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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS: EM-X es una bebida antioxidante derivada del salvado de arroz y
extractos de algas marinas fermentadas con micro-organismos efectivos. El objetivo de este estudio fue
determinar si el EM-X previene la formación de placa aterosclerótica y favorece la relajación vascular in-
vitro en un modelo de aterosclerosis temprana en conejos hipercolesterolémicos.

MÉTODOS: la población se dividió en cuatro grupos: 1: conejos ateroscleróticos con administración
de EM-X; 2: conejos ateroscleróticos sin administración de EM-X; 3: conejos sanos sin administración de
EM-X; y 4: conejos sanos con administración de EM-X. A cada conejo se le midió el colesterol sérico y se
le extrajeron anillos aórticos para análisis in-vitro de la relajación vascular dependiente e independiente
de endotelio. Se realizaron análisis histomorfométricos y cuantificación de la endotelización arterial.

RESULTADOS: la cifra de colesterol total fue mayor en los grupos 1 vs. 2 y 3 vs. 4 (p>0,05). La RDE
inducida por acetilcolina, mostró disfunción en los grupos con hipercolesterolemia y aterosclerosis. No
se observaron diferencias entre los grupos 1 y 2 (p = 0,181), ni entre los grupos 3 y 4 (p= 0,349). Las
características histomorfométricas no presentaron diferencias entre los grupos 1 y 2 ( p = 0,85) ni entre
los grupos 3 y 4 (p = 0,95). El análisis de inmunohistoquímica no mostró diferencias significativas entre
los cuatro grupos (p = 0,85).

CONCLUSIÓN: los resultados encontrados no demuestran beneficio del EM-X como terapia
antioxidante en la prevención de placa aterosclerótica y en la relajación vascular dependiente de endotelio
in-vitro en animales sanos o enfermos con disfunción endotelial y aterosclerosis.

PALABRAS CLAVE: antioxidantes, endotelio, vasodilatación, micro-organismos.

BACKGROUND: EM-X is an antioxidant beverage obtained from rice bran and seaweed extracts
fermented with Effective Microorganisms. The purpose of this study was to determine if EM-X prevents
atherosclerotic plaque formation and favours in vitro vascular relaxation in a model of early atherosclerosis
in hypercholesterolemic rabbits.
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METHODS: The study population was divided in four groups: 1. atherosclerotic rabbits administered
with EM-X, 2: atherosclerotic rabbits not administered with EM-X; 3: healthy rabbits not administered with
EM-X; and 4: healthy rabbits administered with EM-X. Serum cholesterol was measured in each rabbit
and vascular rings were obtained for conducting the endothelium dependent relaxation (EDR) in vitro
analysis. Additionally, hystomorphometrical analysis and endothelial cell quantification were performed.

RESULTS: Whole cholesterol measurements differed significantly in groups 1 vs. 2 and 3 vs. 4 (p>0.05).
EDR did not differ significantly between groups 1 and 2 (p = 0.181), or between groups 3 and 4 (p = 0.349).
Hystomorphometrical characteristics did not show significant differences neither in groups 1 and 2 (p=0.85)
nor in groups 3 and 4 (p=0.95). The immunohystochemical analysis did not show significant differences
between any groups (p=0.85).

CONCLUSION: The results found do not demonstrate the benefits of EM-X as antioxidant therapy in
the prevention of atherosclerotic plaque formation and in vitro endothelium dependent vascular relaxation
in healthy animals or with endothelial dysfunction and atherosclerosis.

KEY WORDS: antioxidants, endothelium, vasodilation, microorganisms.

Introducción
La aterosclerosis aún es la principal causa de muerte

en países desarrollados con características de compor-
tamiento endémicas (1). Cerca de 62 millones de pa-
cientes norteamericanos tienen uno o más tipos de
enfermedad cardiovascular, de los cuales más de un
millón tienen eventos cardiacos súbitos cada año. El
50% de los pacientes con síndromes coronarios agudos
no tiene síntomas previos (2, 3).

