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E1 objetivo de este trabajo fue la identificación de las fases minerales presentes en aortas ateromatosas 

calcificadas. Se usaron las siguientes técnicæ: 1) Microscopía óptica para ubicar las masas cristalinas. 
2) Microscopía electrónica de barrido. 3) Difracción de rayos X para identificar las fases minerales pre- 
senres. 4) Análisis dispersivo de rayos X (EDAX) para confirmar la composición química y para deter- 

minar la relación CaIP: A) La relación CaIP demuestra la presencia de iones carbonato, reemplazando 
a iones fosfato, en la estructura de los fosfatos de calcio. Los resultados de la difracción de rayos X 

indican que el mineral presente en las calcificaciones estudiadas perteneæ a la familia de las calcio-hidro- 

xiapatitas, de fórmula general Ca1 O(P04) & (OHh. B) Como hecho llamativo se destaca que el aná1isis 

por EDAX señaló la presencia de iones cloro y calcio como componentes principales, con baja coneen- 
tración de fósforo, azufre, silicio, aluminio y sodiÓ en las esferulitas descriptas debajo de la íntima. Estos 

resultados muestran que, además de las calcificaciones en forma de carbonato-hidroxiapatita, pueden 

aparecer otros tipos de calcificaciones en las que los componentes principales son cloro y calcio con muy 
baja coneentración de fósforo. EI análisis dispersivo en rayos X resulta un método irreemplazable para 

este tipo de información en muestras muy pequeñas. Por otra parte, se destaca la utilidad e importancia 
del uso de técnicas cristalográficas de alta tecnología en el estudio del ateroma calcificado de la aorta, 
al mostrar la variedad que puede encontrarse en las apatitas en los tejidos, como es la entrada de los 

iones carbonato en la estructura de las hidroxiapatitas, 0 la presencia de cloro. 

La ca1cificación de la aorta y sus ramas ocurre 
regularmente; puede iniciarse desde 10s primeros 
meses de vida, aumenta con la edad y luego de 

la menopausia en las mujeres, y suele estar 
asociada con la acumulación de lípidos en la 
pared arterial. 

Hasta hace poco tiempo los depósitos de 

calcio eran considerados como un fenómeno 
secundario 

1 
que complicaba la enfermedad 

ateroesclerótica.2 
Actualmente cobra importancia la acción 

que la sobrecarga de calcio puede desempeñar 
en la célula muscular lisa de la pared arterial, ya 
sea durante el envejecimiento, en que se observa 
un contenido progresivo de calcio paralelamente 
a la osteoporosis que sufren los huesos, ya sea 

como daño vascular arterioesclerótico por la 
sobrecarga de calcio citoplasmático y mito- 
condrial. 

La espectrometría atóm1ca de absorción, 
microscopía electrónica y cristalografía revelan 
una continuad~t.sobrecarga de calcio y aumento 
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de la relación ca1cio-magnesio a medida que 
pasan los años.1 

Aportes experimentales demuestran que la so- 
brecarga de ca1cio produce un importante grado 
de calcinosis en la túnica media de las arterias, 
similar a 10 que ocurre en la arterioesclerosis 
tipo Mönckeberg. En animales tratados con 
vitamin a D3 se ha visto la presencia de cristales 
de apatita y gránulos densos en la capa media 
de las arterias, en el interior de las células 

musculares lisas, vacuolas en el citoplasma y 
cambios estructurales en las mitocondrias, se- 

ñalando el daño celular. 
Se sup one que el exceso de ca1cio arterial es 

un factor de riesgo que predispone a la degene- 

ración arterioesclerótica, pues al contribuir a la 

destrucción celular tendría especial significación 
patogénica en ese proceso, de no menor impor- 
tan cia que la acumulación de colesterol. 

1 

Basados en estas ideas, Kramasch y Chan 3 

sostienen que ciertas drogas que previenen la 
excesiva deposición de calcio en las arterias del 
conejo juegan un importante papel antiatero- 
génico, y Fleckenstein 4 señala que las sustancias 
antagonistas del calcio previenen en ratas viejas 
la sobrecarga progresiva de calcio, que de otra 
manera produciría un grave daño arterioes- 
clerótico. 

