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Viabilidad de los sustitutos arteriales
obtenidos mediante bioingenierı́a
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Francisco Minguela4, Juan Manuel Bellón1 y Julia Buj�an2, Madrid, España

La búsqueda de sustitutos vasculares para reemplazar los vasos de calibre mediano o pequeño

constituye en la actualidad un motivo de preocupación para los cirujanos vasculares. Se diseña-

ron vasos obtenidos mediante bioingenierı́a para ser utilizados como equivalentes arteriales y se

evaluaron en un modelo canino in vivo. Se establecieron tres grupos de estudio: politetra-

fluoroetileno expandido (PTFEe; control, n ¼ 24), PTFEe sembrado de c�elulas endoteliales

(implante de CE, n ¼ 12), y PTFEe con una matriz de fibroblastos sembrada con CE (implante

de MF+CE, n ¼ 12). Los implantes se sometieron a un circuito femoral ex vivo diseñado ex

profeso y se implantaron en la arteria carótida durante 60 dı́as. Se evaluó la viabilidad de los

implantes prot�esicos. El circuito ex vivo reveló que la presencia de una matriz de fibroblastos

indujo m�as del doble de retención celular que los implantes de CE. Se observó una reducción

significativa de la adhesión plaquetaria en los implantes de CE. Tras el implante in vivo, los

vasos obtenidos mediante bioingenierı́a fueron m�as eficientes a la hora de evitar la oclusión que

los implantes prot�esicos. Los implantes de MF+CE indujeron una mayor endotelización que los

sembrados sólo con CE. La respuesta de hiperplasia de la ı́ntima se redujo en los sustitutos de

CE. Se observaron diferencias significativas en las c�elulas apoptósicas entre los implantes de

PTFEe con CE y los controles. Resumiendo, los vasos obtenidos mediante bioingenierı́a de-

mostraron poseer una mejor permeabilidad inicial que los implantes de PTFEe. El implante de

CE fue el mejor para hacer frente a la reestenosis, un buen indicador de la eficacia a largo plazo

del implante.

INTRODUCCIÓN

Los biopolı́meros puedenutilizarse para fabricar susti-

tutos arteriales enpacientes queno disponen de vasos

sanosadecuadosparaunbypass, comolavena safenao

la arteria mamaria interna1,2. Sin embargo, la trom-

bosis y la hiperplasia de la ı́ntima continúan siendo las

principales causas de fracaso de los implantes cuando

se sustituyen arterias de calibre pequeño ymediano3.

La hiperplasia de la ı́ntima, unproceso en el que se

forma una nueva capa conocida como ‘‘mioı́ntima/

neoı́ntima’’, se produce en respuesta al proceso de

reparación de las heridas producidas en la pared vas-

cular. Este proceso se caracteriza por la proliferación

celular y por la sı́ntesis y el depósito de matriz extra-

celular. Es el crecimiento excesivo de esta matriz ce-

lular lo que provoca la estenosis, reestenosis y/u

oclusión4. Sin embargo, en las t�ecnicas para el de-

sarrollo de implantes tisulares por bioingenierı́a, las
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c�elulas musculares lisas tienen un papel predomi-

nante ya que tambi�en actúan como armazón nece-

sario para la siembra de c�elulas endoteliales (CE).

Los recientes avances sobre la biologı́a de este fe-

nómeno han demostrado que el endotelio desem-

peña un papel importante en estos procesos5,6. Un

abordaje integral del problema requerirı́a el re-

vestimiento de la luz de la prótesis vascular con CE7.

La posibilidad de revestir los implantes vasculares de

pequeño calibre para mejorar su permeabilidad a

largo plazo supondrı́a un hito importante en la ci-

rugı́a vascular. Los esfuerzos realizados hasta la fe-

cha han consistido en la siembra de la superficie

prot�esica8 con diferentes tipos de c�elulas, como CE9,

miofibroblastos, y c�elulas mesoteliales10. En reali-

dad, el trasplante de CE en implantes vasculares ha

supuesto un gran avance para la ingenierı́a tisular,

ya que la mejora de la permeabilidad podrı́a reducir

teóricamente el fracaso de los implantes11.

En la actualidad, la biotecnologı́a ha combinado

la terapia de sustitución y de regeneración para cen-

trarse en la búsqueda de un sustituto vascular simi-

lar en estructura y función a los vasos originarios. El

empleo de c�elulas vivas, la manipulación del en-

torno extracelular y la creación de sustitutos biológi-

cos entran en el campo de la medicina reparadora,

cuyo objetivo es crear sustitutos biológicos que res-

tablezcan las funciones normales12.