En los pasados 15 años, estudios epidemiológicos
(4, 5), biológicos y moleculares (6-8) y en aterosclerosis
experimental (9-11) dieron soporte a la teoría que los
antioxidantes pueden proteger contra la aterosclerosis,
ya que limitan la oxidación del c-LDL y de esta manera
reducen la acumulación de macrófagos que median la
acumulación de ésteres de colesterol en el núcleo
lipídico de la placa aterosclerótica. El incremento en el
número de células espumosas (12), en la actividad
inflamatoria local (13, 14) y en el tamaño del núcleo
lipídico (15, 16) se identificó como característica de
alto riesgo de ruptura (placa vulnerable). Aunque se
han propuesto otros mecanismos de acumulación de
lípidos en la placa (17), la oxidación del c-LDL tiene un
gran atractivo terapéutico (18). En el mismo periodo de
tiempo, estudios clínicos encontraron reducción del
riesgo de eventos cardiovasculares con la disminución
farmacológica del c-LDL (19, 20). Las hipótesis de las
terapias antioxidantes se basaron en un gran número
de informes científicos realizados entre 1994 y 2000
(21-25). Las conclusiones de estos estudios se resumen
brevemente así:

(Rev Colomb Cardiol 2007; 14: 123-132)

1. Existe poco o ningún beneficio de la vitamina E con
las dosis empleadas.

2. No hay beneficio cardiovascular con los
β-carotenos.

3. No hay evidencia de beneficio contra el cáncer
usando vitamina E en fumadores en corto plazo.

La totalidad de la evidencia en estudios recientes de
terapia con vitaminas antioxidantes, demuestra que ellas
no tienen ningún beneficio sobre la población general.
Muchos estudios epidemiológicos y experimentales im-
plican los factores dietéticos en la causa y prevención de
importantes enfermedades crónicas tales como la
aterosclerosis. EM-X (Figura 1) es una bebida antioxidante
novedosa derivada del salvado
de arroz y de extractos de algas
marinas fermentados con micro-
organismos efectivos (EM). EM-X
contiene más de 35 minerales,
α-tocoferoles, lycopene, ubiqui-
nona, saponina y flavonoides.
Aunque se desconoce cual es el
efecto de EM-X a nivel de preven-
ción de placa aterosclerótica tem-
prana, estudios recientes han de-
mostrado que en células epitelia-
les alveolares EM-X inhibe, a ni-
vel transcripcional, la expresión
de IL-8, reduciendo el TNFα, y la
liberación de radicales libres;
además, inhibe el ácido ascórbico
y el cloruro férrico inducido por la

Figura 1.     Presentación co-
mercial de micro-organis-
mos efectivos (EM-X).
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Diseño del estudio
Se diseñó un estudio experimental en conejos

hipercolesterolémicos con enfermedad aterosclerótica
(n= 20), teniendo como control conejos sanos de la
misma edad (7 meses) (n=10). A los animales se les
suministraron ciclos de luz y oscuridad naturales de 12
horas (aproximadamente de 6 a.m. a 6 p.m. y de 6 p.m.
a 6 a.m.). Se mantuvieron en un rango de temperatura
entre 2 y 18oC. Las condiciones de las jaulas mantuvie-
ron un rango aproximado promedio de humedad de
80%. Las observaciones sobre la apariencia general de
los animales y los signos de enfermedad, se registraron
una vez al día en cada conejo hasta la fecha final del
estudio. Se vigiló la aparición de vómito, heces anorma-
les, diarrea, inhabilidad para caminar normalmente o de
cualquier otro signo de enfermedad en las condiciones
generales anormales, apariencia del animal, actividad,
conducta, respiración, etc. En la semana 16 fueron
sacrificados, previa obtención de colesterol sérico, y se
extrajo cuidadosamente la aorta torácica para estudio
de función vascular in-vitro y análisis histomorfométricos
de la lesión aterosclerótica. A continuación se describen
los grupos de estudio:

1. Grupo de aterosclerosis EM-X (n=10): animales
alimentados con dieta normal con fórmula comercial
con suplemento de colesterol al 1% e ingestión de agua
a libre demanda y EM-X a dosis de 2 mL/día durante 16
semanas.

2. Grupo de aterosclerosis (n=10): animales ali-
mentados con dieta normal con fórmula comercial y
suplemento de colesterol al 1% e ingestión de agua a
libre demanda sin EM-X durante 16 semanas.

3. Grupo control (n=5): animales alimentados con
dieta normal con fórmula comercial Purina SA. (grasa
total 4%, proteínas hasta 18%, fibra hasta 14% y ceniza
hasta 10%), e ingestión de agua a libre demanda sin EM-
X durante 16 semanas.