El proceso de calcificación arterial entra den- 

tro del grupo de enfermedades calcificantes: 
arterioesclerosis, esclerosis valvular, calcifica- 
ción de prótesis cardiovasculares, entre otras.5 

La calcificación anormal de tejidos compren- 
de dos tipos: 

a) calcificación metastásica, que ocurre en 
tejidos sanos cuando el nivel calcio y 
fosfato es elevado ; 

b) calcificación distrófica, que sucede en te- 
jidos lesionados, bañados por fluidos 
extracelulares que contienen cantidades 

norm ales de calcio y fosfatos.5 

. La mineralización puede ser iniciada por las 

mitocondrias de células dañadas en las cuales 
la membrana plasmática se ha vuelto más per- 
meable al calcio, ya sea por isquemia 0 por otro 
proceso lesional. 

En ambos tipos de calcificación, la mineraliza- 
ción ocurre en asociación con fragmentos de 

membrana extracelular no mítocondriales, for- 
mando vesículas matrices. Con el microscopio 
electrónico se observa que la mineralización se 

produce en el perímetro de las fibras elásticas 
de pequeñas y medianas arterias. En las células 
musculares lisas envejecidas aparecen vesículas 
exocíticas que sirven de punto de partida para 
la deposición de apatita.6 El mismo cuadro de 

calcificación vesicular se ve en la placa ateroes- 
clerótica.2 Las vesículas matrices promueven la 
calcificación a través de la ligadura calcio-fosfo- 
lípidos y de la actividad fosfatásica. La prolife- 
ración de cristales minerales depende de factores 
reguladores que son el calcio extracelular, los 
fosfatos y otros elementos promotores e in hi- 
bidores de la mineralización.5 El proceso de 
ca1cificación termina en la deposición de ca1cio 

insoluble bajo la forma de cristales de hidro- 
xiapatita. 

. 

En la pared arterial, el tejido conectivo con- 
tiene macromoléculas de hidratos de carbono 
y de proteínas que son los proteoglicanos. 

Los glicosaminoglicanos, entre otras funcio- 
nes, regulan el proceso de calcificación.7 

Numerosos estudios morfológicos y bioquí- 
micos han sido comunicados por diversos auto- 
res a propósito de la ca1cificación arterial 8-11 y 

autores argentinos estudiaron el intercambio de 
ca1cio y su distribución en la pared arterial. 12, 13 

OBJETIVO 
El objetivo del presente trabajo fue el estudio 
anatomopatológico y cristalográfico del ateroma 
calcificado de la aorta mediante el análisis y la 
identificación de los compuestos minerales que 
se encuentran en los depósitos patológicos de 

aortas humanas. 

MATERIAL Y METODO 

Anatomía patológica 
Se estudiaron trece autopsias de pacientes 

de ambos sexos (5 rriujeres y 8 varones) de 
edades comprendidas entre los 45 y 92 años. 

a) Se determinó la topografía de las lesiones 

ateromatosas clasificándolas por grados (I a 

IV). Luego se seleccionaron trozos de aorta 
ca1cificados sin complicaciones u1cerativas, divi- 
diéndolos en dos fragmentos: uno en solución 
fisiológica para estudio cristalografico y otro 
para el examen histológico. 

b) Para el estudio microscópico el material 
fue fijado en formol-calcio e incluido en parafi- 
na. Los cortes se tiñeron con hematoxilina- 
eosina, tricrómico de Masson, PAS y según téc- 
nica de Von Kossa para calcio. 

Estudio cristalográfico de las calcificacíones 

arteriales 
El estudio cristalográfico permitió el análisis 

y la identificación de los componentes minerales 
observados en los depósitos ateromatosos de 

aortas pertenecientes a sujetos arterioescleró- 
ticos. Las técnicas de investigación fueron las 
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Foro 1. Microscopía panorámica de pa- 
red aórtica con el ateroma. Se observa 
la masa amorfa, pálida, de la pulpa 
ateromatosa. Por encima de éI, la íntima 
con degeneración hialina y Ia media fi- 
brosa (H-E lOx). 

Foto 2. Detalle del ateroma. Se observan 
imágenes aciculares de los cristales de 
colesterol (Tricrómico de Masson, 4Ox). 

Foto 3. Sector de ateroma con dep6siros 
granulosos de calcio (Hematoxilina-eosi- 
na,40x). 