Una de las �areas de actividadm�as intensa en la in-

vestigación de ingenierı́a tisular ha sido el desarrollo

de un m�etodo adecuado para crear un constructo de

tejido tubular. Algunos autores han logrado crear

vasos mediante bioingenierı́a utilizando exclusiva-

mente c�elulas, aunque en la mayorı́a de los estudios

se utiliza algún tipo de material como armazón, ya

sea natural o sint�etico. Nuestro grupo de investiga-

ción se ha embarcado en un proyecto que trata de

mejorar las propiedades del politetrafluoroetileno

expandido (PTFEe) antes de su implantación in

vivo5,10, y en la actualidad disponemos de datos su-

ficientes para pasar a comprobar el comportamiento

postimplante de varios constructos potenciales.

El objetivo de este estudio fue preparar vasos ob-

tenidos mediante bioingenierı́a para utilizarlos

como equivalentes vasculares. Se evaluó la capaci-

dad antitrombog�enica de los vasos obtenidos y su ca-

pacidad para mejorar el proceso de reparación

lesional o la hiperplasia de la ı́ntima en un modelo

experimental canino in vivo.

MATERIALES Y M�ETODOS

En todos los estudios se establecieron tres grupos de

implantes arteriales: PTFEe utilizado en la pr�actica

clı́nica (control, n ¼ 24), sembrado de CE en im-

plantes de PTFEe (CE, n¼ 12) y revestimiento de un

implante de PTFEe con una matriz de fibroblastos

sembrada con CE (MF+CE, n ¼ 12).

Obtención de las c�elulas autólogas

Las CE se obtuvieron de la vena yugular de perros

mestizos (15-25 kg). Se realizó una cervicotomı́a

vertical bilateral para exponer ambas venas yugula-

res, que se clamparon mediante dos puntos separa-

dos 8-10 cm. Una vez se obtuvo la porción venosa,

las CE se aislaron cateterizando la vena para intro-

ducir colagenasa tipo 1 al 0,1%.

Los fibroblastos se obtuvieron de la piel del lugar

del abordaje. Las muestras se cortaron en pequeños

explantes y se colocaron en frascos de cultivo. Los

cultivos se incubaron en M-199 y medio de McCoy

a 37�C en una atmósfera con un 5% de CO2 hasta

su confluencia.

Sembrado de las c�elulas en sustitutos

arteriales

Se utilizaron implantes vasculares de PTFEe de 6 cm

de largo (Gore, Elkton, MD) con un di�ametro

interno de 4 mm y una porosidad de 30 mm. Los seg-

mentos se canularon y se incluyeron en un cilindro

de cristal. La superficie prot�esica se trató con una so-

lución de fibronectina como adhesivo (20 mg/ml).

Despu�es del tratamiento, los implantes vasculares

se sembraron con c�elulas del primer pase (2 a 2,5

� 105/pocillo) en cuatro fases de 30 min a 37�C en

una incubadora de CO2. Durante cada fase, se con-

firió un giro de 90� a la prótesis en la c�amara de vi-

drio para que cada vez se sembrase un �area diferente

de la prótesis. Despu�es de este cultivo est�atico, el

biomaterial se perfundió in vivo con un medio y se

incubó sometido a una rotación suave constante a 6

rph hasta que se formó una monocapa en la su-

perficie del PTFEe. En el grupo MF+CE, la primera

siembra se realizó con fibroblastos; una vez se hubo

formado la monocapa, las c�elulas se fijaron a la su-

perficie del implante gracias a un tratamiento con

glicerol al 5% durante 5 min. Posteriormente se

realizó la siembra con CE.

Circuito ex vivo

Se estableció un circuito femoroauricular ex vivo en

12 perros cateterizando ambas arterias femorales y

el ap�endice auricular derecho, al que se accedió

mediante una esternotomı́a medial. Se utilizó una

sonda de polietileno de 4 mm para conectar cada

implante, y �estos se conectaron a las sondas de po-

lietileno unidas mediante una conexión en Y a la
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aurı́cula derecha. En cada perro se colocó un im-

plante de PTFEe y un vaso obtenido mediante

bioingenierı́a. Se mantuvo el flujo sanguı́neo du-

rante 45 min.

