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Resumen

Objetivo: La hiperplasia intimal del endotelio venoso es una de las principales causas de trombosis en reconstrucciones
vasculares. Este proceso patoldgico se define como la respuesta celular y molecular caracterizada por una proliferacion
anormal de células musculares lisas. Se ha descrito una asociacion importante de la hiperplasia intimal con sefiales troficas,
algunas asociadas a factores de crecimiento como el factor de crecimiento derivado de plaquetas. Dichos mecanismos
iniciadores aun no han sido bien caracterizados a nivel molecular. La hiperplasia intimal generalmente incluye la presencia
de células de musculo liso alfa-actina positivas, matriz extracelular, componentes celulares inflamatorios como macrdfagos,
leucocitos y una amplia variedad de mediadores y citocinas. El objetivo de este estudio fue desarrollar un modelo experi-
mental para el estudio de la fisiopatologia de la hiperplasia intimal venosa en los primeros 7 dias. Métodos: Nuestro estudio
incluyd 12 conejos. A 6 de estos se les realizd una lesion inducida mediante angioplastia con baldén en la vena femoral
(fuerza tensional por barotrauma), los restantes fueron controles. Resultados: Utilizando un modelo de lesion tensional
venosa por medio de barotrauma pudimos reproducir los eventos detonantes de las primeras fases en el desarrollo de la
hiperplasia intimal venosa. Estos cambios se reflejaron a nivel sistémico e histopatolégico. Conclusiones: La experiencia
del manejo del conejo como modelo experimental cumplio las expectativas técnicas para la evaluacion de la fisiopatologia
de la hiperplasia intimal venosa y esto aunado a la ausencia de complicaciones (0% de mortalidad, 0% de morbilidad).
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Abstract

Objective: Intimal venous endothelial hyperplasia is one of the main causes of thrombosis in vascular reconstructions. This
pathological process is defined as the cellular and molecular response characterized by an abnormal proliferation of smooth
muscle cells. An important association of intimal hyperplasia with trophic signals has been described, some associated with
growth factors such as growth factor derived from platelet-derived growth factor platelets. Such initiating mechanisms have
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not yet been well characterized. Intimal hyperplasia generally includes the presence of alpha-actin positive smooth muscle
cells, extracellular matrix, inflammatory cellular components such as macrophages, leukocytes and a wide variety of mediators
and cytokines. The objective of this study was to develop an experimental model for the study of the pathophysiology of
venous intimal hyperplasia in the first 7 days. Methods: Our study included 12 rabbits. 6 of these patients underwent an
injury by balloon angioplasty in the femoral vein (tension force by barotrauma), the remaining were controls. Results: Using
a model of endothelial lesion through barotrauma, we were able to reproduce the detonating events of the early stages in
the development of venous intimal hyperplasia. These changes were reflected at the systemic and histopathological level.
Conclusions: The experience of rabbit management as an experimental model met the technical expectations for the eva-
luation of the pathophysiology of venous intimal hyperplasia and this coupled with the absence of complications (0% mor-

tality, 0% morbidity).

Key words: Intimal hyperplasia. Platelet-derived growth factor. Tension force. Barotrauma. Venous endothelium.