.-'. 
,'), 
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Foto 4. Esferulitas observadas debajo de la intima, con Ca. Luz 
reflejada 720 X. 

siguientes: 
1) MicroscopÚl óptica en luz reflejada y en 

luz transmitida polarizada y microscopía elec- 

trónica, observándose la relación macroscópica 

entre los tejidos y los depósitos, la forma y el 
tamaño de estos últimös, haciendo una primera 
determinación de su carácter cristalino (isótro- 
po 0 anisótropo). 

2) Difraccíón de rayos X: Las muestras se- 
cadas fueron separadas del tejido, molidas y 
analizad.as, utilizando un difractómetro de polvo, 
con antIcatodo de cobre y filtro de níquel, tra- 
bajando a 36 Kv y 19 mA. El rango angular 

cubierto fue de 100 a 550 de 2. 
3) Análisis con ray os X dispersivo en ener- 

gia (EDAX): Este análisis permitió el conoci- 
mien to d.e la mayoría de los elementos quími- 
cos constItuyentes de las muestras. 

4) Espectrometría de infrarrojo: De ella se 

obtuvo la información sobre los grupos funcio- 
n~les presentes en el material analizado, por 
eJemplo P04~, e03 =, OH-, etc. Esta técnica 
permitió demostrar la existencia, en algunas 

estructuras, de grupos diferentes de los que 
normalmente se encuentran en el material puro. 

Alrededor de 1 mg de la muestra molida fue 
mezclado con 100 mg de bromuro de potasio 
y se hizo una pastilla al vacío, que fue analizada 
utilizando un espectrómetro Beckman I R 33 
en el intervalo de 700 cm-1 a 4.000 em-I. 

' 

Los trozos de aorta fueron mantenidos en 
solución fisiológica y en la heladera hasta su 
estudio; una vez separados del líquido fueron 
secados a 35 -400C. 
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Foro 5. Esferulitas observadas debajo de la intima, con Ca. Luz 
transmitida. polarizadores cTUzados, lámina de yeso 720 X. 

RESULTADOS 

Anatomía patológica 

Microscópicamente las placas (Foto 1) apare- 
cen formadas por una masa central de material 
necrótico con cristales de colesterol (Foto 2), 
tapizada por una íntima gruesa, fibrosa, con 
degeneración hialina y apoyada sobre una capa 
media con fragmentación de la elástica interna. 
En algunos de los casos más avanzados la media 

era fibrosa y se observó el crecimiento de finos 
vasos sanguíneos desde los vasa vasorum hacia 
la base de la placa. En todos los casos el calcio 
se halló como finos granos de polvo 0 pequeños 
glóbulos sueltos en racimo (Foto 3). 

Estudio cristalográfico 
Los depósitos patológicos se presentan bajo 

~spectos diferentès: a) masas blandas y espon- 
Josas sobre la pared intern a de la aorta; b) nódu- 
los compactos incluidos entre los tejidos que 
forman la pared de la aorta; c) zonas e)(tendidas 
de contornos indefinidos incluidas en el tejido; 
d) pequeñas esferulitas muy próximas a la pared 

interna de la aorta, pero cubiertas por una del- 
gada capa de tejido. 

Los depósitos de tipo a son de color amari- 
llento, funden a temperaturas inferiores a 100Ge, 
se carbonizan a 3000e y se calcinan, dejando 

muy escaso residuo, si se llevan a 800-9000C. 
Son materias grasas, cristalinas, que dan un 
diagrama característico de difracción de rayos 

X, con pocas líneas anchas y de baja intensidad, 
en la zona entre 180 y 260 de 2. 

Se trata de materiales orgánicos no muy bien 
cristalizados. 

Para com pro bar que estas masas de material 
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Fig. 1. Composición química de Ios nódulos calcificados. MétO- 
do EDAX, Compuestos principales, Ca y P. 

orgánico no contenían material de tipo apatita 
en forma microcristalina, envuelto por la materia 
orgánica, la misma muestra fue calcinada 4 horas 
a 820oe. En estas condiciones las apatitas re- 
cristalizan, dando diagramas de difracción de 

rayos X característicos y bien definidos. En este 
caso la ca1cinación no dejó residuo cristalino 
observable. 