Antes de la exposición de los implantes sembra-

dos al circuito ex vivo, se comprobaron todos los

implantes para asegurar que el 100%de la superficie

prot�esica estuviese cubierta por CE. Despu�es de la

exposición al circuito ex vivo, se cuantificó el �area de

la superficie cubierta por CE sometiendo los cortes

histológicos para microscopı́a electrónica de barrido

a un an�alisis planim�etrico con un Analizador Mi-

crom (Microm, Madrid, España).

La adhesión plaquetaria a las prótesis se deter-

minó tras marcar las plaquetas del animal de experi-

mentación con 111In oxina y reinfundirlas al mismo

animal. Posteriormente las plaquetas se incubaron

en una solución de 111In oxina (100 mCi/ml) durante

15 min a temperatura ambiente. La capacidad

trombog�enica se estableció determinando la ra-

dioactividad como medida indirecta de las plaquetas

depositadas en la superficie luminal del implante.

Implantación de los vasos obtenidos

mediante bioingenierı́a

Para la implantación de los vasos obtenidos por

bioingenierı́a se utilizaron diferentes implantes. El

procedimiento se realizó bajo anestesia general en

las 24 arterias carótidas de los 12 perros, a los que

se administró heparina a razón de 100 U/kg. Las

dos arterias carótidas se expusieron mediante un

abordaje en la lı́nea media del cuello y se eliminó

un segmento de 5 cm de la arteria carótida que fue

sustituido por un implante de PTFEe (izquierda) y

por uno de los constructos (derecha) utilizando

para las anastomosis una sutura de polipropileno

de 7-0. Los animales se mantuvieron en jaulas en

condiciones constantes de luz y temperatura, de

acuerdo con las directrices de la Unión Europea

(CEE 2871-22A9) durante 60 dı́as, hasta que se reti-

raron los implantes.

Microscopı́a óptica

Las muestras se embebieron en parafina y se obtu-

vieron cortes histológicos seriados de 5 mmmediante

un microtomo Microm HM-325. Las tinciones utili-

zadas fueron hematoxilina-eosina, tricrómica de

Masson, y rojo sirio. Se determinó el grosor de la

neoı́ntima (proximal/distal y media) y el porcentaje

de col�ageno 1 y 3 (rojo sirio) en cortes histológicos

longitudinales de 5 mm de ancho (10/grupo de estu-

dio) utilizando un analizador de im�agenes compute-

rizadas Microm.

Microscopı́a electrónica de barrido

Se fijaron porciones de los implantes hasta alcanzar

el punto crı́tico en un instrumento Polaron E-3000

(Cambridge, MA, EE. UU.) con CO2. Las muestras

totalmente desecadas se metalizaron con oro-pala-

dio y se examinaron al microscopio electrónico de

barrido (DMS-950; Zeiss, Thornwood, NY).

Inmunohistoquı́mica

Los implantes se procesaron según el m�etodo des-

crito para la microscopı́a óptica. Los anticuerpos uti-

lizados fueron CD34 antimurino (Biog�enesis,

Sandown, NH), a-actina antimurina, y hepar�an sul-

fato anticunicular (perlecan; Sigma, St. Louis, MO).

La reacción antı́geno-anticuerpo se visualizó uti-

lizando el m�etodo de avidina-biotina marcada con

fosfatasa alcalina. El marcado se detectó mediante

microscopı́a óptica. Se examinaron diez cortes histo-

lógicos inmunomarcados con cada anticuerpo en

cada grupo de estudio y se sometieron a un an�alisis

cuantitativo con la ayuda de un analizador de

im�agenes Microm.

Lesión celular

Se determinaron las c�elulas lesionadas utilizando

una versión modificada de la t�ecnica del marcado

del extremo terminal de la desoxiuridina trifosfato

mediado por la desoxinucleotidil transferasa13 (TU-

NEL). Los fragmentos de ADN se detectaron utili-

zando un kit especı́fico (Calbiochem, San Diego,

CA). Se examinaron diez cortes histológicos/im-

plantes con un microscopio óptico (40x) y un ana-

lizador de im�agenes Microm. Se realizó el recuento

de las c�elulas positivas de un campo de cada cuatro

seleccionado de forma aleatoria en cada corte

histológico.

An�alisis estadı́stico

Todos los datos se expresan comomedia ± desviación

est�andar utilizando la aplicación Graph-Pad Prism v.