Introduccion

La hiperplasia intimal es la respuesta celular y
molecular caracterizada por una proliferacion continua
y anormal, predominantemente de células musculares
lisas, tejido conectivo y matriz extracelular, que con-
duce a hiperplasia de la capa intima del vaso y este-
nosis luminal'2. Varios factores de crecimiento, que
estimulan la proliferacion celular, son las principales
moléculas reguladoras del crecimiento para las células
in vitro y probablemente también in vivo®. Estos facto-
res de crecimiento se han identificado como precur-
sores en la generacion de hiperplasia intimal. Es de
particular interés, que el factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF) ha sido identificado como un
marcador de hiperplasia intimal del endotelio vascular.
Es importante reconocer la expresion de mediadores
durante la patogénesis de la hiperplasia intimal, los
cuales incluso pueden ser potenciales blancos ter-
apéuticos®. En las fases iniciales del desarrollo de hip-
erplasia intimal se ha demostrado que los factores de
crecimiento constituyen importantes reguladores de
migracion y proliferacion celular?. Los factores de cre-
cimiento mas importantes de proliferacion y migracion
celular son péptidos que tienen la capacidad de unirse
areceptores de tirosina cinasa®. Los dos factores de cre-
cimiento mas estudiados son PDGF y el factor de cre-
cimiento de fibroblastos (FGF). Existe evidencia de
liberacion de PDGF durante los primeros minutos pos-
teriores a la manipulacion de células endoteliales. El
FGF tiene una liberacién en etapas mas tardias’.

El PDGF fue originalmente descrito en sangre, pero
también es producido por células musculares lisas y
endoteliales. Se trata de una glicoproteina compuesta
por dos cadenas de polipéptidos con peso de 27 a 31
kd. EI PDGF esta formado por moléculas diméricas que
pueden existir como homodimeros o heterodimeros de
dos cadenas peptidicas diferentes pero relacionadas,

llamadas PDGF-A y PDGF-B (es decir, PDGF-AA,
PDGF-BB y PDGF-AB). Las células endoteliales secre-
tan de forma predominante, el homodimero PDGF-BB.
El PDGF es un importante mitdgeno y desempefia un
papel importante en la migracién de células muscu-
lares lisas desde la capa media a la capa intima’®-'2,

La produccién de este factor de crecimiento se ha
evaluado experimentalmente. Los injertos venosos im-
plantados en la circulacion arterial aumentan de forma
significativa la produccién de PDGF. Cuando estos
injertos son reimplantados en la circulacién venosa, la
produccion disminuye'®. La administracion de antago-
nistas contra el PDGF en ratas sometidas a angioplas-
tia arterial provoco una reduccién del 40% de hiper-
plasia intimal'4. EI PDGF se libera durante los primeros
minutos después de la manipulacion del endotelio vas-
cular®, Es un importante factor quimioatrayente que
estimula la migracion de las células musculares lisas
hacia la capa intima durante los primeros 7 dias
después del dano endotelial. Secundario a ello, las
células musculares lisas cambian su fenotipo contractil
a uno proliferativo®. A partir de entonces, el posterior
engrosamiento intimal depende casi exclusivamente
de la deposicién de matriz extracelular, sobre todo
estimulada por el FGF'®. Debido al importante papel
del PDGF en la generacion de hiperplasia intimal, la
terapia antiplaquetaria se ha propuesto como un mod-
ulador en la respuesta endotelial, teniendo como ob-
jetivo terapéutico el bloqueo de la activacion de las
plaquetas'”°.

El objetivo de nuestro estudio fue evaluar la hiper-
plasia de la intima y su asociacién con el PDGF en un
modelo experimental (conejo de raza Nueva Zelanda)
de lesion tensional (barotrauma) en la vena femoral por
medio de una lesién inducida por baldén. De esta forma
se puede desarrollar un modelo experimental para el
estudio de nuevos objetivos terapéuticos en hiperplasia
intimal venosa.
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Material y métodos
Modelo experimental

Nuestro estudio incluyd 12 conejos de raza Nueva
Zelanda, con un peso aproximado de 2.0 kg cada uno.
Se rasuraron las partes laterales dorsales de las orejas
y las regiones inguinales. El estudio fue realizado
segun la Normativa Oficial Mexicana 062-ZOO para el
uso y cuidado de animales de laboratorio. Todos los
animales fueron operados bajo anestesia general
conforme al Comité institucional de cuidado y uso de
animales de la Facultad de Medicina de Harvard. Los
farmacos empleados fueron: Xilazina (6 mg/kg), un
agonista alfa-adrenérgico A2; ketamina (50 mg/kg),
un inhibidor de N-metil-D-aspartato, pentobarbital
(Sagatal) (40 mg/kg), un anestésico, y paracetamol
(100 mg/kg), un antipirético y analgésico.