4. Grupo control EM-X (n=5): animales alimenta-
dos con dieta normal con fórmula comercial Purina SA.
(grasa total 4%, proteínas hasta 18%, fibra hasta 14% y
ceniza hasta 10%), e ingestión de agua a libre demanda
con EM-X 2 mL/día durante 16 semanas.

Medición del colesterol sérico
Previo al sacrificio, en estado de ayuno y bajo efectos

de sedación, se extrajeron 5 mL de sangre de una vena
marginal de la oreja. Se utilizaron tubos sin anticoagu-

perioxidación no-enzimática en células cerebrales (26).
En ratas, EM-X ha demostrado proteger las neuronas de
la retina contra el efecto de N-metil D-aspartame, un
agonista del glutamato (27), y tener una actividad
antioxidante potente la cual ha resultado en un retardo
del envejecimiento celular, y en una modulación del
funcionamiento inmune (28). Se cree que todos estos
resultados se asocian con los flavonoides, las sapolinas
y la vitamina E que se encuentran en EM-X y que pueden
eliminar directamente radicales libres o incrementar la
actividad de la dismutasa súper óxido por transferencia
de electrones (29).

El propósito de este estudio fue evaluar el efecto
antioxidante in-vivo de la ingestión de EM-X en la
formación de placa aterosclerótica y la relajación vascular
in-vitro de anillos de aorta procedentes de conejos sanos
y con aterosclerosis temprana.

Métodos
Se realizó un estudio experimental in-vivo para eva-

luar el efecto de la ingestión de EM-X sobre la formación
de placa aterosclerótica temprana y la relajación vascular
in-vitro en conejos sanos e hipercolesterolémicos. El
protocolo fue aprobado por el Comité de Ética en
Investigación Animal (CEIA) de la Institución y se siguie-
ron las pautas del Ministerio de Salud de la República de
Colombia para la Investigación Biomédica con anima-
les, resolución No. 008430 de octubre de 1993 (30).

Modelo experimental
Se alimentaron treinta conejos blancos de raza Nueva

Zelanda y de 3 kg de peso, con una dieta con suplemen-
to de colesterol al 1% por periodos de cuatro semanas,
alternando con dieta normal para un total de 16 sema-
nas. En observaciones previas realizadas por los autores
(31-33), este modelo experimental ha mostrado la pro-
ducción de lesiones ateroscleróticas con abundante
depósito de colesterol, macrófagos, células espumosas
y disfunción endotelial.

Criterios  de inclusión
Fueron elegibles para ingresar los conejos que cum-

plieron 16 semanas de dieta hipercolesterolémica.

Criterios de exclusión
Se excluyeron del estudio los conejos con infección

sistémica severa o muerte temprana.
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lante, los cuales fueron centrifugados durante 10 minu-
tos a 3.000 rpm. El suero extraído fue sometido a técnica
de química seca utilizando un equipo Vitros 250
(Johnson&Johnson).

Sacrificio de los animales
El sacrificio selectivo se desarrolló después de las 16

semanas de dieta, usando sedación con ketamina
intramuscular e inyección letal de pentobarbital 150 mg/
kg por vía intravenosa. Inmediatamente después, se
removió la aorta. El segmento proximal (3 cm) de la
aorta torácica fue aislado para el estudio de relajación
vascular in-vitro.

Aspectos éticos
Todos los procedimientos realizados en este estudio

fueron aprobados por el Comité de Ética en Investiga-
ción animal de la Institución, y son acordes con los
protocolos de manejo de animales de experimentación
y diseñados para evitar incomodidades, sufrimiento y
dolor a los animales. Se efectuaron bajo los efectos de
sedantes, analgésicos o anestésicos adecuados. Todos
los procedimientos se realizaron en un tiempo mínimo
necesario.

