10%
de colesterol, los niveles de colesterol son similares a los niveles de colesterol
obtenidos por otros investigadores quienes han utilizado cantidades menores de
colesterol en el alimento (Mora y cols., 1987; Munro y Cotran, 1988; Masuda y
Ross, 1990; Davie y Ratnoff, 1964; Zur, 1982; Rao y Rapoport, 1988). En
comparacién con lo reportado por otros autores, los conejos alimentados con la dieta
suplementada con 10% de colesterol desarrollaron niveles menores de
hipercolesterolemia y/o hipertrigliceridemia en respuesta a una dieta con contenido
mayor de colesterol, y fueron menos sensibles a la formacién de lesiones

aterosclerdsicas.

Con fines comparativos se alimentd un conejo con una concentraciéon mas baja de
colesterol (0.5%) durante un tiempo mas largo (14 meses) (datos no mostrados en
esta tesis). Se produjeron lesiones mucho mas extensas e incluso oclusivas en la
aorta de este conejo. Sin embargo, el estado general del animal se afectd. Los
animales alimentados con 1 o 10% de colesterol no presentaron alteraciones en su
estado general de salud. Esto contrasta con los resultados obtenidos por otros
autores. Cooke refiere que si se alimentan conejos Nueva Zelanda con dietas

suplementadas con contenidos de colesterol mayores a 0.5%, el estado de salud de
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estos se ve severamente afectado (comunicacidn personal). Es evidente que existen
diferencias importantes entre los conejos utilizados en este trabajo y los que han sido
utilizados de manera rutinaria por otros autores para inducir lesiones

aterosclerdsicas.

La mayoria de los modelos de aterosclerosis utilizan como agente etiologico la
hiperlipidemia cronica, debido a que no se ha reportado poblacién humana con bajos
niveles de lipidos y alta incidencia de aterosclerosis. Las placas de formacién rapida
en humanos con hipercolesterolemia familiar se parecen mucho a las lesiones de
formacién lenta producidas en humanos. Wissler y Vesselinovitch (1968)
compararon las lesiones producidas en pacientes con hipercolesterolemia familiar,
de 10 afios de edad, con lesiones observadas en personas de mas de 70 afios con
niveles de lipidos ligeramente elevados, que tenian enfermedad vascular severa, y
con lesiones encontradas en monos con hiperlipidemia severa de 2 afios. Las
lesiones en los tres casos fueron equivalentes en apariencia y componentes. Estas
lesiones equivalentes se desarrollan en muy diferentes tiempos y con altos o
moderados niveles de lipidos, lo que demuestra que el tiempo no es el factor

determinante de la composicidon de la lesion.

McGill y Kushwaha (1995), por su parte, han reportado que existe una variabilidad
en las respuestas a dietas hiperlipidémicas, tanto de humanos como en animales

experimentales, y que esta variabilidad tiene un origen genético. Thiery y cols.
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(1995) encontraron que el 12% de 62 conejos desarrollaron entre 0 y 30% de
lesiones en la superficie de la aorta en respuesta a una dieta rica en colesterol. Estos
autores. después de experimentos de cruzamiento, desarrollaron dos cepas, una con
alta respuesta aterosclerosica y otra con baja respuesta aterosclerésica (que
desarrollaron 27+ 17% de lesion). Thiery y cols. (1995) explican que la induccion
del receptor scavenger por PDGF esta atenuada en la cepa con baja respuesta
aterosclerésica comparada con la cepa de alta respuesta aterosclerosica, sin
embargo, ambas cepas presentan niveles similares de transporte de colesterol al

exterior de células musculares y capacidad similar para peroxidar lipoproteinas.

Existe una diferencia importante entre nuestros resultados y los reportados por otros
autores, aun con aquellos que describen cepas de conejos con "baja respuesta
aterosclerdsica". En vista de las diferencias observadas, es posible que los conejos
utilizados por otros autores tengan una predisposicion genética para desarrollar

niveles extremadamente altos de colesterol y estrias grasas en el tejido vascular.

