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RESUMEN

Objetivo

El presente estudio se llevé a cabo con el propésito de caracterizar morfolégicamente lesio-
nes ateroscleroticas precoces en arterias coronarias de victimas del “sindrome de muerte
stbita infantil” (SMSI) para conocer los mecanismos aterogénicos.

Material y métodos

Se efectu6 el examen de 52 victimas de SMSI y de 16 casos controles fallecidos de causas
conocidas. Las principales arterias coronarias se cortaron serialmente y se tifieron con
hematoxilina-eosina, Azan, azul alciano, orceina acética, CD68, CD34 y a-SM-actina y se
realizé histomorfometria de las lesiones.

Resultados

Se encontraron lesiones preateroscleréticas en el 44,2% del grupo SMSI (23/52) y en s6lo el
6,3% del grupo control (1/16) (p = 0,0062). Las células musculares lisas perdieron la polari-
dad, infiltrandose en el subendotelio, en gran parte de los casos con rotura de la membrana
elastica interna (MEI). No se observ6 neoangiogénesis. En el grupo SMSI con engrosamien-
to musculoeldstico intimal, el espesor neointimal fue de 58,3 + 17,8 mm, el perimetro de la
MEI afectado fue del 45,6%, el area de proliferaciéon neointimal fue de 0,03 += 0,01 mm?y el
4rea luminal fue de 0,21 = 0,1 mm? con 13,8% + 5% de estenosis luminal.

Conclusiones
Las lesiones preateroscleréticas se desarrollan temprano en victimas del SMSI y son
significativamente maés frecuentes que en los controles. Las células musculares lisas tienen
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INTRODUCCION

En 1955, Enos, Holmes y Byer sorprendieron a la co-
munidad médica cuando describieron una frecuencia
alta de lesiones macroscépicas en las arterias co-
ronarias de jévenes soldados norteamericanos muer-
tos en la guerra de Corea. (1) Sin embargo, en 1930,
Zeek ya habia concluido que la arteriosclerosis podia
ocurrir a cualquier edad. (2)

Mas tarde, Rapola y Pesonen comunicaron lesio-
nes que semejaban cambios preaterosclerdticos en la
rama principal de las arterias coronarias izquierdas
en autopsias de 14 neonatos. Estos autores describie-
ron cambios intimales y mediales con proliferacion de

un papel fundamental en su génesis.
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Aterosclerosis - Muerte subita del lactante - Vasos coronarios

PCNA Antigeno nuclear de proliferacion celular

SMSI Sindrome de muerte subita infantil

las células musculares lisas (CML) que llevaban al en-
grosamiento de la pared arterial (3).

A pesar de estos hallazgos, las comunicaciones so-
bre lesiones en fetos y lactantes de las arterias co-
ronarias son raras y controversiales. Existe un con-
senso relativo acerca de que el nivel de lipidos en los
nifos determina, en gran medida, el grado de enfer-
medad coronaria en la adultez. (4)

Tradicionalmente, las estrias grasas se considera-
ron las manifestaciones mas tempranas de la ate-
rosclerosis. Consisten en lipidos extracelulares con
algunos macrdéfagos, que difieren de las lesiones en-
contradas en los xantelasmas de la hipercolesterolemia
familiar o en los conejos hipercolesterolémicos. (5)
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Sin embargo, para algunos autores, las lesiones
aterosclerdticas iniciales de las arterias coronarias son
reconocibles desde la infancia (6-12) como una prolife-
racién intimal de CML que precede a la deposicién
lipidica visible que causa engrosamiento intimal. (5, 13)

Segtn Virmani y colaboradores, (14) existe un en-
grosamiento intimal adaptativo que ocurre en la ma-
yoria de las arterias cuando comienza el flujo en el
atero o luego de nacer y consiste, principalmente, de
CML o-actina positivas rodeadas de una matriz rica
en proteoglicanos. Raramente se detectan macraéfagos.
Estas lesiones son mas importantes en los puntos de
bifurcacién vascular y se consideran los precursores
de las lesiones aterosclerdéticas.

