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Efecto de la administracion local de
anticuerpos anti-factor del crecimiento sobre
la hiperplasia neointimal en injertos de PTFE

Paolo Sapienza, Luca di Marzo, Alessandra Cucina, Valeria Borrelli, Giovanni Mosiello,
Ursula Basile, Simonetta lacovitti y Antonino Cavallaro, Roma, Italia

La neutralizacion selectiva del factor de crecimiento BB derivado de las plaquetas (PDGF-BB), el
factor basico de crecimiento fibroblastico (bFGF), y el factor de crecimiento transformante beta;
(TGF-beta;) mediante anticuerpos especificos administrados localmente a injertos de politetra-
fluoroetileno expandido (PTFEe) puede disminuir la hiperplasia neointimal. Se dividieron 60 cerdos
en dos grupos (n = 30 cada uno) y, a continuacion, se dividieron adicionalmente en cinco sub-
grupos. El grupo 1 se sometio a la colocacion de un injerto de interposicion PTFEe pretratado con
Matrigel® en la arteria iliaca bilateral. Tres subgrupos (A, By C) recibieron un anticuerpo monoclonal
especifico anti-PDGF-BB, bFGF o TGF-beta,. Otro (D) recibié todos los anticuerpos y el otro sirvié
como control (sin isotipos inmunes de inmunoglobulina G [IgG]) (E). El grupo 2 se someti6 a la
implantacién de un injerto de interposicién de PTFEe pretratado con Matrigel® sobre el que se
sembraron células endoteliales (CE) de arteria iliaca bilateral. Tres subgrupos (A, By C) recibieron
un anticuerpo especifico frente a PDGF-BB, bFGF o TGF-beta;. Uno (D) recibié todos los anti-
cuerpos y uno sirvié como control (sin isotipos inmunes IgG) (E). La microscopia dptica y la tincion
inmunohistoquimica revelaron que la formacién de hiperplasia neointimal se redujo significativa-
mente en los subgrupos D comparados con los otros (p < 0,05). En aquéllos, el pretratamiento
diferente influyd en la formacion de hiperplasia neointimal. Fue méas pronunciada en las prétesis
revestidas de CE y Matrigel (p < 0,05). En un cultivo de érgano, se identificé una disminucion del
grado de liberacion de PDGF-BB, bFGF y TGF-beta, en los animales del subgrupo D comparado
conlos otros (p < 0,05). Enlos subgrupos D la liberaciéon de PDGF-BB, bFGF y TGF-beta; dependid
del pretratamiento de PTFEe. Se liberé una mayor cantidad de estos factores de crecimiento en las
prétesis pretratadas con CE y Matrigel (p < 0,05), y el indice de marcado con bromodesoxiuridina
confirmé la mayor incorporacién en este subgrupo (p < 0,001). La utilizacién combinada de anti-
cuerpos monoclonales anti-PDGF-BB, bFGF y TGF-beta;, administrados localmente, reduce la
formacion de hiperplasia neointimal.
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Los injertos sintéticos fabricados con politetrafluo-
roetileno expandido (PTFEe) pueden utilizarse
como sustitutos de las venas autdlogas, pero se
caracterizan por una permeabilidad reducida en los
vasos cuyo didmetro es < 6 mm debido a la trombo-
sis precoz o al fracaso tardio a partir de hiperplasia
neointimal.' Los injertos infrapopliteos de PTFE se
asocian a una tasa de permeabilidad primaria a los 4
afios de tan sélo el 12%.% En la actualidad, se han
propuesto dos estrategias para combatir la
formacion de hiperplasia neointimal. La primera
consiste en crear una capa de células endoteliales en
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la superficie del injerto sintético que sea capaz de
resistir a las fuerzas de cizallamiento del torrente
circulatorio.”* La segunda utiliza la elucién de
farmacos con propiedades antiproliferativas en el
lugar de la lesién del vaso.>®

La hiperplasia neointimal es una respuesta
celular y molecular, caracterizada por una
proliferacién continua anormal, predominante-
mente de células musculares lisas (CML) y tejido
conectivo derivado de los componentes mediales
y de la produccién de la matriz extracelular, siendo
el resultado final la hiperplasia de la pared del vaso
y la estenosis luminal. En modelos de primate, la
hiperplasia neointimal se desarrolla a lo largo del
injerto debajo de la capa endotelial intacta.” En
seres humanos, Herring y LeGrand® observaron
que los fracasos tardios de las protesis implantadas
podian deberse a una hiperplasia neointimal
anastomotica.