Procedimiento experimental

Se realizé un estudio experimental, prospectivo, alea-
torizado y controlado, basado en una lesién tensional por
barotrauma en la vena femoral. Todos los experimentos
se llevaron a cabo en el Departamento de Cirugia de la
Universidad Nacional Autdnoma de México.

Incluimos un total de 12 conejos machos de la espe-
cie Oryctolagus, Nueva Zelanda. Para el desarrollo del
modelo incluimos 3 fases:

— Fase I: Se tom6 una muestra sanguinea (vena per-
iférica en la oreja derecha). Se realizd una incision
inguinal izquierda (debajo del ligamento inguinal)
hasta que se localizé el paquete neurovascular fem-
oral. Se efectud una puncion directa de la vena fem-
oral con un catéter del n.° 24 G, y se avanzé una guia
hidrofilica de 0.14 “ hacia la vena cava inferior y la
auricula derecha bajo control fluoroscoépico. Utilizan-
do un sistema de rapido intercambio, se avanzé un
balén de angioplastia de 20 x 4 mm. Bajo control
fluoroscdpico, el baldn se colocé en la vena femoral
ipsilateral. Se realizéd una insuflacion a 14 atm de
presion (presion de ruptura), para realizar una lesion
en la vena femoral secundaria a sobredistension vas-
cular durante 3 minutos. Mediante este método, se
realizd una lesion aguda por barotrauma en el endo-
telio venoso. La vena femoral en el modelo experi-
mental propuesto mide aproximadamente 1.5 mm,
por lo que cuando se usa un balén de 4 mm se logra
distender la vena tres veces su tamafno normal. Fi-
nalmente, al retirar el balén se realizd un control
angiografico para verificar la permeabilidad del siste-
ma venoso profundo.

— Fase lI: 12 horas después del barotrauma venoso, se
obtuvo la segunda muestra de sangre periférica.

— Fase lll: 7 dias después del procedimiento se tomd
la tercera muestra de sangre periférica. Finalmente,
los animales fueron sacrificados para estudio his-
tologico y cuantificacion de PDGF por ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) (0 horas,
12 horas y 7 dias). Para fines de control, se obtu-
vieron venas femorales contralaterales.

Analisis histopatologico

Medimos el desarrollo de hiperplasia intimal venosa
mediante analisis histopatoldgico (7 dias posteriores al
barotrauma en el endotelio venoso). EI modelo exper-
imental de lesién por baldn se compard con el grupo
control. Para este propdsito, las muestras de tejido
obtenidas se procesaron, se incluyeron en parafina y
se seccionaron de acuerdo con métodos estandar us-
ando Tissue-Tek TEC y Tissue-VIP (Sakura Finetek
USA, Inc. Torrance, CA, EUA) con un agente de in-
clusién y un procesador de tejido, respectivamente.

Posteriormente se realizaron tinciones en muestras
de 5 pm de espesor utilizando hematoxilina y eosina
(Leica ST520, Wetzlar, Alemania). Se evalud y registré
la presencia de hiperplasia intimal. Para ello, el area
total de las venas se evalu6 microscépicamente (Nikon-
eclipse 80i, Melville, NY, EE.UU.) utilizando la regla
estandar en la platina del microscopio. Se realizaron
microfotografias de manera sistematica a lo largo de
toda la seccion de tejido.

Ensayo de densitometria para la
evaluacion de hiperplasia intimal venosa

El analisis densitométrico de la hiperplasia intimal en
las venas de conejo se evalud para el grupo experimen-
tal (barotrauma) y control usando el software Image J.