Nuestro equipo describié el escenario encontrado
en las lesiones ateroscleréticas adultas (15-18) y re-
cientemente comunicamos que las alteraciones inti-
males preateroscleréticas coronarias son detectables en
la vida prenatal y en la infancia. (19) En hijos de muje-
res fumadoras encontramos lesiones multifocales que
iban de areas focales en fetos hasta placas blandas ju-
veniles en lactantes. Estas lesiones mostraron activa-
cion del gen c-fos de las CML que promoveria su proli-
feracion, hecho corroborado por la positividad al
antigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA). (19)

En este trabajo, el objetivo es caracterizar morfold-
gicamente lesiones aterosclerodticas precoces en arte-
rias coronarias provenientes de victimas del sindro-
me de muerte stibita infantil (SMSI; en inglés sudden
infant death syndrome [SIDS]), a fin de conocer los
mecanismos involucrados en la aterogénesis.

MATERIAL Y METODOS

Examinamos a 52 victimas de SMSI de entre 1 dia y 1 afno
de edad (133,85 = 100,02 dias de edad). El grupo control
estuvo constituido por 16 casos de pacientes fallecidos por
causas no cardiacas de 164,19 = 183,23 dias de edad: 7 de
encefalopatia anéxica, 3 traumatismos craneoencefalicos, 2
anencefalias, 2 neumonitis y 2 meningitis.

En todos los casos, los embarazos cursaron sin particu-
laridades, no se comunicé consumo de alcohol o drogas y se
registré el tabaquismo materno.

Las autopsias se realizaron entre las 6 y las 18 horas de
producida la muerte. Los corazones se fijaron en formol

tamponado al 10% durante 48 horas. Se aislaron las cuatro
arterias coronarias epicardicas mayores (arterias coronarias
izquierda, descendente anterior, circunfleja y derecha) y se
cortaron transversalmente a lo largo de su eje en segmentos
de aproximadamente 3-4 mm de longitud. Cada segmento
se marc6 en forma secuencial, segtn el caso, desde el ostium
adrtico o desde su origen de la coronaria izquierda. Las pie-
zas se deshidrataron, se incluyeron en parafina y se corta-
ron en forma seriada. Los cortes se tiferon con hematoxilina-
eosina, con tricrémico de Heidenhain (Azan), azul alciano
(pH 0,5y 2,5) para detectar mucopolisacaridos, orceina acé-
tica para fibras elasticas y ademas se efectuaron estudios
inmunohistoquimicos.

Inmunohistoquimica
La inmunotipificacién de las células presentes en las lesiones
tempranas se hizo con anticuerpos monoclonales para identi-
ficar linfocitos (células T, CD45R0O, Biogenex; B-cells; CD20,
Dako Co.; citotéxico/supresor, CD8, Dako Co.; helper/induc-
tor, OPD4, Biogenex), macréfagos (CD68, Dako Co.), células
endoteliales (CD31, CD34, Biogenex, Factor VIII, Ylem-Mi-
lano) y CML (a-SM-Actina, MU128-UC clon 1A4 Biogenex).
Como sistemas de deteccion se utilizaron: 1) estrep-
tavidina biotina peroxidasa y/o fosfatasa alcalina (Biogenex,
San Ramoén, Ca) y 2) EPOS (Dakopatts, Carpinteria, Ca).
Cuando se requiri6 doble marcacion, se efectué con EPOS,
una marcaciéon con anticuerpos primarios conjugados con
peroxidasa, seguido de una segunda marcacién con estrep-
tavidina biotina - fosfatasa alcalina. El revelado de la pe-
roxidasa se realiz6 con 3,3 diaminobenzidina y el fast red
sirvié para visualizar las reacciones con fosfatasa alcalina;
el primer antigeno quedé marrén y el segundo, rojo brillan-
te. Se corrieron controles negativos a la par con anticuerpos
irrelevantes del mismo isotipo.

Estudio morfométrico
Todos los cortes histolégicos se magnificaron y digitalizaron
con el observador a ciegas del grupo de pertenencia. El ana-
lisis histomorfométrico y la planimetria se realizaron con
un microscopio Nikon Eclipse E400 y un sistema de anélisis
de imagenes (Image Pro Plus for Windows, version 3). Se
midieron las 4reas luminal y de la placa y se calculé el por-
centaje de estenosis luminal. También se midieron el engro-
samiento neointimal, el perimetro de la membrana elastica
interna y el perimetro afectado de la membrana por la pro-
liferacién neointimal (Tabla 1 y Figura 1). Se consideraron
con engrosamiento intimal aquellos casos que presentaron
un espesor mayor de 25 mm.