En 1973 Watanabe descubrié un conejo con una mutacién que expresaba altos
niveles de colesterol y TAG en comparacién con los niveles de lipidos séricos en
conejos blancos japoneses normales. La concentracion de colesterol y TAG en los
conejos Watanabe se encuentra alrededor de 385 mg/dl y 304 mg/dl
respectivamente. Con un régimen controlado de entrecruzamientos, Watanabe

produjo una cepa de conejos que presenta concentraciones 8-14 veces mayores de
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lipidos que los normales (Watanabe, 1980). Segun Palmer y cols. (1998) el conejo
Watanabe (WHHL) ha sido utilizado de manera rutinaria como modelo de
aterosclerosis. El conejo Watanabe presenta niveles elevados de colesterol
plasmatico y desarrolla de manera espontanea aterosclerosis y xantoma. Esta cepa de
conejo también presenta una mayor cantidad de lipoproteinas beta que de

lipoproteinas alfa.

Brown y Goldstein (1983) y Kugiyama y cols. (1996) reportan niveles séricos de
colesterol de 500 mg/d! en conejos alimentados con una dieta suplementada con 1%
de colesterol, estos niveles séricos de colesterol son varias veces mayores que los
que nosotros encontramos en este trabajo, utilizando una dieta similar, y muy
similares a los reportados por Pfister cols. (1996), para el conejo Watanabe. que
desarrolla lesiones aterosclerdsicas de manera espontanea de mas del 60% de la
superficie de la aorta, debido a un defecto genético en el acarreador para LDL

(Tanzawa y cols., 1980).

El conejo Watanabe es un modelo de hipercolesterolemia familiar humana, y no de
aterosclerosis inducida por dietas hiperlipidémicas. La hipercolesterolemia familiar
se caracteriza, en su forma homocigota, por una elevacion masiva de colesterol-LDL
sérico (Goldstein y Brown, 1979). El defecto responsable en la elevacion de LDL es

una mutacién alélica en el gen del receptor membranal para LDL, que provoca un
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incremento en el catabolismo del colesterol-LDL, y una acumulacion de colesterol

en la pared de las arterias con la formacion de placas aterosclerdsicas.

La importancia del receptor de LDL radica en que mas del 70% de la LDL
plasmatica es removido por este receptor en higado (Spady y cols., 1987). En la
hipercolesterolemia familiar, y en el conejo Watanabe (WHHL), la mayor parte del
transporte de colesterol-LDL ocurre en tejidos extrahepéaticos, por medio de un
mecanismo mucho mas lento, e independiente de receptor (Spady y cols., 1987).
Consecuentemente, la cantidad relativa de LDL internalizada por un tejido, como la

pared arterial, podria ser mucho mayor que lo normal.

Los conejos WHHL desarrollan lesiones que solamente contienen células espumosas
derivadas de macrofagos. Rosenfeld y cols. (1987a; 1987b) realizaron estudios
utilizando anticuerpos monoclonales especificos para los distintos tipos de células y
caracterizaron las lesiones de conejos WHHL y de conejos alimentados con
colesterol. En sus estudios, la cronologia de las interacciones celulares que
ocurrieron durante el desarrollo de la estria grasa y en la expansion de estas lesiones
tempranas a lesiones maduras fue similar para los conejos WHHL y los conejos
Nueva Zelanda alimentados con colesterol. Esto incluy6 la aparicion de células
espumosas derivadas de macrofagos en las lesiones tempranas y células de musculo
liso. Estos autores también encontraron eventualmente la formacion de trombos en

la superficie de las células espumosas derivadas de macréfagos expuestos.
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El crecimiento de la lesién involucra la continua adherencia y migracion de
monocitos en la intima, que eventualmente acumulan lipidos y aumentan de tamafio.
De modo que las lesiones en estos conejos tienen similitudes con las lesiones que se
desarrollan en humanos, sin embargo, se puede observar que la contribucién del
acarreador LDL es relativamente pequefia en este proceso, si se toma en cuenta que,
como se demostrd en este trabajo, es posible desarrollar ateromas en conejos en
respuesta a una dieta rica en colesterol sin la contribucion de un defecto genético en

el metabolismo de lipoproteinas.