El mecanismo subyacente de la hiperplasia inti-
mal sigue siendo desconocido, pero podrian
desempefiar un papel diversas citocinas y factores
de crecimiento. Las células endoteliales (CE) pro-
ducen, entre otras sustancias, factor de creci-
miento derivado de las plaquetas’ (PDGF), factor
de crecimiento fibroblastico basico'® (bFGF), y
factor de crecimiento transformante beta,'' (TGF-
beta). El PDGF consiste en moléculas diméricas
que pueden existir como homodimeros o hete-
rodimeros de dos cadenas peptidicas diferentes
pero relacionadas llamadas PDGF-A y PDGE-beta’
(es decir, PDGF-AA, PDGF-BB y PDGF-AB). Las
CE secretan principalmente el homodimero
PDGE-BB.!? PDGF es un importante mitégeno de
las células del tejido conectivo en cultivo y
desempefia un papel en la promocion de la
migracion de las células musculares lisas desde la
media a la intima.'> bFGF es un miembro de los
mitdégenos de union a la heparina y se caracteriza
por su afinidad por ésta y su capacidad para esti-
mular las CE y la proliferacién de las CML.'%'*!°
El TGF-beta, un polipéptido homodimérico de 25
kDa, secretado en forma latente por las células de
los mamiferos, tiene la capacidad de estimular la
proliferacién en funcién de su concentracién.'’
Produce efectos estimuladores a concentraciones
bajas, mientras que a concentraciones altas pro-
voca la inhibicién de la proliferaciéon de CML.'®
Por lo tanto, esta ultima tendria una funcién
reguladora.

Probamos la hipétesis de que la formacion de
hiperplasia neointimal anastomdtica en injertos
sintéticos podria neutralizarse con anticuerpos
especificos, anti-PDGF-BB, bFGF y TGF-beta;,
administrados localmente en un modelo in vivo.
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MATERIAL Y METODOS

Los cuidados y procedimientos en animales cumplie-
ron con la Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals, Institute of Laboratory Animal Resources,
Commission on Life Sciences, National Research
Council (Washington, D.C.: National Academy
Press, 1996). Se incluyeron 60 cerdos (Renato Rossi
Farm, Maccarese, Roma, Italia) que fueron alojados
en el centro de cuidados de animales en el departa-
mento de cirugia pediatrica del Ospedale Bambino
Gesu, Palidoro (Roma, Italia). Los animales tenian
libre acceso a comida y agua. Todos eran hembras y
pesaban 35-40 kg. Se dividieron en dos grupos (n =
30 cada uno) y a continuacion se subclasificaron en
cinco subgrupos (n = 6 cada uno). En el grupo 1 se
implant6 un injerto de interposicién de PTFEe (WL
Gore and Associates, Flagstaff, Estados Unidos) en
la arteria ilfaca bilateral prerrevestido de Matrigel®
(Becton Dickinson Europe, Meylan Cedex, Francia).
En los tres subgrupos (A, By C) el prerrevestimiento
también se asocié con un anticuerpo monoclonal
especifico frente a PDGF-BB, bFGF o TGF-beta,
(Peprotech, Londres, Reino Unido), respectiva-
mente. En un subgrupo (D) se asociaron los tres
anticuerpos y uno sirvié como control (sin isotipos
inmunes de inmunoglobulina G [IgG]). El grupo 2 se
sometié a la implantaciéon de un injerto de
interposicion de PTFEe prerrevestido con Matrigel,
sobre el que se sembraron células endoteliales (CE),
en arteria iliaca bilateral. De forma parecida, en los
tres subgrupos (A, By C) el pretratamiento también
se asocio con un anticuerpo especifico frente a uno
de los factores de crecimiento. Un subgrupo (D)
recibio los tres anticuerpos y otro sirvié como control
(sin isotipos inmunes de IgG) (E). Todos los injertos
de PTFEe median 4 mm de diametro y 5 cm de lon-
gitud, con una distancia internodal de 30 pm.