Los depósitos de tipo b son nódulos blancos, 
frágiles, de contornos bien åefinidos, que sue- 
len tener, en su mayoría, alrededor de 5 mm de 

diámetro y de 2 a 3 mm de espesor. En este 
material compactO no se distinguen cristales" 
de formas definidas; es un material anisótro- 

po, de grano muy pequeño, que da un diagrama 

~"... "o,~,'~'G "'C"" C~... "0. '0.'.1 ~Jl 

1800 

WAVENUM8U (M" ""........ "'$'O"""'U "<<:, ."",.tc.".C~"'O"''''''''.$.''' 

de difracción de rayos X con dos 0 tres líneas 
más 0 menos anchas y de baja intensidad, muy 
semejante alas carbonato-hidroxi-apatitas de 
calcio observadas en la dentin a 0 en el hueso 14 

y peor cristalizadas que las carbonato-hidroxi- 
apatitas observadas en el esmalte dentario 15 

0 

en calcificaciones de cartílago. 16 
. 

Los datOs obtenidos por calcinación en aor- 
tas y difracción de rayos X mostraron la seme- 
janza del material con la hidroxiapatita de calcio 
y la ausencia de líneas correspondientes a otros 
compuestos. 

Para comprobar que se trataba de carbonato- 
hidroxiapatitas de calcio de bajo grado de cris- 
talinidad, las muestras molidas fueron calcinadas 
manteniéndolas durante dos a cuatro horas 
a 820oC. 

En est as condiciones las muestras recristalizan 
dando un diagram a de difracción de rayos X 

correspondiente a una hidroxiapatita de calcio 
bien cristalizada. 

Esta identificación se completó con un aná- 
lisi~ por EDAX en el microscopio electrónico de 
barrido. 

Los elementos encontrados fueron, en todos 
los casos, Ca y P con una relación CalP mayor 
que 2 (Fig. 1). 

La espectrometría de infrarrojo mostró las 
bandas de 864, 1.430 Y 1.455 cm-l, caracte- 
rísticas de iones carbonato reemplazando a 

iones fosfato en la estructura de la hidroxi- 
apatita de calcio (Fig. 2). 

Depósitos de tipo c: Estos depósitos parecen 
corresponder a material calcificado, del mismo 
tipo que el anterior. 

Depósitos de tipo d: Esferulitas blancas, 
deleznables, aisladas 0 formando grupos, mu- 
chas veces alineadas a 10 largo de fibras elás- 

60 :;; 

~ 

Fig. 2. Espectro de infrarrojo de nódu- 
los calcificados mostrando la presencia 
de iones carbonato en 864, 1.430 Y 
1.455 cm-l. 
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Fig. 3. Composición química de las esferulitas. Método EUAX. 
Componentes principales, CI y Ca. Componentes menores, Na, 

AI, Si, P, S. 

ticas, de diámetro bastante uniforme y no 
superior a 0,05 mm (Fotos 4 y 5). 

El material es cristalino, característico de 

esferulitas, del cual no se pudo 0 btener diagrama 
de difracción de rayos X en muestras de polvo. 
Una pequeña cantidad, en una cámara de Gan- 
dolfi, señaló la presencia de un halo difuso, pro- 
bablemente debido a la materia orgánica que 
las acompaña. 

Para el análisis por EDAX las muestras, dado 
su carácter aislador, fueron preparadas evapo- 
rando una delgada capa de oro en la superficie, 

para evitar problemas de carga. El análisis señaló 
la presencia de-iones cloro y calcio como compo- 
nentes principales y la ausencia de fósforo. 

Dado 10 inusitado de la composición obser- 
vada se hizo un nuevo análisis de varias esferu- 
litas en el microscopio electrónico de barrido 
(Fig. 3), varian do ligeramente la preparación 
de las muestras. Por la circunstancia de que una 
línea característica del oro está muy próxima 
a la línea del fósforo que se usa para identificar 
este elemento, las nuevas muestras se prepara- 
ron evaporando una capa de carbón como capa 
conductora, en lugar del oro. 

Los resultados de este nuevo análisis confir- 

maron comocomponentes principales al calcio 

y al cloro; el fósforo se encuentra en muy pe- 
queña proporción, acompañando a otrOs ele- 

mentos menores: sodio, aluminio, silicio y 

azufre, algunos de los cuales son probablemente 
debidos al manipuleo de la muestra. 