Se ha encontrado una relacion estrecha entre las células espumosas derivadas de
macrofagos y el centro necrético de un ateroma (Stary, 1987). De acuerdo a Stary
(1987) el centro lipidico se forma por acumulacién de residuos necrdsicos de
numerosas generaciones de células espumosas derivadas de macréfagos. Es claro
que el desarrollo de la placa depende de manera importante del tamafio y recambio

de las células espumosas derivadas de macréfagos.

Las diferencias entre la naturaleza de las lesiones en los dos tipos de conejos es
importante en cuanto a su relacion con la aterosclerosis humana. Wissler y
Veselinovitch (1974) sefialan que una de las principales diferencias entre las
lesiones en conejo y las del humano es que en los conejos hipercolesterolémicos la

mayor parte de los lipidos arteriales se depositan en células derivadas de monocitos,
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mientras que en humano y primate la principal célula involucrada es la célula de
musculo liso. Cerca del 50% de las células que componen una lesiéon avanzada, y
entre el 90-95% en lesiones tempranas derivan de células de musculo liso (Wissler y

cols., 1990).

Por otro lado, se ha reportado el desarrollo de cepas susceptibles a aterosclerosis
también en otras especies. El ratén , por ejemplo, por muchos afios no fue utilizado
como modelo de aterosclerosis porque se creia que no sobreviviria a dietas altas en
grasa, que las lesiones no serian reproducibles, y que la mayoria de los animales no
desarrollaria lesiones, ademas de que la patologia no seria similar a la del humano.
La utilizacién de dietas bajas en grasa y tiempos mas largos resolvid el problema
con la utilizacién de cepas obtenidas de experimentos de entrecruzamiento de las
cuales la mayoria de los animales desarrollan lesiones, en estas condiciones incluso
se encontraron lesiones fibrosas (Paigen y cols., 1987; Ishida y Paigen, 1989). En el
ratén, el grado de hiperlipidemia puede ser manipulado con el uso de agentes

quimicos como el poloxamero P-407 (Palmer y cols., 1998).

Los genes de los transportadores de lipoproteinas han sido utilizados para generar
ratones transgénicos con niveles de lipoproteinas alterados. Estos modelos son ttiles
para ¢l estudio de la regulacion de la expresion genética, especifica de tejido, de

genes para las apo E/CI/CII y apo AI/CII/AIV. Algunas de estas cepas de ratones.
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bajo condiciones especificas de alimentacion, desarrollan lesiones aterosclerosicas

(Fournier y cols., 1995).

Finalmente el envejecimiento normal se asocia a diversos cambios en el sistema
cardiovascular que producen un aumento en el proceso patolégico como la
hipertensién, enfermedad coronaria y falla cardiaca. Las alteraciones consisten en
cambios en la funcioén y estructura de las arterias, éstas acumulan lipidos, coldgena y
minerales (Marin, 1995). Existen placas fibrosas en los humanos alrededor de los 40

afios (Strong y McGill, 1962).

CONCLUSIONES

1. La alimentacion de conejos Nueva Zelanda con una dieta suplementada con 1%
de colesterol y 10% de aceite de maiz produce solamente hipercolesterolemia
moderada, sin hipertrigliceridemia ni lesiones en la superficie endotelial de la

aorta.

2. La suplementacion de la dieta con 10% de colesterol durante 10 semanas
produce, en el conejo Nueva Zelanda, hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia
importantes que conducen al desarrollo de algunas lesiones aterosclerosicas en la

aorta.
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3. Se demostr6 que las poliaminas putrescina, espermidina y espermina son
potentes inhibidores de la agregacién plaquetaria en el plasma de conejos

hipercolesterolémicos.

4. La hipercolesterolemia no afecta la actividad de arginasa ni la concentracion de

L-arginina en el plasma de conejos Nueva Zelanda.