Procedimientos quirurgicos

La anestesia se indujo con tiletamina mas zolacepam
reconstituido con xilacina por via intramuscular y se
mantuvo con isoflurano al 1% a través del tubo
endotraqueal. La exposicion y explantacion de
ambas venas yugulares para obtener células endote-
liales homologas para su siembra se efectuaron
mediante anticoagulacién intravenosa con heparina
en dosis de 110 U/kg, después de lo cual se adminis-
traron dosis suplementarias (55 U/kg) a intervalos
cada 30 min hasta completar la cirugia. Los animales
se restablecieron de la intervencion, y después de 15
dias, se efectué un segundo procedimiento quirtr-
gico. Se expusieron las arterias iliacas. Se colocd un
injerto de interposicion de PTFEe terminoterminal
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bilateral de 5 cm de longitud 1 cm por debajo de la
bifurcacién adrtica. Para construir las anastomosis
se usd una sutura interrumpida de PTFEe de 7/0.
No se observé un desajuste de calibre entre la arteria
iliaca donante y el injerto. La hidratacion se preservo
mediante infusiéon continua de solucion salina nor-
mal (10 ml/kg/h). La permeabilidad del injerto se
evalud en el momento de la cirugia mediante criterios
de inspeccidn, evaluacidon continua con eco-Doppler
del pulso femoral e inspeccion directa en el momento
de la extraccién para evaluacion histoldgica. Todos
los animales se sacrificaron en el dia 60 postoperato-
rio (mediante inyeccién IV de Beuthanasia-D Special
[Schering-Plough Animal Health, Kenilworth, NJ] al
término del procedimiento quirurgico). Con aneste-
sia general, se anticoaguld a los animales (heparina
sodica 110 U/kg/IV) y los injertos se retiraron con
un cuff de arteria sana en el lugar de las anastomosis.

Cultivo de células endoteliales

Brevemente, se lavaron las venas yugulares con
suero salino estéril, tamponado con fosfato
(phosphate-buffered saline [PBS]) (Dako, Glostrup,
Dinamarca) y se eliminaron todas las marcas de los
clampajes y los lugares de las agujas. Las venas se
canularon en un extremo y se lavaron cuidadosa-
mente dos veces con PBS precalentado a 37 °C. Acto
seguido, las venas se distendieron con una solucion
de colagenasa de tipo II (Sigma, St. Louis, MO),
disuelta con un porcentaje del 0,01% de solucion
equilibrada de Hanks (EuroClone, Cramlington,
Reino Unido), precalentada a 37 °C. Las venas se
incubaron durante 10 min a 37 °C en una incuba-
dora suministrada con un 5% de CO,. Después de la
incubacion, el contenido de la vena se lavd con 20 ml
de solucién equilibrada de Hanks en un tubo de 50
ml y las suspensiones de células resultantes se cen-
trifugaron durante 5 min a 1.000 rpm a temperatura
ambiente. El sedimento de células se resuspendio en
15 ml de un medio 199 (Clonetics, Cambrex BioS-
cience, Rockland, ME), un 20% de suero de ternera
fetal, 90 pg/ml de heparina, 2 mmol de glutamina,
101 UI/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomi-
cina y se sembraron en placas dentro de frascos T;s
(Falcon, Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
NJ). Las células crecieron en un medio de un 5% de
CO, a 37 °C. El medio de cultivo se reemplazé a dias
alternos. Las células siempre se reimplantaron
después de 15 dias en el mismo animal.

Confirmacion de la identidad de las
células endoteliales

Las CE se identificaron por su tipica morfologia en
adoquin con un microscopio de contraste de fases
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Zeiss (Carl Zeiss, S.p.A., Arese, Italia). La identidad
de las células se confirm¢é adicionalmente por la
presencia de factor de von Willebrand (antigeno
del factor VIII) utilizando un anticuerpo de conejo
anti-factor de von Willebrand humano.

Preparacion de los injertos vasculares de
PTFEe

Los injertos de PTFEe se revistieron con Matrigel con
la adicién de anticuerpos especificos frente a PDGF-
BB, bFGF, y TGE-b1 en una dosis de 2 mg/cm? o sin
isotipos inmunes de IgG (controles). Todos los
anticuerpos también eran especificos de cerdo. Las
dosis de antibioticos se eligieron de acuerdo con
nuestras observaciones previas,'’ y estas dosis neu-
tralizaron por completo los factores de crecimiento.
Ademas, la adicién de anticuerpos especificos no
suprimio la produccion y sintesis de las otras cito-
cinas y/o factores de crecimiento. De hecho, antes de
la siembra, examinamos las CE en busca de la
liberacion de interleucina 1 (IL-1) e IL-6. El Matrigel
mantenido a -20 °C se solidificé en condiciones
estériles en los injertos de PTFEe a temperatura
ambiente durante 20 min. Nuestras observaciones
preliminares in vitro demostraron que los anti-
cuerpos se liberan gradualmente del Matrigel
cuando son insertados en un sistema de flujo lami-
nar'® (fuerza de cizallamiento = 6 din/cm?). Acto
seguido, las CE se sembraron en el injerto del grupo
2 a una densidad de 200.000/cm? y se cultivaron
hasta su confluencia en un dispositivo de rotaciéon
adaptado con este objetivo especifico durante al
menos 15 dias (media 15 + 3, limites 15-21, mediana
16). Este dispositivo garantizdo una velocidad de
rotacion constante y una temperatura de 37 °C. El
propio tubo de rotacién era de aluminio lo que
permitio su esterilizacion. La adherencia de las CE
en el Matrigel en condiciones de flujo laminar'® se
preserva después del revestimiento. Ademas, antes
de su implantacién in vivo, en los controles se
confirmé la vitalidad y funcionalidad de las células
mediante el método de exclusion con el colorante
azul de tripano (Sigma).