Deteccion de PDGF-BB por ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas

Las muestras de sangre periférica se obtuvieron a las
0 horas, 12 horas y 7 dias. La sangre se mantuvo du-
rante 30 minutos a temperatura ambiente, seguido de
2 horas en hielo para inducir coagulacion. Se centrifuga-
ron las muestras a 3,000 revoluciones por minuto, du-
rante 10 minutos para separar el suero, que luego se
almacend a -80 °C. Para la identificacion de proteinas
especificas de PDGF-BB a 0 horas, 12 horas y 7 dias,
utilizamos el kit ELISA RayGioR Rabbit PDFG-BB.
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Figura 1. Histoquimica transversal. A: vena control (sin manipulacion) y vena con lesion inducida por balén, al
séptimo dia en cada caso. Escala (barra) = 100 pm. B: grupo control vs. grupo con lesion inducida por baldn, al
séptimo dia (area mm?2+ SEM). Para el anélisis histoldgico se utilizd imagen de microscopia optica AXIOVERT. El
analisis de densitometria se realizd con el software Image J version 1.x. Se utilizé una prueba ANOVA de una via
seguida de una prueba post-hoc de Tukey para comparacion de las medias. Nivel de significancia *p < 0.05.

SEM: standard error of the mean.

Resultados

El modelo experimental demostrd generar hiperpla-
sia intimal en el endotelio venoso. Este modelo piloto
fue factible y reproducible. El conejo de raza Nueva
Zelanda como modelo experimental para la hiperplasia
intimal cumplié las expectativas técnicas sin complica-
ciones (0% de mortalidad, 0% de morbilidad). La hip-
erplasia intimal producida por el modelo se demostrd
con el andlisis histopatoldgico.

La medicion de la capa intima en el grupo de venas
de control fue 126.12 mm2+ 10.8, y en el grupo exper-
imental, 232 mm? + 22.7. La diferencia entre el grupo
control y el grupo experimental fue de 106 mm?+ 11,9.
Al comparar el grupo experimental frente al grupo con-
trol, se observé una diferencia estadisticamente signif-
icativa (Fig. 1).

En la medicién de las concentraciones séricas de
PDGF-BB en el grupo experimental, los niveles a las
0 horas fueron de 0.22 pg/ml + 0.04. Se observé un

pico a las 12 horas de 0,42 pg/ml + 0,20, que disminuyo
hacia el séptimo dia a 0,17 pg/ml = 0,09 (Fig. 2).

Discusion

Este trabajo de investigacion evalua los primeros
eventos de hiperplasia intimal, centrados en las sefiales
fisiopatoldgicas secundarias a una lesion vascular por
barotrauma sobre un endotelio venoso. Para este fin,
hemos desarrollado un nuevo modelo experimental
para la evaluacién de los cambios histopatoldgicos de
la hiperplasia de la intima asociada al PDGF como un
efector principal. Se evalu6 la variante PDGF-BB, ya
que es la mas especifica en el endotelio vascular®2°.

Se ha demostrado que uno de los eventos que reg-
ulan las fases iniciales de la proliferacion de células
musculares lisas en la capa media, y su migracion a
la capa intima es detonada por el PDGF, el cual se
libera de plaguetas y células endoteliales?'-23,
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Figura 2. Niveles séricos PDGF-BB dependientes del
tiempo después de una lesidn inducida por balon. En el
suero del grupo experimental, se analizo PDGF-BB
(pg/ml) al tiempo 0.12 horas y 7 dias. El analisis se
realiz6 en un espectrofotdmetro de microplacas Sky
Multiscan. Grupo experimental n = 6 por grupo.