4 (San Diego, CA). Los datos del an�alisis de las

im�agenes se sometieron a un an�alisis estadı́stico des-

criptivo. Se comparó la media de los resultados entre

los grupos mediante la prueba U deMann-Whitney.

El nivel de significación se estableció en p < 0,05.

RESULTADOS

Circuito ex vivo

Antes de que los implantes sembrados se expusieran

al circuito ex vivo (control de preimplantación), el

porcentaje de superficie prot�esica cubierta por CE
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era de 98,8 ± 1,3. Tras una exposición de 45 min al

flujo sanguı́neo, cerca del 20% de las CE sembradas

permanecieron en la superficie del implante. El

porcentaje de implantes deMF+CE aumentó al 45%

(fig. 1a). En efecto, se pudo observar el rastro dejado

por las CE al separarse de la matriz de fibroblastos,

rastro que apareció cubierto por plaquetas (fig. 1c).

Los implantes de CE (fig. 1b) demostraron ser los

mejores ( p < 0,05) como revestimiento anti-

agregante plaquetario. La exposición del PTFEe al

flujo sanguı́neo indicó que este material es alta-

mente trombog�enico (fig. 1d). Los implantes de CE

solamente presentaron algunas plaquetas activadas

adheridas al endotelio o al PTFEe sin revestir (fig.

1e), mientras que las plaquetas del grupo MF+CE

aparecieron en los orificios producidos en la matriz

de fibroblastos desprovista de CE (fig. 1c).

Viabilidad in vivo de los implantes

prot�esicos

De los 24 implantes colocados, se ocluyeron 8; dos

de ellos eran vasos obtenidos mediante bioingenie-

rı́a y 6 eran prótesis de control (PTFEe). La oclusión

de los implantes arteriales se debió a una

trombosis.

Las prótesis de PTFEe control implantadas en la

arteria carótida izquierda fueron muy trombog�eni-

cas. El ı́ndice de trombosis fue del 50%, puesto

que se ocluyeron 6 de las 12 prótesis utilizadas

como control. Los implantes que estaban permea-

bles en el momento de la muerte mostraron una su-

perficie luminal que parecı́a endotelializada, con

pequeñas �areas trombog�enicas en la zona de sutura

(fig. 2a). En la zona media del implante, las zonas

endotelializadas alternaban con zonas que pre-

sentaban eritrocitos, depósitos de fibrina y leucoci-

tos (fig. 2b). El PTFEe mostró una discreta

infiltración celular en el tercio luminal, una au-

sencia de crecimiento celular en el terciomedio de la

pared del implante, y la presencia de c�elulas en el

tercio exterior, en la superficie de contacto con el

lado adventicio (fig. 2c). La hiperplasia de la ı́ntima

fue menor en el �area proximal del implante que en

el �area distal (fig. 2d).

De los 6 constructos de CE implantados en la ar-

teria carótida derecha, cinco fueron viables y uno

se ocluyó. Aparecieron �areas no revestidas por CE

Fig. 1. a Porcentaje de CE restantes en los constructos antes (control preimplantación) y despu�es (CE/MF+CE) de la

implantación en el circuito ex vivo. b Número de plaquetas (111In/cpm) retenidas en los diferentes constructos (*p <

0,05). c Im�agenes al microscopio electrónico de barrido de las �areas desprovistas de c�elulas (*) en los constructos de

MF+CE y algunas plaquetas (/) adheridas al endotelio (�1.000). d Grupo control (PTFE) mostrando una gran can-

tidad de plaquetas adheridas a la prótesis (/, �500). e Constructos mostrando algunas plaquetas activadas (/) ad-

heridas al endotelio (�1.000), en el circuito ex vivo. CE: c�elulas endoteliales; MF+CE: matriz de fibroblastos sembrada

con c�elulas endoteliales.
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(fig. 3a). En algunos implantes, la hiperplasia con-

sistió en una única capa endotelial y una pequeña

barrera celular en la capa adventicia bien conser-

vada (fig. 3b). El interior del PTFEe fue colonizado

por diferentes tipos celulares: c�elulas gigantes,

c�elulas polimorfonucleares, fibroblastos, posibles

restos de c�elulas sembradas, y c�elulas viables ocu-

pando zonas intersticiales.