PERSPECTIVAS

Para determinar si en condiciones de hipercolesterolemia existe una deficiencia de
poliaminas circulantes, es necesario realizar mediciones de las concentraciones de
estas moléculas, en suero y en el tejido vascular, tanto en conejos control, como en
conejos alimentados con 10% de colesterol. Esto permitird determinar si la falta de
poliaminas es un factor que favorece la hiperagregacion plaquetaria debida a

hipercolesterolemia.

Por otra parte, el efecto de las poliaminas putrescina, espermidina y espermina,

sobre la formacion de lesiones aterosclerdsicas, in vivo, deberda ser evaluado
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mediante estudios bioquimicos e histolégicos, en conejos alimentados con 10% de

colesterol.

Consideramos que los resultados de estos estudios permitirdn comprender mejor los

mecanismos moleculares que conducen al desarrollo de lesiones aterosclerdsicas y

sus complicaciones, asi como su posible prevencion y/o reversion.
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Inhibition of platelet aggregation by putrescine, spermidine and
spermine in hypercholesterolemic rabbits.

ABSTRACT

Background: Hypercholesterolemia causes alterations in platelet function. Platelet
hyperaggregation is considered a predisposing factor for atherosclerosis. In this paper the
antiaggregating effect of the polyamines putrescine, spermidine and spermine was studied
on platelets of normal and hypercholesterolemic rabbits.

Methods: New Zealand rabbits were fed with a cholesterol enriched diet for 10 weeks.
Lipids and glucose were determined in serum. The assays of platelet aggregation were
carried out using platelet-rich plasma (PRP) obtained from both control and cholesterol-fed
rabbits. 2.5 pmoles/ml ADP and 2pg/ml collagen were used as inductors of platelet
aggregation. In addition, arginase activity and L-arginine content were determined in PRP.
Results: Serum total cholesterol and LDL-cholesterol concentrations were increased from
26.3 £ 8.1 to 1485.0 + 26.8 mg/dl and from 15.9 = 5.9 to 1383.8 + 58.9 mg/dl respectively,
whereas triglyceride concentration increased from 88.3 + 35.6 to 411.0 £ 154.5 mg/dl upon
cholesterol feeding. 75% of platelet aggregation inhibition was observed with 10 pM of
polyamines in PRP of normal rabbits. Spermine inhibited platelet aggregation by 54% in
PRP of hypercholesterolemic rabbits when ADP was used as agonist. The order of
polyamine action was spermine> spermidine> putrescine. In addition, we found that

platelet arginase activity and L-arginine content were unaltered upon hypercholesterolemia.

Conclusions: These results show that the polyamines putrescine, spermidine and spermine have

antagonist action in platelet aggregation and suggest a key role of polyamines in platelet
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aggregation in normal and hypercholesterolemic conditions.

Key words: L-arginine, polyamines, platelet aggregation, low density lipoprotein, high
density lipoprotein. |
Abbreviations used in this paper: LDL, low density lipoprotein; HDL, high density

lipoprotein; PRP, platelet rich plasma; ADP, adenosine 5 diphosphate.

INTRODUCTION

The polyamines putrescine, spermidine and spermine are normal constituents of eukaryotic cells
and play important roles in the regulation of both physiological and biochemical processes (1).
Previous studies have indicated that polyamines can significantly influence biological
membranes (2). Because of their cationic nature they tend to interact electrostatically with
anions. It is well known that in some situations they mimic the effects of cations like Ca®" by
competing for the same anionic sites on phospholipid membranes, thereby modulating the
transduction and transmission of receptor-mediated signals (3). Due to chemical properties, these
molecules also change membrane fluidity by electrostatically cross-linking membrane
components such as phospholipids, but also by modulating both the tertiary structure and the
biological activity of proteins (4), and thus indirectly modify a number of membrane activities
simultaneously (5). Polyamines, and in particular spermine may have gross regulatory functions

on cell and organelle metabolism (5,6).

In mammals ornithine decarboxylase catalyzes the formation of putrescine from ornithine. This
reaction is described elsewhere (7,8). Another decarboxylase, S-adenosyl-L-methionine

decarboxylase (SAMD), and spermine and spermidine synthases are also needed for polyamine
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biosynthesis.