Durante los ultimos afios se han desarrollado mod-
elos animales para el estudio de la biologia vascular.
La hiperplasia intimal venosa se ha identificado como
una de las principales causas de falla para recon-
strucciones vasculares y fistulas arteriovenosas, por
lo cual con estos modelos experimentales no solo se
ha estudiado la fisiopatologia vascular, sino que se
han propuesto estrategias terapéuticas para disminuir
estas complicaciones en cirugia vascular?*. Los mod-
elos porcinos, unos de los mas utilizados, tienen la
ventaja de tener vasos de mayor calibre, accesibles
y apegados a la anatomia de un ser humano, sin em-
bargo, su manejo y costo hace que sea dificil su uso
cotidiano®*2%, Los modelos murinos han surgido como
un excelente modelo para el estudio de la biologia
vascular, con el mayor potencial para obtener mas
informacion sobre los mecanismos moleculares sub-
yacentes debido a la disponibilidad de tener ratones
transgénicos. La principal limitacién de este tipo de
modelos es el tamafo de los vasos, debido a que se
requiere una curva de aprendizaje en técnicas de
microcirugia avanzada®®?’. En rata se desarrollé un
modelo de fistula aortocava para estudiar la patogé-
nesis de la hipertrofia cardiaca y el efecto cardiovas-
cular de la insuficiencia cardiaca congestiva. Se ha
utilizado, también, para estudiar la fisiopatologia de
fistulas arteriovenosas®>28. Ademas de compartir lim-
itaciones similares con los ratones, una desventaja de
este modelo es que el desarrollo de lesiones estendti-
cas hemodinamicamente significativas en fistulas ar-
teriovenosas es mucho mas lento en ratas que en

modelos murinos. Las ratas (sobre todo Wistar) tam-
bién han demostrado ser un adecuado modelo para
estudiar la fisiopatologia en la falla de reconstruc-
ciones vasculares?®3°, Finalmente hay modelos ex-
perimentales que, aunque menos frecuentemente us-
ados, también han demostrado su efectividad. Tal es
el caso de perros, primates, ovejas y cabras®'32, No-
sotros elegimos el modelo de conejo para estudiar las
alteraciones histopatoldgicas y sistémicas de la influ-
encia del PDGF en el endotelio venoso posterior a
una lesién vascular por barotrauma. Se han descrito
algunos experimentos en arterias de conejos, pero
esta es la primera descripcién de experimentos en
venas, especificamente enfocados a hiperplasia inti-
mal. Este modelo experimental demostré generar hip-
erplasia intimal en el endotelio venoso ademas de ser
reproducible.

Por otro lado, la validez del estudio de alteraciones
vasculares en animales ha sido un tema de debate
poniendo sobre la mesa las similitudes con pacientes
humanos, como por ejemplo estados de insuficiencia
renal cronica terminal. Este escepticismo se relaciona
principalmente con el uso de modelos animales relati-
vamente sanos que podrian mostrar una respuesta
diferente a alteraciones vasculares®*. Debido a este
concepto hay grupos de investigadores que han creado
modelos bioldgicos urémicos con la finalidad de poder
replicar las fases mas avanzadas de la enfermedad
renal cronica terminal y su efecto en fistulas arteriove-
nosas y reconstrucciones vasculares®®.

Finalmente, se debe tener en cuenta que la gener-
acion de hiperplasia intimal tiene fases y mecanismos
fisiopatoldgicos diferentes, cuyo estudio se debe re-
alizar por separado y el modelo experimental debe ser
reproducible en estos escenarios en especifico?. Los
cambios hemodinamicos presentes en una anastomo-
sis arteriovenosa son muy complejos y existen diferen-
cias significativas dependiendo del momento y me-
canismo de accién de estos eventos fisioldgicos y
fisiopatoldgicos®.

El paso de sangre a través de un sistema vascular
genera dos fuerzas hemodinamicas principalmente:
fuerzas de cizallamiento (shear stress), que estan
directamente relacionadas con la velocidad de flujo,
la viscosidad de la sangre y el diametro del vaso
sanguineo, y las fuerzas de tension radial, que de-
penden de la presién de la sangre sobre las dimen-
siones (diametro y grosor) del vaso sanguineo®43%,
Para estudiar los cambios hemodindmicos en una
anastomosis arteriovenosa es muy importante sepa-
rar ambos mecanismos hemodinamicos debido a que
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son muy diferentes en cuanto a cronologia, vias de
sefalizacion y fisiopatologia. El presente trabajo
evalua las alteraciones mas tempranas, enfocadas en
el mecanismo fisiopatoldgico generado por fuerza
tensional radial®16:3¢,