De los 6 vasos de MF+CE obtenidos mediante

bioingenierı́a que se implantaron, cinco mantuvie-

ron la permeabilidad y uno se ocluyó. El comporta-

miento del grupo fue similar al mostrado por los

constructos de CE. La capa de hiperplasia intimal

originada en los extremos de la arteria receptora cu-

brió el PTFEe, lo que permitió la conservación de la

matriz formada por fibroblastos (figs. 3c y 3d). A

medida que avanzó hacia la mitad del constructo,

esta capa disminuyó de grosor hasta convertirse en

una fina capa celular (fig. 3e). Estos implantes

mostraron una importante c�apsula fibrosa con una

barrera formada por vasos y una intensa infiltración

debida a la reacción celular ante el cuerpo extraño.

Cuantificación del grosor de la neoı́ntima

La hiperplasia presentó un patrón uniforme en la

mayorı́a de los sustitutos arteriales utilizados en

este estudio. En cada implante, la capa mioı́ntima

se originó en la arteria receptora y creció hacia lami-

tad del constructo, alcanzando el grosor m�aximo en

el extremo distal. No se observaron diferencias signi-

ficativas al comparar la respuesta hiperpl�asica de los

diferentes constructos con el grupo control. En los

constructos de CE, la neoı́ntima fue significativa-

mente m�as delgada (p < 0,05) que en los implantes

de MF+CE (fig. 4a).

Al comparar las diferentes zonas de implante en-

tre los grupos de estudio, los constructos de MF+CE

difirieron significativamente de los de CE en cuanto

al grosor de la neoı́ntima en la zona distal. En la

misma zona, el grupo de CE presentó el menor grado

de hiperplasia. Al comparar el grosor de la neoı́ntima

de la zona medial entre el grupo control y el grupo

de MF+CE, las diferencias tambi�en fueron significa-

tivas (fig. 4b).

Fig. 2. a Aspecto macroscópico del constructo transcurridos 60 dı́as de su implantación en el que se observa la su-

perficie luminal endotelizada (LS) y la zona de sutura (SZ) con �areas trombog�enicas (/). b Imagen al microscopio

electrónico de barrido que muestra una lengua irregular de hiperplasia (IH) (�19). Pueden observarse redes de fibrina y

restos de leucocitos (/, �500). c Hiperplasia homog�enea de la ı́ntima (IH) en la zona distal del implante y una gruesa

capa adventicia (A, tricrómica m.o. �20). d La hiperplasia de la ı́ntima fue menor en el �area proximal del implante

(Tricrómica de Masson m.o. �40). PFTE: politetrafluoroetileno.
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Tinción rojo sirio

La t�ecnica nos permitió evaluar la presencia de

col�ageno y su madurez en el proceso de reparación

tisular. La respuesta del grupo control fue la encap-

sulación, una reacción tı́pica ante cualquiermaterial

extraño. Los implantes celulares mostraron un com-

portamiento similar; en este caso la encapsulación

Fig. 3. a Microscopı́a electrónica de barrido de la superficie del constructo de CE con zonas desnudas (*) del endotelio

(E) (�50). b Vista panor�amica del constructo de CE. A destacar la adventicia vascularizada (/) y el biomaterial (PTFEe)

infiltrado por c�elulas. Zona sin hiperplasia con una monocapa endotelial (E, hematoxilina/eosina m.o. �10). c Mi-

croscopı́a electrónica de barrido de la hiperplasia de la ı́ntima (IH) en forma de lengua en los constructos de MF+CE

(�100). El engrosamiento de la ı́ntima disminuye desde el extremo distal (d) hacia el centro del implante, alcanzando el

grosor mı́nimo en esta �area (e) (tricrómica m.o. �20). A: adventicia; PTFE: politetrafluoroetileno.
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consistió en la formación de una gruesa c�apsula de

col�ageno maduro (tipo 1) altamente organizado in-

filtrando el constructo. Esto fue m�as evidente en los

implantes deMF+CE y pareció estar relacionado con

la colonización celular (fig. 5a). Todos los grupos

mostraron un porcentaje estadı́sticamente signifi-

cativo de col�ageno maduro con respecto al tipo in-

maduro, pero no se observaron diferencias

significativas cuando se comparó un único tipo de

col�ageno (tabla I).

Inmunohistoquı́mica

Utilizamos un anticuerpo antiCD34 para confirmar

la presencia de endotelio y de microvasos dentro

del constructo de los diferentes grupos. Se detecta-

ron diferencias a nivel de la ı́ntima y en el interior

del PTFEe, con un marcado m�as intenso de las

c�elulas CD34 en el grupo del implante de CE (fig.