Arginase which catalyzes the hydrolysis of L-arginine to form L-ornithine and urea is considered
one of the polyamine biosynthetic enzymes in extrahepatic tissues (9). It provides ornithine for
the subsequent formation of putrescine, the precursor of the other polyamines. The presence of
this enzyme was detected and measured in human platelets as well as platelets of normal and
diabetic rats (10). This enzyme has been associated with the biosynthesis of polyamines needed

to regulate platelet function.

Platelets are essential in haemostatic repair, however, they also play an important role in both
thrombosis (11) and atherogenesis (12,13). The effect of L-arginine and polyamines on platelet
aggregation has been reported in relation to hematologic complications in diabetes mellitus (10),
in addition to other studies on the effect of L-arginine (15) and polyamines (16) on platelet
aggregation, however, no studies on the role of polyamines in platelet aggregation in conditions

of hypercholesterolemia have been done.

This work was designed to study the effect of polyamines on platelet aggregation in rabbits with

induced hypercholesterolemia.

MATERIALS AND METHODS

10 male New Zealand rabbits (NZR) 4 months old with a mean weight about 4 kg maintained in
a biotery were fed ad libitum standard rabbit chow (Conejina E.F., Purina Inc.) after acclimatized

for at least 2 weeks, the rabbits were separated into two groups containing S rabbits per group.
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Group I received neither treatment and served as control. The animals in group II were fed chow
containing 10 % cholesterol (Sigma Chem. Co. Cat. C-8506) for 10 weeks.

Blood sample collection. In order to make biochemical determinations blood was taken from the
central ear vein and collected in test tubes containing trisodium citrate as anticoagulant (3.8%,
pH 6.3, J.T. Baker No. 3646) at the beginning and at the end of the 10 weeks. Blood was
centrifuged at 1500 rpm for 10 min. and platelet rich plasma (PRP) was collected. Total
cholesterol (17), glucose (18) and triglycerides (19) were assayed enzymatically. In addition,
HDL-cholesterol was measured by a precipitation method (20). and LDL-cholesterol was
calculated by the Friedewald formula (21).

Platelet aggregation. Platelet aggregation was assayed in PRP according to the O’Brien (22)
method, and recorded in a Payton, Chrono-Log aggregometer (Linear Instrument Corp.).
Antiaggregating activity was studied by the addition of 10 uM putrescine dihydrochloride
(Sigma Chem. Co. Cat P-7505), 10 uM spermidine trihydrochloride (Sigma Chem. Co. Cat. S-
2501), and 10 uM spermine tetrahydrochloride (Sigma Chem. Co. Cat. S-2876), which were
incubated (37°C, stirring at 1000 rpm) 3 min. before the addition of 2.4 umoles ADP (Sigma
Chem. Co. Cat A-855-5) or 2 pg/ml collagen (Sigma Chem. Co. Cat. 885-1). Platelet
aggregation was then monitored for 5 min.

L-arginine content and arginase activity. Arginase activity in platelets was assayed
colorimetrically by the Kung et al. (23) method as described previously (10). L-arginine content
was determined by measuring urea formation under the same principle but using purified liver
arginase (Nutritional Biochemical’s Co.).

Total protein. Total protein content was measured in blood plasma according to Lowry et al.
(24)

Results of plasma concentrations of lipids and glucose, and platelet aggregation were expressed
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in mg/dl and percentage of aggregation respectively, as mean + S.D. Significance of differences
between the means of tests and control studies were established by Student’s t-test; p< 0.05 was

considered significant.

RESULTS

Cholesterol levels. The hypercholesterolemic state was produced by the addition of 10%
cholesterol to the standard diet and it was well characterized by measuring several clinical
parameters including total cholesterol, triglycerides, and other such as HDL-cholesterol and
LDL-cholesterol (Table 1). A significant increase in choleserol levels was observed in the group
fed the cholesterol enriched diets after 10 weeks.