No descartamos la presencia de iones carbo- 

nato, de difícil determinacíón por EDAX, por 

ser un elemento muy liviano y dado que no es 

posible obtener muestras puras para hacer un 
análisis por infrarrojo. 

COMENT ARIOS 
Los resultados obtenidos en el estudio ana to- 
mopatológico concuerdan con los conocimien- 
tos aceptados por todos los autores y muestran 
la existencia de extensas lesiones ateromatosas 
calcificadas en las aortas estudiadas, en las 

cuales el depósito de calcio se visualiza tanto 
macroscópica como histológicamente, emplean- 
do técnicas adecuadas. 

Se pueden deStacar los siguientes hechos: 
a) La lesión ateromatosa y el depósito de 

calcio se reparten por igual en am bos 

sexos. 
b) Las lesiones son más intensas en las perso- 

nas de edad avanzada, pero llama la aten- 
ción el hallazgo de ateromatosis de grad os 

III y IV en aortas y de grados II y III en 

coronarias de mujeres en la edad media 
de la vida. Estos hallazgos complementan 
10 observado por Mosso y colabora- 
dores.17 

Con relación al estUdio cristalográfico, el ma- 
terial calcificado depositado entre las túnicas 
de la aorta corresponde a un compuesto de la 

familia de las apatitas de calcio, cuya fórmula 
general es CalO (P04)6 (OHh 

De los espectros de infrarrojo se concluye 
que se trata de una carbonato-hidroxiapatita 
de tipo B, en la que parte de los grupos P04== 
está reemplazada por grupos carbonato. Esta 

sustitución explica la alta relación Ca/P y la 

baja cristalinidad del material. 18.21 

Las carbonato-hidroxiapatitas de calcio estu- 
diadas tienen una cristalinidad comparable a 

la de las carbonato-hidroxiapatitas de calcio des- 
criptas en hueso y dentina 14 y peor cristaliniza- 
das que las descriptas en esmalte dentario y en 

cartílago. 15, 16 

Probablemente la mayoría de los materiales 
calcificados descriptos en la literatura como 
hidroxiapatitas de calcio contienen iones car- 
bonato reemplazando parcialmente a los iones 

oxhidrilo 0 a los iones fosfato 0 a ambos. 
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Estos resultados concuerdan con los obteni- 
dos por Gatter y Mc Carthy.22 Aunque no es 

po sible decidir si en todos los casos las hidroxi- 
apatitas se presentan bajo la forma de carbo- 
natos hidroxiapatitas; el diagrama de difracción 
de rayos X incluido en el trabajo mencionado 
hace sospechar un menor contenido de carbo- 

nato, por ser aparentemente mayor su crista- 
linidad. 

EI modo de calcificación de la túnica media 
de la aorta humana es similar al de la valva 

aórtica, y las vesículas matrices aparentemente 
derivadas de las células musculares lisas son los 
lugares de iniciación de la calcificación, en el 

estroma rico en glicosaminoglicanos,23 

En este proceso de calcificación tiene impor- 
tancia no solamente la presencia de lípidos sino 
también de fibras elásticas. 

Es de destacar, por otra parte, la relación exis- 
tente entre la calcificación de la túnica media de 
la aorta, la arterioesclerosis de la íntima y la 

edad, tal como .10 pusieron de manifiesto Blu- 
menthal y colaboradores.24 

Un aspecto interesante a discutir es la presen- 
cia de iones cloro y calcio y la ausencia de iones 
fosfato, sin que se pueda destacar la presencia 

de iones carbonato, para 10 cual se deben obte- 
ner muestras puras en cantidad suficiente como 
para hacer difracción de rayos X, 0 análisis 
químico 0 por infrarrojo. 

Aunque el silicio ha sido encontrado ocasio- 

nalmente en tejidos humanos, su presencia ha 
sido detectada en muy escasa proporción en las 

muestras de aorta aquí estudiadas. En la última 
década ha aparecido una serie de trabajos sobre 

este tema. Bonel, Trombe y colaboradores 25 y"' 

Guyader, Lang y colaboradores26 refieren las 

modificaciones biológicas que pueden ocurrir 
con las apatitas en la intitnidad de los tejidos. 