Siguiendo a Angelini y colaboradores, (20) las prolifera-
ciones intimales se definieron como engrosamientos mus-

Tabla 1. Morfometria de las lesiones coronarias encontradas

% afectado
del perimetro

Perimetro Perimetro MEI
afectado de (mm)

Engrosamiento

neointimal

Area de
proliferacion
neointimal (mm?)

Area luminal % de
(mm?) estenosis

(mm) la MEI (mm) MEI
58,33 +17,8 9156 +351,9 2.008,3 +585,9 45,6%
217,76 £ 26,4 910,1 £ 25,9 2.092 + 28,9 43,5%
84,95 + 8,2 1131,6 + 26,0 2.570,5+ 18,7 44,0%

MEI: Membrana elastica interna.

0,029 + 0,01 0,21 +0,1 13,8% SMSI Engrosamiento
intimal musculoelastico
sin placa blanda estendtica

0,10 + 0,01 0,20 + 0,02 50% SMSI Placa blanda
estendtica

0,052 + 0,05 0,21 +0,1 24,8% Unico control afectado
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culoelasticos, caracterizadas por proliferacién intimal focal
o difusa de CML con la membrana interna fragmentada o
duplicada y con posterior deposicién de colageno y elastina.
Se consideraron placas fibrosas las lesiones focales elevadas
formadas por proliferaciéon de CML intimales entremezcla-
das en una matriz conectiva con presencia de lipidos o sin
ella.

Analisis estadistico

Los principales resultados histolégicos se compararon con
la prueba de la ¢ de dos colas. La estadistica no paramétrica
se realiz6 por medio de la prueba de Mann-Whitney. Se con-
sideraron significativos valores de p < 0,05. Todos los anali-
sis se realizaron con el paquete estadistico Statistic version
7 y los valores se expresan como media + desviacién
estandar.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se detallan los datos morfométricos. En
el 44,2% del grupo SMSI se detectaron lesiones
preaterosclerédticas contra el 6,3% del grupo control
(p = 0,0062).

Se observaron lesiones coronarias multifocales de
diverso grado, que iban desde areas focales con leve
engrosamiento miointimal hasta, en un caso, una placa
blanda que reducia parcialmente la luz en un 50%. La
arteria coronaria descendente anterior siempre estu-
vo afectada.

Las lesiones preaterosclerédticas se clasificaron en
dos categorias:

1. Engrosamiento musculoeldstico intimal. Estas
lesiones mostraron un engrosamiento miointimal focal
de leve a moderado (Figura 2). En algunos casos, éste
estaba localizado como una almohadilla. El tejido
conectivo subendotelial estaba infiltrado con CML,
monocitos, escasos linfocitos y depdsitos amorfos. Las
CML presentaron pérdida de la polaridad y formaban
columnas perpendiculares al eje de la media e infil-
traban el tejido conectivo subendotelial, la mayor par-
te de las veces con rotura de la membrana elastica
interna (Figuras 3y 4). También se observaron gran-
des cantidades de sustancia fundamental mucoide.
Los macroéfagos se detectaron en el borde intimal,
penetrando el endotelio, pero no en el interior de las
lesiones. No se demostré neoangiogénesis y los mono-
citos/células espumosas estaban presentes en un
numero muy bajo y los linfocitos B fueron de rara
observacion. El endotelio estaba morfol6gicamente
intacto y las superficies endoteliales limpias y sin
trombos.

2. Placas blandas (Figura 3). Estas placas eran muy
celulares debido a la gran infiltracion de CML asociada
con leve infiltracién monocitaria/células espumosas,
escasos linfocitos y gran cantidad de sustancia funda-
mental mucoide. Habia una evidente fragmentacion de
la membrana elastica interna y de las fibras elasticas
de la media, la cual estaba adelgazada focalmente, en
especial en las zonas de gran proliferaciéon. Las CML
perdieron su polaridad con el gje perpendicular de la
media y migraron al espacio subendotelial. El endotelio

estaba preservado morfolégicamente y no se observa-
ron trombos.