Triglycerides. Triglyceride concentrations in the rabbits fed with 10% cholesterol were
significantly higher than those of control group (p <0.05) while control group did not show
significant differences after 10 weeks (Table 1).

Lipoproteins. LDL-cholesterol levels were altered in the experimental group. Increased levels
of LDL-cholesterol were observed (p <0.05) which were similar to the increase in total
cholesterol for the 10% cholesterol-fed rabbits. No significant change was observed in the
control group at the end of the experiment (Table 1).

Glucose. There were no significant changes in glucose levels among the two groups studied
(Table 1).

Arginase activity and L-arginine content. Arginase activity, arginine content and platelet
count were evaluated in the control and 10% cholesterol-fed groups. There were not significant

differences between the two groups in parameters evaluated (Table 2).
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Antiaggregating effect of polyamines. Platelet aggregation was evaluated in response of ADP
(2.5 pmoles/ml) and collagen (2ug/ml). PRP from control rabbits showed a higher aggregation in
response to collagen than in response to ADP (Table 3) and the three polyamines tested inhibited
approximately 75% the platelet aggregation when ADP was used as agonist, whereas in the
presence of collagen the inhibition caused by polyamines was about 80%.

Platelet aggregation was significantly higher in hipercholesterolemic plasmas than in control
plasmas (Table 4). Polyamines also inhibited platelet aggregation in hipercholesterolemic
plasmas. Putrescine inhibited aggregation by 20%, spermidine 49% and spermine 54%. It is also
worth noting that hypercholesterolemic plasmas showed aggregation in the absence of any
agonist corresponding to approximately 10% and this hyperaggregation was almost completely

inhibited by polyamines.
DISCUSSION

The results obtained in this study in normal and hypercholesterolemic rabbits indicate that
the polyamines putrescine, spermidine and spermine have a positive effect as antagonists in

platelet aggregation, when the aggregation was induced by ADP or collagen.

The antiaggregating effect of the polyamines may be partially explained by several
mechanisms: the first involves the regulation of two enzymes, the phospholipase C (PLC)
and protein kinase C (PKC). The PLC is the key enzyme in the arachidonic acid release for
further synthesis of prostaglandins endoperoxides, responsible for the aggregation by ADP
release. However, although polyamines inhibit these two enzymes in cell free systems (25,

26), their positive charge, and the lack of a specific platelet uptake system (27) for these
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molecules makes it unlikely that exogenous polyamines may inhibit platelet aggregation by
this mechanism. On the other hand, is has been demonstrated that polyamines do not
interfere with Ca®* mobilization in the platelet (16), and therefore this may not be the

mechanism by which polyamines inhibit platelet aggregation.

A third mechanism, is through the binding of polyamines to the fibrinogen receptors in a
similar way to the binding of amino-sugars, which have been described also to inhibit the
activity of endogenous platelet lectin (28). Polyamines, like amino sugars and basic amino
acids (29) inhibit platelet aggregation with an orderi of magnitude dependent on the charge
of the molecule. Agam et al. (29) suggested the presence of cooperative surface interactions
that underline platelet aggregation and platelet lectin activity. The polyamines inhibit
aggregation in the presence of many agonist: ADP and collagen as shown here, thrombin
(16, 10) and epinephrine (10), therefore the inhibition may be exerted via the common
mechanism that mediates aggregation in response to all platelet agonist i.e. fibrinogen

binding and/or lectin activity (30, 31).

This study focussed on the inhibition of platelet aggregation in hypercholesterolemic
platelets. In accordance with previous reports (32), hypercholesterolemic PRP showed
increased aggregation, without and an increase in the platelet count as described by others
(33). It is more likely that the hyperaggregability is caused by the high levels of LDL-
cholesterol which has been described to promote aggregation (34), enhance mobilization of
arachidonate from phospholipids (35), and increase thromboxane B2 production (36). On
the other hand fibrinogen binding to ADP-activated platelets is increased with

hypercholesterolemia (37).
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Platelet aggregation is one of the main mediators involved in thrombosis and
atherosclerosis, and the role of plasma lipids in thrombosis is evidenced by the high
incidence of atherosclerosis and trhombotic complications in hyperlipidemic humans (38).
In this respect, it is well known that dietary fats alter platelet function, and that there is an

inverse relattonship between aggregation and platelet cholesterol content (33).