Relajación vascular in-vitro
La preparación del segmento arterial para estudio de

relajación vascular in-vitro, se realizó como se describió
previamente (34). De cada vaso se obtuvieron de nueve
a diez anillos. Los segmentos fueron cuidadosamente
colocados en recipientes con solución de Krebs modifi-
cada con la siguiente composición (en mmol/L): NaCl
118, KCl 4,69, CaCl2 3,35, MgSO4 1,04, NaHCO3 25,
D-glucosa 11,1 y pH 7,40 +/- 0,05. Los segmentos de
aorta fueron transportados al Laboratorio de Investiga-
ción en Función Vascular para ser preparados, lavados
y sometidos a disección y limpieza del tejido conectivo
exuberante. El tiempo que se utilizó entre la obtención
del tejido y su preparación fue menor a 30 minutos. Los
anillos fueron suspendidos entre dos asas de alambre en
una cámara de vidrio en el equipo de baño de órganos,
con 25 mL de solución de Krebs-Henseleit a 37°C y pH
7,40, aireada con O2 95% y CO2 5%. Uno de los
alambres tensores estaba conectado al transductor de
fuerza (Kent-Scientific Corporation, Litchfield, CT), y los
cambios en fuerza isométrica fueron recolectados en un
sistema computarizado de registro (Power Lab / 4Sp) y en
un ambiente de Windows 2000. Cada anillo vascular
permaneció suspendido en dicho sistema durante aproxi-

madamente 45 a 60 minutos, y luego se aplicó una
tensión progresiva en reposo de 2 g, la cual fue definida
en estudios preliminares. Para los experimentos, los
anillos de aorta fueron precontraídos con norepinefrina
(NE) (5,5 Log M) agregada al baño de órganos obte-
niendo curvas dosis-respuesta.

La relajación independiente de endotelio (RIE) fue
evaluada en anillos pre-contraídos con NE, usando
nitroglicerina (NTG) (8 a 4 Log M) con incremento de
concentraciones (en pasos de 0,5 unidades log) cada 15
minutos. La relajación dependiente de endotelio (RDE)
fue evaluada en anillos pre-contraídos con NE (curvas
respuesta de contracción acumulada de 50% a 80% de
la contracción máxima) con el uso de acetilcolina (Ach)
(6 Log M). Solamente  se administró un tratamiento
(Ach o NTG) en cada anillo de aorta. Ambos efectos
máximos de relajación fueron registrados usando cur-
vas continuas de relajación e informadas en porcenta-
jes de respuesta en relación con el reposo y en curvas
con pre-contracción.

Evaluación histomorfométrica
Inmediatamente después de obtener la aorta para

evaluación de la función vascular, ésta fue cuidadosa-
mente removida. El segmento distal de aorta torácica y
por encima de la arteria renal, se mantuvo y se perfundió
de forma manual con paraformaldehído en solución
fosfato al 10% a 100 mm Hg durante 30 minutos. Se
cortó en un segmento de 4 mm para análisis
histomorfométricos.

Procesamiento del tejido
Después de la fijación tisular en formalina, los seg-

mentos se embebieron en parafina a 56-58ºC. Las
secciones se realizaron a 4-µm y se tiñieron con
hematoxilina y eosina y por el método de tricrómico
elástica. Se hizo un análisis individual de los segmentos
por medio de un microscopio de luz (Olympus BX50). Los
segmentos se midieron con morfometría digital y
planimetría computarizada (Media Cybernetics® Image-
Pro PlusTM). Además, los segmentos fueron sometidos a
técnicas de inmunohistoquímica para tinción de células
endoteliales con anticuerpos CD31 (Dako Corporation).

Morfometría
El centro de cada segmento de aorta examinado fue

localizado sistemáticamente en el centro del campo del
objetivo, usando magnificación 2X.
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El área del vaso corresponde al área comprendida
dentro de la lámina elástica externa (mm2); el área del
lumen corresponde al área dentro de la superficie
endotelial (mm2) y el área de la placa aterosclerótica
corresponde al área comprendida entre la lámina elás-
tica interna y el lumen arterial cuantificada en mm2.

Análisis estadístico
Los datos se presentan como promedio ± desviación

estándar. El valor de significancia se estableció con un
valor p ≤ 0,05. Para realizar los análisis estadísticos se
utilizó el software statistical package for the social science
(SPSS) 11,5.

Para determinar si el porcentaje máximo de RDE se
relaciona con el nivel de colesterol sérico, se realizó una
regresión lineal. A partir de los resultados de esta
regresión se calcularon los residuos no estandarizados
que corresponden a la varianza en el porcentaje de RDE
que no es explicada por el colesterol sérico. Estos
residuos no estandarizados permitieron determinar el
efecto del EM-X una vez la influencia del colesterol sérico
sobre la RDE ha sido controlada. Para esto se realizó una
prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis.