Los citados autores 25, 26 refieren la sustitU- 
ción de los iones P043-. Tal como ocune con 
los iones OH-, los iones P043- pueden ser 
reemplazados por otros iones de la misma carga 
o de carga diferente. Recientemente, dos tipos 
de sustitución han sido descriptos por los inves- 
tigadores franceses: de una parte la sustitución 
de grupos P043- por grupos 51044-, asociado 
al reemplazo por átomos de nitrógeno de parte 
de los átomos de oxígeno del tetraedro 51044- ; 

por otra parte, la sustitUción del tetraedro 
P043- por grupos piramidales Re05' 

Desde el punto de mira biológico, Montel y 
colaboradores 25 consideran que en las apatitas 
acopiadas en los tejidos donde constituyen una 
reserva de fósforo, calcio, carbonato, magnesio 

y oligoelementos, los iones P043- pueden ser 

reemplazados por el tetraedro 5104-nNn, 0 por 
pirámides Re05; su reemplazo por grupos 
HPO/- doblemente cargados tiene gran sig- 

nificación biológica. 

La presencia de silicio en la pared arterial ha 
sido publicada en varias oportunidades.27'29 

Los resultados sugieren que el incremento del 
silicio en la íntima se relaciona con el desarrollo 
y progresión de la ateroesclerosis. 

En oposición a estos hallzagos, Loeper, 
Emerit y colaboradores 30 establecieron que 
los compuestos orgánicos de silicio agregados- 

a la dieta aterogénica tienen una acción pro- 
tectora contra la ateromatosis. Loeper 31 

sos- 

tiene que el silicio es un constituyente del teji- 

do conectivo y elástico. En una publicación 

posterior 32 también se refiere al silicio como 
factor protector de la pared arterial contra la 

ateroesclerosis. F inalmen te, Yung 33 sostiene 

que el silicio puede inhibir la formación de 

ateromas en la aorta. 
Los resultados obtenidos en el presente tra- 

bajo referentes alas hidroxiapatitas son coinci- 
dentes con el resultado del estudio cristalográ- 

fico de las calcificaciones cutáneas observadas 

en las enfermedades del tejido conectivo reali- 
zado por Toubes, Benyacar y Hubscher 34 y 

con las investigaciones de Marcos, Benyacar, 

Garda Morteo y colaboradores 15 en un caso 

de con drocalcinosis familiar idiopática. 

Estos hallazgos dan idea de la identidad y de 

la generalización que el proceso de calcificación 
tiene en el organismo humano, aceptando tam- 
bién las características particulares que dicho 

proceso presenta en la pared arterial arterio- 
esclerótica. 

5 UMMAR Y 

The objective of this study was to identify the 
mineral phases present in calcified atheromatous 
aortas. The following techniques were used: 
1) Optic microscopy in order to find the crystal- 

line masses. 2) Scanning electron microscopy. 
3) X-ray difraction in order to identify the 
mineral phases present. 4) X-ray dispersion 
analysis to confirm the chemical composition 
and to determine the relationship CaIP: A) The 
relationship Ca/P indicates the presence of 
carbonate ions, replacing phosphate ions, in 
the calcium phosphate structure. The results 
of the X-ray diffraction indicate that the mineral 
present in the studied calcifications belong to 
the calcium-hydroxiapatites family, its general 

formula being CAw (P04)6 (OH)2' B) It is worth 
mentioning that EDAX analysis of the small 
spherulites sho1f!ed the presence of chlorine and 

". ,~ 
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calcium ions and only a low concentration of 
phosphate ions. The results show that, apa.rt 
from the calcifications that appear in the form 
of . carbonate-hydroxiapatite, other type of 
calcifications may be present whose main 
components are chlorine and calcium with a 

very low phosphorus concentration, S, Si, Al 
and Na. The X-ray energy dispersive analysis 
is an unreplaceable method for this type of 
information with very small samples. On the 
other hand, it pointed out the usefulness and 
importance of high technology cristallographic 
techniques in the study of aortic calcified 

atheroma showing the variety that can be found 
in the apatites present in biological tissues, as 

shown by the presence of CI- or COa = in the 
hydroxiapatite structure. 
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