5b), pero estas diferencias en tinción no fueron es-

tadı́sticamente significativas. Este marcador reveló

que las c�elulas sembradas aparecieron en diferentes

capas de la ı́ntima y se vieron atrapadas por las

propias c�elulas de la mioı́ntima. Los implantes de

MF+CE mostraron un claro marcado de las c�elulas

CD34, que reveló la presencia de cordones celulares

y microvasos en el interior del constructo.

La expresión de la a-actina identifica la presencia

de angiog�enesis y c�elulas musculares lisas en rege-

neración. Su expresión en las prótesis control con-

firmó este aspecto, en particular en la adventicia,

en cuya microvascularización se detectó un intenso

marcado. Se observó el mismo patrón de expresión

en todos los implantes, que estuvo confinado a la

capa adventicia y a algunas c�elulas del interior de

la capa neoı́ntima en todos los grupos. No obstante,

la magnitud de la expresión fue diferente, siendo la

m�as elevada en los implantes de MF+CE debido a la

presencia de una amplia red angiog�enica (fig. 5c) y

al mayor número de c�elulas de lamioı́ntima con este

fenotipo, pero estas diferencias no fueron estadı́sti-

camente significativas.

El perlecan, un proteoglicano de tipo hepar�an

sulfato, es uno de los principales componentes de

la pared vascular que se expresa de forma muy in-

tensa en las CE de los microvasos. Se pudo observar

su expresión por parte de los fibroblastos en algunas

colonias de pequeño tamaño del grupo control. La

expresión del perlecan estuvo restringida a la c�elula,

mientras que los constructos mostraron el marcado

del anticuerpo en las c�elulas de la adventicia, que

delineaban claramente los haces de col�ageno (fig.

5d). Solamente algunas c�elulas del interior del

PTFEe, especialmente en los constructos sembrados

con c�elulas, expresaron el fenotipo perlecan. El

grupo control fue el que menos expresó el perlecan.

Lesión celular

Al comparar los porcentajes de c�elulas lesionadas se

observó una diferencia significativa ( p< 0,05) entre

los grupos de CE y control (fig. 6).

En el grupo control se observó un leve marcado

de la neoı́ntima, mientras que los valores m�as eleva-

dos se observaron en el biomaterial/adventicia. Los

implantes de CE presentaron valores m�as elevados

que el grupo control en las zonas de la neoı́ntima y

la adventicia. En los implantes deMF+CE, las c�elulas

positivas se distribuyeron de forma diferente, ob-

serv�andose m�as c�elulas marcadas en la ı́ntima y

Fig. 4. a Valores promedio del grosor de la capa ı́ntima (mm) en los diferentes implantes (proximal + distal + medio).

Solamente se observaron diferencias significativas entre los grupos de constructos de CE y de MF+CE (*p < 0,05).

b Grosor de la neoı́ntima (mm) registrado de forma individual para cada uno de los segmentos de los implantes, pro-

ximal (P), medio (M) y distal (D). Se observaron diferencias significativas entre las porciones medias de los constructos

control y MF+CE y entre las porciones distales de los constructos de CE y MF+CE (*p < 0,05). CE: c�elulas endoteliales;

MF+CE: matriz de fibroblastos sembrada con c�elulas endoteliales.
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menos c�elulas en el interior del implante (fig. 6). El

marcado de mayor intensidad observado en los im-

plantes de CE se debió al mayor número de c�elulas

positivas, tanto dentro del biomaterial (fig. 6) como

en la adventicia.

DISCUSIÓN

A pesar de los numerosos esfuerzos realizados para

mejorar las prótesis de pequeño calibre, en la

actualidad no existe ningún producto en el mercado

que pueda compararse con el rendimiento de un im-

plante de vena autóloga como sustituto arterial.

Idealmente, los vasos ‘‘creados’’ mediante bioinge-

nierı́a tisular deberı́an mostrar propiedades biológi-

cas y biomec�anicas similares a las de las arterias,

aumentando ası́ las probabilidades de lograr buenos

ı́ndices de permeabilidad14.

En nuestro estudio logramos confirmar que, en

cuanto a equivalentes vasculares, se logra una

Fig. 5. a Tinción del componente fibrilar del col�ageno. El col�ageno tipo 1 aparece como fibras de color rojo intenso, y el

col�ageno tipo 3 se tiñe de color amarillo verdoso. Col�ageno encapsulando el biomaterial. Grupo control (rojo sirio m.o.