Con el fin de determinar si el EM-X tenía un efecto
sobre la función vascular, se calculó el EC-50 para
cada conejo. EC-50 se define como la concentración
del agente vasodilatador que causa un 50% de rela-
jación. A partir de los valores de EC-50 obtenidos, se
realizó un análisis de co-varianza (ANCOVA) en don-
de se evaluó el efecto del EMX y paralelamente el
posible efecto del colesterol sobre el EC-50. Además,
se realizó una prueba de Tukey para evaluar diferen-
cias entre tratamientos en los valores obtenidos de
EC-50.

Resultados
De un total de 30 animales, 29 terminaron satisfac-

toriamente la observación durante las 16 semanas. Un
animal perteneciente al grupo 1, falleció debido a una
infección respiratoria severa durante la fase de observa-
ción. El peso al final de la observación fue de 4,8 ± 0,2
kg en los grupos 1 y 2, los cuales recibieron dieta rica en
colesterol, y 4,1 ± 0,3 kg en los grupos 3 y 4 que
recibieron dieta comercial normal, con una diferencia
significativamente estadística (p=0,01).

No se presentaron eventos como vómito, heces anor-
males, diarrea, o inhabilidad motora. La apariencia de
los animales, la actividad, la conducta y la respiración
fueron normales en todos los grupos examinados.

Luego del sacrificio, para análisis de función vascular
in-vitro se obtuvieron 36 segmentos en el grupo 1, 40
segmentos en el grupo 2, 20 segmentos en el grupo 3 y
20 segmentos en el grupo 4. Además, para análisis
histomorfométricos se obtuvieron 9 segmentos en el
grupo 1, 10 segmentos en el grupo 2, 6 segmentos en
el grupo 3 y 5 segmentos en el grupo 4.

Niveles de colesterol sérico
La cifra de colesterol total basal al ingreso del estudio

fue de 53,1 ± 5,3 mg/dL para el total de los animales.
Luego del seguimiento clínico, la cifra de colesterol total
fue de 1.614,1 ± 855,5 en el grupo 1; 946,8 ± 417,3
en el grupo 2; 51,2 ± 15,1 en el grupo 3 y 101,0 ± 22,5
en el grupo 4. Se encontraron diferencias significativas
entre los grupos 1 y 2 vs. 3 y 4  (p<0,001) y ninguna
diferencia entre los grupos 1 vs. 2 y 3 vs. 4 (p>0,05).

Relajación vascular independiente de endotelio
La NTG indujo una relajación vascular máxima en el

grupo 1 del 52,4 ± 15,6% y un EC-50 1,4 x 10-6 M y en
el grupo 2 del 43,2 ± 16,8% y un EC-50 1,7 x 10-6 M.
En el grupo 3 del 67,4 ± 22,0% y un EC-50 2,0 x 10-7

M y en el grupo 4 del 35,0 ± 20,4% y un EC-50 3,5 x
10-6 M.

Relajación vascular dependiente de endotelio
La Ach indujo una relajación vascular máxima en el

grupo 1 del 21,8 ± 8,2%, en el grupo 2 del 17,6 ±
8,0%. En el grupo 3 del 62,8 ±40,8% y en el grupo 4 del
23,4 ± 7,6%.

Relajación vascular entre grupos ateroscleróticos (grupo 1
vs. grupo 2).

El comportamiento de la relajación vascular en estos
dos grupos de conejos ateroscleróticos, muestra que no
hay diferencias estadísticamente significativas en la RIE
(p =0,742). El EC-50 del grupo 1 fue -5,766 Log M (1,4
x 10 –6 M) y del grupo 2 fue -5,766 Log M (1,7 x 10 –6M)
sin diferencia significativa (p = 0,995). La RDE secunda-
ria a la aplicación de Ach produjo una relajación
máxima de 21,8 ± 8,2 en el grupo 1 y 17,6 ± 7,8 en
el grupo 2 sin diferencias estadísticamente significativas
(p = 0,181).

Relajación vascular entre grupos sanos (grupo 3 vs.
grupo 4).

El comportamiento de la relajación vascular en estos
dos grupos de animales sanos, muestra diferencias
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estadísticamente significativas en la RIE (p = 0,036)
presentándose un mayor porcentaje de relajación en el
grupo de conejos sanos sin EM-X.  El EC-50 del grupo 3
fue de -6,558 Log M ( 2,0 x 10 –7 M) y del grupo 4 fue
de -5,445 Log M ( 3,5 x 10 –6M) con diferencias
significativas (p = 0,039). La RDE fue de 62,8 ± 40,8 en
el grupo 3 y de 23,4 ± 7,6 en el grupo 4 sin diferencias
significativas entre los grupos (p = 0,349).