Regulation of platelet aggregation by polyamines may be supported by the demonstration
of putrescine, spermidine and spermine in platelets (39). However, there are not reports of
changes in the concentration of these polyamines in response to hypercholesterolemia.

Other studies are been carried out in order to address these question.

In this study the presence of arginase activity in PRP was demonstrated, and was not
affected by hypercholesterolemia. The enzyme may be needed to provide the ornithine
required for polyamine synthesis as has been demonstrated in other tissues apart from the

liver (9).

Arginine which is the substrate of arginase was not deficient in hypercholesterolemic
rabbits, in accordance with Cooke et al (40). Interestingly, arginine deprivation is a potent
stimulus for increasing putrescine transport to vascular endothelial cells (41). However, as
there is not an arginine deficiency in hypercholesterolemia, as shown here, it is not likely
that polyamine transport to the subintimal space may be increased, and exogenous

polyamine supplementation may be needed to reduce platelet activation in the
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hypercholesterolemic state. Other factors like arginine conversion to nitric oxide may also

influence polyamine metabolism and content in the arterial wall.

In conclusion, these results show a positive antiaggregating effect of polyamines on normal
and hypercholesterolemic PRP, in the presence of different agonists studied. The relation of
polyamine content and piatelet function, as well as the contribution of these molecules to
prevent the development of hypercholesterolemia-induced atherosclerosis 1s been

investigated in our laboratory.
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TABLES

Table 1. Mean + S.D. of cholesterol, triglycerides, LDL-cholesterol and HDL-
cholesterol levels in plasma of rabbits treated and non treated with cholesterol.

Control 10% cholesterol
Week 0 Week 10 Week 0 Week 10
Glucose 163.4+77 1208+3.8 98.0+7.9 126.3+£6.6

Cholesterol 296+29 296+29 26.3£8.1 1485.0+26.8*

Triglycerides 170.0+222 127.2+7.7 88.3%35.6 411.0£154.5*

LDL- 123+78 195+4.1 15.945.9 1383.8+58.9%
cholesterol

HDL- 348+ 6.7 254+£30 143+5.8 19.0+4.5
cholesterol

Values are expressed as mg/dl
The values correspond to 5 determinations
* The values are significant at p <0.05 compared with the control
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Table 2. Platelet count, arginine content and arginase activity in serum of normal and
hypercholesterolemic rabbits

Normal rabbits Hypercholesterolemic
rabbits
Platelet count
(platelets/ml) 276000* 247000*
Total proteins (mg/ml) 64.6 £10.6 67.5+17.7
Arginine content
(nmol/mg protein) 793.4 £ 4014 7043 £322.2
Arginase activity 2.49+0.9 2.66+0.6
(nmoles urea/mg
protein/min)

The values correspond to mean £+ S. D. of 3 determinations.
*Values are significant at p <0.05

Table 3. Antiaggregating effect of polyamines (putrescine, spermidine, spermine) on
two different agonists in plasma of normal rabbits.

Agonist Control Putrescine Spermidine  Spermine
(10 uM) (10pM) (10 uM)

ADP 207+£2.8 50+3.0 36+1.1 4028

(2.5 umoles/ml)

Collagen 573 x18.4 11.6+238 153+05 11.3+1.1

(2 pg/ml)

Each value represents the percent of aggregation and correspond to mean + S.D. of 3
determinations.
All values are significant at p <0.01 compared with control
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Table 4. Antiaggregating effect of polyamines (putrescine, spermidine and spermine)
on two different agonists in plasma of hypercholesterolemic rabbits.

Agonist Control Putrescine Spermidine Spermine
(10 uM) (10 uyM) (10 uM)

ADP

25 426+3.0 338442 21.6£3.7 19+4.2

pumoles/ml)

Each value represents the percent of aggregation and correspond to mean + S.D. of 3
determinations.
The values are significant at p <0.01.
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