�16). b C�elulas CD34+ (marrones) en los constructos de CE (anticuerpo antiCD34 m.o. �20). c expresión de la a-actina

(/) en los constructos de MF-CE predominante en la mioı́ntima (IH) y la adventicia (A) (anticuerpo antia-actina m.o.

�10). d Expresión del perlecan (*) entre las fibras de col�ageno de la adventicia en los constructos de MF+CE (anti-

cuerpo antiperlecan m.o. �40). PTFE: politetrafluoroetileno; vv: vasos vasculares.
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mayor eficiencia con los implantes que con las pró-

tesis vasculares. La endotelización del implante, por

tanto, parece ser un factor determinante para la via-

bilidad15. Una de las propiedades beneficiosas del

PTFEe como prótesis vascular es su hidrofobicidad.

Esta propiedad, no obstante, limita la adhesión de las

CE en su superficie16. El endotelio desempeña un

papel importante en el desarrollo de hiperplasia de la

ı́ntima, una respuesta que, junto con la trombosis,

constituye la principal causa de fracaso de una

prótesis vascular. En los implantes, las CE venosas se

adaptaron perfectamente a la nueva situación y

permanecieron estables y funcionales.

En el seguimiento realizado tras un perı́odo esta-

blecido de 2 meses, el proceso de reparación (hiper-

plasia de la ı́ntima) debe estar en una fase en la que

las respuestas celulares proliferativas y secretoras se

hayan estabilizado y den lugar a la remodelación del

tejido cicatricial. Ası́ pues, escogimos este momento

para realizar los estudios de implantación. Al pare-

cer, existen muchos factores que contribuyen a la

generación de este nuevo tejido, entre los que desta-

can los factores humorales y biomec�anicos17. En

nuestro estudio, la respuesta de la ı́ntima fue evi-

dente en todos los constructos. Se detectaron dife-

rencias significativas entre los dos tipos de

constructos celulares utilizados, los implantes de CE

presentaron una estenosis menor que los cons-

tructos de MF+CE, de manera que fueron permea-

bles durante m�as tiempo.

El comportamiento hiperpl�asico observado en es-

tos constructos no es sorprendente si se considera

que las CE sembradas en el PTFEe fueron c�elulas ve-

nosas en un entorno arterial, capaces de formar

uniones homodim�ericas estables con las mol�eculas

de adhesión de las c�elulas endoteliales plaquetarias

(PECAM-1) y de crecer en forma de multicapa18.

Sin embargo, tambi�en es necesario considerar que

nuestro animal de experimentación, el perro, tiene

una r�apida capacidad de endotelización, a diferencia

de los seres humanos, de manera que debemos ser

prudentes a la hora de trasladar estos resultados a la

clı́nica19.

Se han comprobado varios m�etodos diseñados

para incrementar la adhesión de las CE, como lamo-

dificación de las propiedades fisicoquı́micas o el�ec-

tricas de las prótesis20 y el revestimiento previo de

la superficie luminal con fibrina21 o el uso de c�elulas

musculares lisas como sustrato para la siembra de las

CE22. En un intento por mejorar la adhesión de las

CE examinamos el uso de una matriz celular con

caracterı́sticas similares a las de la matriz subendo-

telial de los vasos originarios. Observamos una me-

jorı́a significativa de la adhesión celular en

condiciones fisiológicas de flujo cuando las c�elulas se

sembraron en una matriz de fibroblastos.

Cuando las CE se trasplantan al PTFEe, los leuco-

citos y fibroblastos colonizan el biomaterial.

Tambi�en detectamos c�elulas CD34 y CE con eviden-

tes signos de degeneración, pero el patrón general de

colonización fue similar al observado en los contro-

les. Las diferencias m�as obvias se detectaron en los

constructos de MF+CE, que presentaron una menor

colonización celular, c�elulas que parecı́an degenera-

tivas y podrı́an ser restos de fibroblastos, y c�elulas in-

flamatorias en el lado adventicial. Ciertamente, los

constructos de CE son los que presentaron un mejor

comportamiento.

Nuestra evaluación de la a-actina, que se expresa

en la regeneración de las c�elulasmusculares lisas, re-

veló la presencia de estas c�elulas en todas las capas, a

excepción de la endotelial. Este hallazgo es bien co-

nocido y se usa para distinguir las CE diferenciadas

CD34+/a-actina� de sus progenitores m�as inma-

duros que expresan ambos marcadores23.