Relación entre colesterol sérico, EM-X y función vascular
La regresión lineal entre la RDE y los niveles de

colesterol sérico, muestra una relación negativa y signi-
ficativa. Es decir, a mayores niveles de colesterol sérico,
el porcentaje de RDE fue menor (p = 0,003) (Figura 2).
Los resultados obtenidos de la prueba de Kruskall-Wallis
indican que no hay un efecto del EM-X sobre la RDE
(p = 0,077) (Figura 3), y el efecto del EM-X sobre la RIE
fue estadísticamente significativo (p = 0,034) (Figura 4A).
El resultado de la ANCOVA que evaluó el efecto del EM-X
y del colesterol sobre el EC-50, indica que el nivel de
colesterol sérico no tiene ningún efecto sobre el EC-50
(p = 0,378), mientras que el EM-X sí (p = 0,036). Este
efecto se evidencia en las diferencias significativas exis-
tentes entre el grupo 3 y el 4 (p = 0,039) (Figura 4B).

Análisis histomorfométricos

Grupo 1: aterosclerosis con  EM-X
Las características histomorfométricas de las lesiones

fueron: área del vaso: 6,3 ± 0,6 mm2, área del lumen:
5,1 ± 0,5 mm2 y  área de la placa aterosclerótica: 0,75
± 0,05 µm2 (Figura 5A).

Grupo 2: aterosclerosis sin EM-X
Las características histomorfométricas de las lesiones

fueron: área del vaso: 5,9 ± 0,8 mm2 (p = 0,57),  área
del lumen:  4,89 ± 0,7 mm2 (p=0,89) y área de la placa
aterosclerótica: 0,62 ± 0,05 µm2 (p = 0,85) (Figura 5B).

Grupo 3: control sin EM-X
Las características histomorfométricas de las lesiones

fueron: área del vaso: 6,5 ± 0,7 mm2 y área del lumen:
5,3 ± 0,5 mm2 y área de la placa aterosclerótica: 0,0
µm2 (Figura 5c).

Grupo 4: control con EM-X
Las características histomorfométricas de las lesiones

fueron: área del vaso: 6,1 ± 0,5 mm2 (p = 0,61), área
del lumen: 5,1 ± 0,2 mm2 (p = 0,88) y área de la placa
aterosclerótica: 0,0 µm2 (p = 0,95) (Figura 5d).

Figura 2. Relación entre el nivel de colesterol sérico y el porcentaje de
relajación máxima con acetil-colina (logaritmizado). Verde: grupo de
conejos con HC + EM-X; Azul: Sano sin EM-X; Gris: Sano + EM-X; Rojo:
HC sin EM-X. Ach= Acetilcolina; HC: Conejos con hipercolesterolemia.

Figura 3. Efecto del EM-X sobre el porcentaje de relajación máxima con
Ach. La figura muestra en el eje Y el efecto de la dieta y el EM-X sobre
el porcentaje de relajación con Ach, cuando ha sido controlado de
antemano el efecto del colesterol sérico. Ach= acetilcolina; HC: conejos
con hipercolesterolemia.

Análisis de inmunohistoquímica
El análisis de inmunohistoquímica (Figura 6) mostró

también presencia de células endoteliales teñidas con
CD31 con un porcentaje de cobertura luminal en el
grupo 1 de 93%, en el grupo 2 de 89%, en el 3 de 91%
y en el 4 de 87%, sin diferencias significativas entre los
cuatro grupos (p = 0,85).
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Figura 4..... A     Curva del porcentaje de relajación obtenido con dosis acumulativas de nitroglicerina (NTG) para los cuatro grupos evaluados. B
Comparación del EC-50 de NTG obtenido para cada uno de los grupos evaluados.HC: conejo hipercolesterolémico. HC + EM-X: conejo
hipercolesterolémico con administración de EM-X. Sano + EM-X: conejo sano con administración de EM-X. Sano: conejo sano. HC: conejos con
hipercolesterolemia.