Dado que el hallazgo de lesiones intermedias con
componentes de ambas categorias fue frecuente, para
el estudio morfométrico se consideraron engrosa-
mientos musculoelésticos (Tabla 1). En estos casos,
el porcentaje de estenosis varié del 9,5% al 24,6% (13,8
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Fig. 1. Arteria coronaria epicardica (rama izquierda descendente
anterior) con engrosamiento musculoelastico. MEI: Membrana
elastica interna. A: Perimetro afectado de la MEI. Separacion
maxima A-B: Engrosamiento neointimal. C: Area luminal. D: Area
de proliferacion neointimal. Tricrémico de Mallory 40x.
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Fig. 2. Engrosamiento intima-media con proliferacion suben-
dotelial de CML en una arteria coronaria epicardica de un pacien-
te con SMSI. Tricromico de Azan 40x.
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Fig. 3. Arteria coronaria epicardica que muestra una placa blan-
da con tejido subendotelial laxo infiltrado por CML proliferantes
positivas para o-actina. Anti-SMA 100x.

Fig. 4. Arteria coronaria izquierda descendente anterior con en-
grosamiento musculoelastico. Se observa la membrana elastica
interna fragmentada y duplicada. Orceina 100x.

+ 5%) y el perimetro de la membrana elastica interna
estaba afectado en el 45,6% de su extensién. S6lo una
placa blanda (considerada aparte) tuvo el 50% de es-
tenosis luminal, con un perimetro afectado del 43,5%
y un area de proliferacién neointimal de 0,10 mm?2.

De los 68 casos, 31 madres eran fumadoras y 37 no
eran fumadoras. De los casos provenientes de madres
fumadoras, en 29/31 (43% de todos los casos) se en-
contraron lesiones; mientras que sélo en 5/37 (7% de
todos los casos) de los casos de madres no fumadoras
se hallaron lesiones (p < 0,0001; prueba exacta de
Fisher).

DISCUSION

En este trabajo se demuestra que las alteraciones
ateroscleréticas precoces son detectables en la infan-

cia. Estas lesiones variaron desde engrosamientos
musculoelasticos de hasta el 24,6% del lumen hasta
un caso de estenosis coronaria del 50%. No se pudo
establecer una relacién entre estas lesiones y el SMSI,
salvo por su frecuencia en comparacién con el grupo
control. Es importante senalar que no fue el objetivo
de este estudio evaluar una relacién causal entre SMSI
y lesiones preaterosclerdticas, sino que aprovechamos
el material de autopsia disponible teniendo en cuenta
la dificultad para obtener este tipo de especimenes
provenientes de lactantes. Como hallazgo, no espera-
do, se observo una incidencia mayor de estas lesiones
en el grupo SMSI [44,2% del grupo SMSI versus 6,3%
del grupo control (p = 0,0062)]. También se debe des-
tacar que estas lesiones no fueron causa de muerte en
ningln caso.

En trabajos clasicos se muestra que un tercio de
los lactantes en los primeros 6 meses de vida tienen
pequenas colecciones de macroéfagos repletos de gotas
lipidicas (células espumosas) en segmentos suscepti-
bles de las arterias coronarias. (21) En los anos subsi-
guientes, menos ninos tienen acumulaciones de célu-
las espumosas més extensas que las encontradas en
lactantes. Luego, estas lesiones se encuentran en el
69% de los adolescentes de entre 12 y 15 anos. (12)

También se ha senalado que la intima coronaria
soporta una secuencia de cambios luego de una noxa
antes de la aparicién de las acumulaciones de células
espumosas. A partir de estudios sobre la cronodinamia
de la patologia coronaria en corazones humanos tras-
plantados, se definié que el primer paso es la hiper-
plasia intimal y la disrupcién de la membrana elastica
interna, el segundo paso es la migracién a la intima
engrosada de las CML mediales y el tercero es el dep6-
sito de lipidos, que da por resultado un ateroma. (22)

Esta secuencia de eventos, supuestos como cambios
benignos del desarrollo y el crecimiento, pareciera que
son los precursores de la aterosclerosis, ya que sin ellos
la posterior deposicion lipidica nunca ocurriria. (12)