El col�ageno permite la migración y la contracción

de las c�elulas e interacciona con el entorno extrace-

lular mediante el control de la diferenciación de las

c�elulas musculares lisas y la expresión de la inte-

grina. Inmediatamente despu�es de una lesión en la

pared vascular, aumenta el contenido en col�ageno

y su arquitectura cambia de forma gradual24.

En los implantes de CE, la neoı́ntima mostró una

distribución homog�enea del col�ageno de tipo 1 y 3.

Dado que estos implantes tambi�enmostraron el por-

centaje m�as elevado de c�elulas apoptósicas indicati-

vas de remodelado, parece que la hiperplasia que se

desarrolla en la superficie luminal es diferenciada,

tanto en lo que se refiere a las c�elulas musculares li-

sas con un fenotipo contr�actil como a la matriz de

col�ageno organizada y madura. Esta neoı́ntima

puede describirse como ‘‘mioı́ntima madura’’.

Se atribuye un papel cada vezm�as importante a la

capa vascular m�as externa, la adventicia, en los pro-

cesos de herida/reparación vascular25. En los im-

plantes de PTFEe con uso clı́nico la encapsulación

Tabla I. Porcentaje de col�ageno tipo 1 y 3 en los

diferentes grupos de implantes despu�es de 60 dı́as

de su colocación

% col�ageno
tipo 1 (maduro)

% col�ageno
tipo 3 (inmaduro)

Control 57,72 ± 4,69* 16,48 ± 8,57

CE 49,36 ± 9,77* 15,55 ± 7,01

MF+CE 65,23 ± 5,02* 21,63 ± 8,85

CE: c�elulas endoteliales; MF+CE: matriz de fibroblastos

sembrada con c�elulas endoteliales.

*p < 0,05 frente a col�ageno tipo 3.
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externa del biomaterial puede ir acompañada, in-

cluso, por adherencias firmes a los tejidos adya-

centes, produci�endose un efecto constrictor en el

biomaterial26. Nuestros implantes indujeron el de-

sarrollo de una c�apsula adventicial, si bien desta-

camos que los constructos deMF+CEmostraron una

mayor capacidad neoangiog�enica que los restantes

implantes.

Con respecto a la implicación de la adventicia en

las reestenosis, algunos autores argumentan que los

miofibroblastos contribuyen al desarrollo de la

neoı́ntima27. Ası́ pues, se ha descrito una relación

tanto directa como inversa28 entre el contenido en

col�ageno de la adventicia y el grado de reestenosis.

Por último, la respuesta adventicia observada

aquı́ muestra el papel interesante del perlecan.

Los proteoglicanos son mol�eculas complejas que

afectan en gran medida a las propiedades de la

pared arterial, incluida la permeabilidad, viscoe-

lasticidad, hemostasia, trombosis y organización

de la matriz extracelular29. Se cree que el perle-

can tiene un efecto inhibidor sobre las c�elulas

musculares lisas30, un efecto antitrombótico31, y

un efecto en la neoangiog�enesis32, desempeñando

un papel importante en la reparación arterial. En

los constructos celulares se pudo detectar adem�as

de en las c�elulas musculares lisas, en la matriz

extracelular, lo que refleja una capa externa ac-

tiva en los constructos.

Los procedimientos de ingenierı́a tisular, diseña-

dos para mejorar los procesos de reparación me-

diante regeneración tisular, han tratado de

minimizar las respuestas inmunitarias e inflamato-

rias del organismo receptor, acerc�andonos al ‘‘susti-

tuto vascular ideal’’. Ciertamente, los vasos

obtenidos mediante bioingenierı́a y estudiados

aquı́ fueronm�as eficientes a la hora de evitar la oclu-

sión. Adem�as, la reducción de la hiperplasia de la ı́n-

tima fue significativa en los implantes de CE en

comparación con los grupos restantes. Por tanto,

nuestros dos implantes mostraron una permeabili-

dad clı́nica mejorada en comparación con el PTFEe.

El constructo de CE fue el mejor a la hora de hacer

frente a la reestenosis, un buen indicador de la efi-

ciencia a largo plazo de un implante.

Este estudio fue financiado por una beca del Fondo de

Investigación Sanitaria (FIS-SAF-92-8875).
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