Figura 5. Segmentos de aorta torácica procedentes de conejos. El panel A, representa el grupo 1. Se observa un corte de arteria enferma con
aterosclerosis temprana, tinción tricrómico elástica. 2X. El panel B, representa el grupo 2. Se observa un corte de arteria enferma con aterosclerosis
temprana, tinción tricrómico elástica. 2X. En el Panel C, representa el Grupo 3. Se observa un corte de arteria sana, tinción tricrómico elástica. 2X.
El panel D, representa el grupo 4. Se observa un corte de arteria sana, tinción tricrómico elástica, 2X.

Discusión
La aterosclerosis es una enfermedad multifactorial

compleja, de la que inicialmente se pensaba (de forma
simplista) se iniciaba por la captura de c-LDL dentro de
la pared arterial, lo que daba como resultado la forma-
ción de una placa aterosclerótica (35, 36). Con el
transcurrir de los años, el progreso de la lesión puede
resultar en fisura, ruptura y formación de trombos con la
consecuente manifestación clínica de  angina de pecho,
infarto agudo del miocardio, accidente cerebrovascular
o muerte súbita (37, 38).

Muchas de las investigaciones recientes realizadas en
la patogénesis de la aterosclerosis, se han centrado en
el papel del estrés oxidativo local sobre el c-LDL. En
1979, Goldstein y colaboradores (39) fueron capaces
de demostrar que las moléculas de c-LDL oxidadas eran
rápidamente capturadas por monocitos/macrófagos y
eran un factor importante para su diferenciación a
células espumosas en la íntima arterial. El papel de la
participación de tales lipoproteínas modificadas por la
oxidación en la formación de la placa aterosclerótica, ha
sido sugerido por estudios que muestran la presencia de
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anticuerpos específicos contra c-LDLox en la placa (40),
así como la identificación de productos que resultan de
la oxidación de LDL tales como F2-isoprostanes e
hydroxyeicosanoides (41-44). Mientras estos compues-
tos pueden representar  marcadores de un daño oxidativo
in-vivo, también poseen actividades biológicas relevan-
tes en el proceso de la aterogénesis. La disfunción
endotelial, la adherencia de células sanguíneas al
endotelio y la activación de mediadores inflamatorios y
la diferenciación de monocitos han sido ampliamente
descritas (45-47).

La «hipótesis oxidativa» del proceso de aterosclerosis
propone que la modificación oxidativa de los lípidos con
formación local en partículas de c-LDL oxidadas, contri-
buye a la aterogénesis (47, 48). Los antioxidantes, que
han sido efectivos contra la peroxidación de lípidos
podrían así reducir el fenómeno de la aterosclerosis y ser
potencialmente terapias de protección contra las enfer-
medades cardiovasculares (47).

La terapia con vitaminas antioxidantes, ha surgido
como una posibilidad útil en la prevención y el tratamien-
to de la aterosclerosis. Los grandes estudios clínicos
prospectivos no demostraron ningún beneficio con el
uso de una terapia antioxidante individual administrada
sin una terapia hipolipemiante concomitante. Sin em-
bargo, se ha planteado que el uso de las dos terapias
combinadas (antioxidante e hipolipemiante) sí podría
tener una interacción favorable. El estudio HATS (49), no
mostró ningún beneficio significativo de un «cocktail» de
vitaminas administrado en forma individual. Se ha llega-
do a plantear si las terapias combinadas podrían tener

un efecto adverso al reducir la acción
hipolipemiante de la terapia lipídica. El
Heart Protection Study (50) comparó las
vitaminas antioxidantes versus sus placebos
en un diseño factorial con simvastatina (40
mg/día) versus placebo. Este estudio tam-
poco mostró ningún beneficio cardiovas-
cular (y no vascular) de una combinación
de vitaminas similar a las combinaciones
en HATS. Además, existió una ligera pero
importante diferencia significativa entre la
terapia antioxidante con vitaminas y el
placebo en el análisis de c-LDL, TG y
niveles de c-HDL (p= 0,0001). La totali-
dad de la evidencia de estudios realizados
con vitaminas antioxidantes, demuestra que
éstas no tienen beneficio en la población
general con riesgo cardiovascular alto o
bajo cuando se consumen para la preven-

ción de enfermedad vascular nativa o cáncer. Otras
indicaciones propuestas en forma especial (51-55) re-
quieren de un mayor estudio.