Estas lesiones, que podrian representar el eslabén
perdido entre normalidad y acumulacién de células
espumosas y ateromas, se encontraron en localizacio-
nes muy susceptibles, como las principales bifurca-
ciones arteriales. (21)

Estos “segmentos gruesos” (thick segments) conten-
dran, subsecuentemente, pequenas cantidades de go-
titas lipidicas y detritos celulares que se sumaran a las
células espumosas. (21) Los “segmentos gruesos” se
desarrollan en la vida fetal (23) y se encuentran, en
grado variable, en todos los ninos al nacimiento. (24)
Un “segmento grueso” puede encontrarse en las bifur-
caciones arteriales y cerca de ellas y de los ostia de aun
pequenos vasos, donde la lesién es focal y excéntrica.
También se encuentra una intima engrosada en algu-
nos sitios, no necesariamente cerca de una ramifica-
cién vascular, donde son mas difusas. Estos “segmen-
tos gruesos” recibieron distintas denominaciones: en-
grosamiento intimal adaptativo, (14) cojinete intimal,
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placa fibromuscular mucoide, hiperplasia intimal focal,
engrosamiento intimal musculoelastico, etc. (24)

Algunos autores consideran lesiones preateros-
cleréticas a los “segmentos gruesos” porque se locali-
zan donde suelen encontrarse las placas en la edad
adulta, por ejemplo en la arteria descendente ante-
rior, porque son circunscriptas y excéntricas y se pro-
yectan dentro de la luz arterial cuando se colapsan
luego de la muerte. (21) Los engrosamientos intimales
musculoeléasticos hallados en el presente estudio pa-
recen apoyar a estos autores.

Por lo tanto, si bien el engrosamiento adaptativo
no es una lesion en si misma, es un prerrequisito para
la retencién y la acumulacién lipidica y, por ende, para
la aterogénesis. (21)

De todas formas, hay que tener en cuenta que cuan-
do la lipoproteinemia es muy alta se pueden encon-
trar acumulaciones de células espumosas y lipidos que
forman placas en cualquier sitio, sin la presencia pre-
via de engrosamiento adaptativo.

Tomando en cuenta que la vida media de las célu-
las espumosas es de 6 meses, (21) es posible que los
cambios intimales hallados en el primer semestre de
vida en los fetos reflejen factores de riesgo de la ma-
dre, como tabaquismo, alteraciones lipidicas, etc.

Clinicamente, la manifestacion de las lesiones
ateroscleroticas podria desarrollarse a través de una
secuencia que comienza como engrosamientos inti-
males. Estas lesiones pueden alcanzar un equilibrio y
estabilizarse sin progresar. Cuando los factores de ries-
go cambian favorablemente, estas lesiones podrian
regresar y desaparecer (21) o ser minimizadas fun-
cionalmente a través de la remodelacion arterial y la
apoptosis. (25)

Las proliferaciones intimales coronarias se obser-
varon en el 95,3% de los ninos de entre 1 y 5 anos,
fallecidos por causas no cardiovasculares, y el sitio méas
afectado fue el segmento proximal de la arteria
coronaria descendente anterior. (20)

Punto central: la célula muscular lisa
Las CML tienen un papel protagénico en la ateros-
clerosis temprana y establecida; (16, 17) representan
el 50% de los componentes celulares de las placas cré-
nicas y cerca del 90% en placas precoces. (26) Estas
células tienen una diversidad fenotipica y un creci-
miento rapido durante el desarrollo embrionario, pero
se mantienen quiescentes, en un estado diferenciado
en el adulto. La migracion, la proliferacién y la dife-
renciacion de estas células son respuestas patologicas
a diferentes lesiones (p. €j., el tabaquismo) que pue-
den contribuir al desarrollo y la progresiéon de las le-
siones aterosclerdticas precoces, (19) posiblemente
volviendo a expresar genes que estaban activos en la
vida embrionaria. (27, 28)