En estudios experimentales se ha demostrado que
las fuerzas tensionales sobre el endotelio venoso en
una anastomosis arteriovenosa se elevan méas de 10
veces, comparado con el nivel basal. Estos cambios
moleculares se pueden detectar de una forma tan tem-
prana como 8 minutos después de la lesién vascu-
lar'®%7, Posterior a una angioplastia con baldn en el
endotelio venoso se crea una obvia lesion vascular.
Esta lesion genera denudacion de las células endote-
liales. Inmediatamente después de la lesién se adhie-
ren y se granulan plaquetas dentro del vaso afectado.
Las células musculares lisas inician su proliferacion en
la capa media aproximadamente en las primeras 12
horas después de la lesion. Durante los 4 dias sigui-
entes, las células musculares lisas migran hacia la
capa intima, donde algunas de ellas contindan prolif-
erando generando estenosis del lumen del vaso3®6:38:39,
Posteriormente existe deposicion de matriz extracelular
alrededor de la capa intima, lo cual agrava la esteno-
sis. Se ha demostrado que uno de los eventos que
regula las fases iniciales de proliferacion de células
musculares lisas en la capa media y su migracion a la
capa intima es detonado por el factor de crecimiento
derivado de plaquetas, el cual es liberado de plaquetas
y células endoteliales*®*!. Después de una lesién vas-
cular secundaria a fuerzas de tensién radial, la matriz
extracelular se encuentra desorganizada, las células
pierden contacto entre ellas y entran en apoptosis.
Para compensar aquellas células que sobreviven a la
lesidn inicial, los factores de crecimiento facilitan el
engrosamiento de la capa intima. Las fuerzas de ten-
sion radial en las etapas mas tempranas activan recep-
tores de tirosina cinasa, en donde el PDGF juega un
papel fundamental®2%.21.4243. Estos conceptos se dem-
ostraron en nuestro modelo experimental.

Conclusiones

En este trabajo, proponemos un modelo experi-
mental que simula los eventos desencadenantes de
la hiperplasia de la intima, centrado en el PDGF
como el principal efector. El modelo experimental fue
capaz de generar eventos que detonaron la expresion
de PDGF evaluados por ELISA, e hiperplasia de la
intima analizado por histopatologia. Por lo tanto, con-
stituye un modelo adecuado para caracterizar vias

moleculares centradas en el PDGF e hiperplasia in-
timal en el endotelio venoso. Es importante reconocer
la expresion de mediadores durante la patogénesis
de la hiperplasia intimal, los cuales incluso pueden
ser potenciales blancos terapéuticos. En las fases
iniciales del desarrollo de hiperplasia intimal se ha
demostrado que los factores de crecimiento consti-
tuyen importantes reguladores de la migracion y pro-
liferacion celular.

Declaracion de ética en animales

El estudio realizado segutn la Normativa Oficial Mex-
icana 062-ZOO0 para el uso y cuidado de animales de
laboratorio. Todos los animales fueron operados bajo
anestesia general utilizando el Comité institucional de
cuidado y uso de animales de la Facultad de Medicina
de Harvard.

Responsabilidades éticas

Proteccién de personas y animales. Los autores
declaran que los procedimientos seguidos se conforma-
ron a las normas éticas del Comité de experimentacién
humana responsable y de acuerdo con la Asociacion
Médica Mundial y la Declaracién de Helsinki.

Confidencialidad de los datos. Los autores declar-
an que han seguido los protocolos de su centro de
trabajo sobre la publicacién de datos de pacientes.

Derecho a la privacidad y consentimiento infor-
mado. Los autores declaran que en este articulo no
aparecen datos de pacientes.
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