En contraste con los resultados anteriores, existe
alguna evidencia clínica epidemiológica que afirma que
los antioxidantes consumidos en la dieta o como suple-
mentos, reducen el riesgo cardiovascular (56). Evidencia
experimental da soporte a las propiedades anti-
aterogénicas de la vitamina E (57). Así mismo, se ha
fallado en mostrar cualquier efecto benéfico en recientes
estudios de intervención con vitamina E (58). Los suple-
mentos prolongados de vitamina E no reducen la
peroxidación lipídica en sujetos con factores de riesgo
cardiovasculares mayores. La observación sobre la velo-
cidad de peroxidación lipídica es cerca de lo normal en
una gran población de sujetos, lo cual podría ayudar a
explicar por qué la vitamina E no es efectiva como
antioxidante y tampoco ha sido efectiva en estudios de
prevención cardiovascular a gran escala (59).

A pesar de que la evidencia científica hasta el momen-
to publicada no muestra beneficios de la terapia
antioxidante sobre la aterosclerosis, no deja de ser
llamativa la «hipótesis oxidativa» para continuar plan-
teando nuevas formas de tratamiento. EM-X es una
bebida antioxidante novedosa derivada del salvado de
arroz y extractos de algas marinas que fueron fermenta-
dos con micro-organismos efectivos (EM). EM-X contie-
ne más de 35 minerales, α-tocoferoles, lycopene, ubi-
quinona, saponina y flavonoides. Ha generado gran
interés por su papel antioxidante y barredor de radicales
libres in-vitro e in-vivo con potenciales efectos benéficos

Figura 6.          Segmentos de aorta torácica procedentes de conejos alimentados con fórmula
comercial y suplemento de colesterol al 1%, durante 16 semanas. En el panel A se observa
un corte de arteria enferma con aterosclerosis temprana, tinción CD31. 2X. En el panel B
se observa el mismo corte de arteria enferma, tinción CD31. 60X. Nótese la presencia de
células endoteliales en segmentos de la placa ateroesclerótica temprana como en el
segmento sano adyacente.
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para la salud humana. Se están llevando a cabo Intere-
santes estudios en la validación de sus efectos en enfer-
medades como cáncer, asma, hepatotoxicidad, circula-
ción sanguínea, modulación de citokinas, enfermedad
dental y periodontal, infección (bacterias y virus), SIDA,
dolor, alopecia, diabetes mellitus, colitis ulcerativa, artri-
tis degenerativa y artritis reumatoide entre otros. Chui y
colaboradores (52) demostraron que las altas concen-
traciones de EM-X, podrían tener una actividad inhibitoria
de células cancerígenas en seno y leucemia, sugiriendo
que el EM-X inhibe el crecimiento celular y reduce el
potencial de generación de células de cáncer, posible-
mente a través de una actividad anti-oxidante. Datla y
colaboradores (61) describen que el EM-X tiene un
efecto potencial neuroprotector en pacientes con enfer-
medad de Parkinson. Se han demostrado otros efectos
benéficos anti-oxidantes a nivel de retina (62), riñón e
hígado (63), e inhibición de la liberación de IL-8 y
peroxidación de fosfolípidos in-vitro (64).

En este estudio, se procuró demostrar que la ingestión
de EM-X previene la formación de placa aterosclerótica y
favorece la relajación vascular in-vitro, aún en presencia
de arterias enfermas con aterosclerosis y disfunción
endotelial en un modelo de aterosclerosis temprana en
conejos hipercolesterolémicos. Nuestros resultados no
confirman esta hipótesis. Los conejos tratados con EM-X
no mostraron beneficio en cuanto a las cifras de colesterol
sérico, formación de placa aterosclerótica ni mejoría en la
relajación vascular dependiente de endotelio.

Conclusión
La «hipótesis oxidativa», ha favorecido implementar

nuevas terapias antioxidantes en la prevención y trata-
miento de la aterosclerosis. En nuestro estudio, no se
demuestra beneficio del EM-X como terapia antioxidante
en la prevención de placa aterosclerótica y en la relaja-
ción vascular dependiente de endotelio in-vitro, en un
modelo experimental en conejos sanos o hipercolestero-
lémicos. Sin embargo, los resultados de efectos benéfi-
cos en otros estudios y patologías, sugieren que se deben
hacer nuevos estudios en el área de la aterosclerosis,
implementando nuevas dosis terapéuticas y mayores
concentraciones en su consumo.
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