Recientemente comunicamos que las lesiones
ateroscleréticas tempranas en las paredes coronarias

de fetos y lactantes estaban posiblemente relaciona-
das con el tabaquismo materno. En algunas de estas
lesiones primarias encontramos activacién del gen
c-fos de las CML que promoveria su proliferacién, he-
cho corroborado tanto por la positividad al PCNA como
a la apoptosis, esta tltima interpretada como un in-
tento fisiolégico para prevenir la evoluciéon atero-
génica. (19) Posiblemente, los oxidantes presentes en
la fase gaseosa del humo del cigarrillo determinan una
secuencia de eventos bioldgicos en las paredes arte-
riales. Primero, los oxidantes provocarian disfuncién
endotelial sin causar alteraciones morfolégicas
identificables e inducirian una estimulacién inmedia-
ta e intensa del gen c-fos de las CML de la media, que
promoveria un proceso proliferativo. (29) Luego, se
puede teorizar que diferentes moléculas (PDGF, EGF,
IL-1B, TNFa, ete.) activarian factores de transcrip-
cién como el factor nuclear kappa B (NF-xB) o protoon-
cogenes como c-fos y c-myc, los cuales regularian la
expresion de los genes involucrados en la respuesta
inflamatoria/proliferativa de las lesiones preateros-
cleréticas. (30)

En la intima, las CML muestran cambios fenoti-
picos, ya que en la media son células contractiles, ca-
racterizadas por contener proteinas tipicas de este
proceso como la a-actina, mientras que en la intima
son células sintetizadoras, con pérdida de su funcién
contractil, y se observa un cambio en la expresién de
la actina de la forma o a la B con grandes capacidades
proliferativas. (27, 28)

Ademas, en un estudio previo, en un alto porcen-
taje de placas ateroscleréticas inestables encontramos
positividad para PCNA (75% de los casos) y c-fos (40%)
en las CML con respecto a las placas estables, (18) lo
que resalta la importancia de estas células en la ines-
tabilidad de la placa.

Limitaciones del estudio

Dado que los especimenes fueron tomados en autop-
sias forenses, no fue posible perfundir y fijar las arte-
rias a presion fisiol6gica para preservarlas del colap-
so y la contraccién post mortem. Por la misma razoén,
no fue posible obtener en todos los casos la historia
clinica completa de enfermedades familiares o ante-
cedentes genéticos.

CONCLUSION

Las lesiones preateroscleroéticas se desarrollan pre-
cozmente en victimas de SMSI. A partir de nues-
tros datos, senalamos que las células musculares
lisas tienen un papel protagdnico en estas lesiones.
Su proliferaciéon y migracién a la intima es la pie-
dra de toque del proceso. La relacién entre ateros-
clerosis y SMSI, cuyo significado se desconoce,
merece mayores estudios para profundizar los ha-
llazgos.



LESIONES ATEROSCLEROTICAS TEMPRANAS EN EL SINDROME DE MUERTE SUBITA INFANTIL / José Milei y col. 105

SUMMARY

Early Atherosclerotic Lesions in Sudden Infant Death
Syndrome

Objective

The aim of the present study was to assess the morphology
of early atherosclerotic lesions in coronary arteries from
sudden infant death syndrome (SIDS) victims in order to
recognize atherogenic mechanisms.

Material and Methods

We examined 52 victims of SIDS and 16 controls with known
causes of infant death. The principal coronary arteries were
serially cut and stained with hematoxilin-eosin, Azan, Alcian
blue, acetic orcein, CD68, CD34 and 4-SM actin, with sub-
sequent histomorphometric analysis of the lesions.

Results

Preatherosclerotic lesions were found in 44.2% in SIDS group
(23/52) and only in 6.3% in controls (1/16) (p=0.0062). Smooth
muscle cells lost polarity, infiltrating the subedothelium,
with rupture of the internal elastic membrane (IEM) in
most cases. Angiogenesis was not observed. When mus-
cular and elastic intimal thickening was present in the
SIDS group, the results were as follows: neointimal thick-
ness, 58.3+17.8 mm; affected perimeter of the EIM,
45.6%; area of neointimal proliferation, 0.03+0.01 mm?;
and luminal area, 0.21+0.1 mm? with a luminal stenosis
of 13.8+5%.

Conclusions

Preatherosclerotic lesions develop early in SIDS victims, and
they are significantly more frequent than in controls.
Smooth muscle cells are fundamental in its genesis.

Key words > Atherosclerosis - Sudden Infant Death - Coronary
Vessels
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