Estudios de endotelizacion de las CE e
hiperplasia neointimal

Para evaluar la formacién de hiperplasia neointimal
y de endotelizacion, se prepard una muestra de una
extremidad con la técnica de fijacion de presion in
vivo para su examen y estudio en microscopio optico
e inmunohistoquimico. Brevemente, los injertos y
vasos adyacentes se perfundieron con suero salino
durante 3 min. A continuacion, los injertos se per-
fundieron con formol a una presién fisioldgica (100
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mmHg). Después de 2 min, se procedié a la ligadura
de ambos lados de arterias y venas, lo que permitié la
fijacion de la presion de los vasos.

Microscopia electronica

Los injertos de PTFEe se fijaron en glutaraldehido
(2,5% en 0,1 M del tampén cacodilato) durante 3
h a 4 °C, se lavaron tres veces en 0,1 M de
tampon cacodilato posfijado en 0OsO4 (2% en 0,1
M de tampoén cacodilato) durante una hora y
después se lavaron 3 veces en 0,1 M de tampon
cacodilato. Los injertos de PTFEe se deshidrataron
en una solucion seriada de etanol y se secaron
mediante el método del punto critico (Emscope
CPD 750; Emscope Lab., Ashford, Reino Unido).
Se montd un segmento del injerto de PTFEe en
portas de microscopia electronica tras su
recubrimiento con oro coloidal (Emscope Sc 500;
15 mA, 44 s) y se examinaron con microscopio
electronico de barrido (S-570; Hitachi, Tokio,
Japon), a 15 Kv. Cada muestra se analizé con una
magnificacién elevada (x200 y x1.000) en lugares
estandar (en la parte proximal, media y distal del
injerto y cada 0,5 mm). Para cada area se
determiné el porcentaje de endotelizacién
mediante planimetria computarizada. Dos anato-
mopatologos diferentes repitieron tres veces las
determinaciones de manera enmascarada y se
calculd la media.

Microscopio optico

Las secciones fijadas que representaban el injerto
proximal, medio y distal se fijaron en parafina y
se tifleron con hematoxilina y eosina (Sigma).
Dos anatomopatdlogos enmascarados para el estu-
dio efectuaron las comparaciones morfométricas
en los lugares estandar (en la porciéon proximal,
media y distal del injerto y cada 5 mm) utilizando
videomorfometria computarizada (Quantimet 500;
Leica, Cambridge Ltd., Cambridge, Reino Unido).
Se realizaron comparaciones entre grupos del por-
centaje de estenosis transversal atribuida a la hiper-
plasia neointimal y el grado de grosor neointimal
en la unién arterial-injerto indexado con el grosor
del injerto de PTFEe. El porcentaje de estenosis
transversal se calcul6 dividiendo el drea neointimal
por el area circunscrita por la superficie interna de
una seccion transversal del segmento de PTFEe.
El 4drea neointimal se calculd sustrayendo el area
luminal del é4rea delimitada por la superficie
interna del corte transversal de PTFEe: % de este-
nosis transversal = area interna de PTFEe - area
luminal/drea interna de PTFEe.
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Tinciones inmunohistoquimicas

Las tinciones inmunohistoquimicas se prepararon
utilizando técnicas estandar de inmunoperoxidasa.
Brevemente, las secciones seriadas (de 3 um de gro-
sor), montadas en 3-aminopropiltrietoxilano (Dako),
se desparafinaron en xileno, se rehidrataron en solu-
ciones seriadas de etanol y se trataron con metanol
que contenia un 0,3% de H,O, para neutralizar la
actividad de la peroxidasa enddgena. Después de un
lavado en la solucién PBS sin Ca 'y Mg (pH 7,4), los
portas se incubaron en suero de caballo normal
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) durante 30
min a temperatura ambiente. Este ultimo y todos
los reactivos posteriores se diluyeron en PBS, que
contenia un 0,1% de albuimina sérica bovina,
anadidos a 200 pl/porta e incubados en una camara
de humedad cerrada herméticamente. El suero de
caballo normal se elimind y los portas se incubaron
toda la noche a 4 °C con el anticuerpo policlonal
anti-factor VIII (Dako) y el anticuerpo monoclonal
anti-alfa-actina especifico de CML (Dako). Tras la
incubacion, se elimind el anticuerpo primario y los
portas se lavaron dos veces en PBS. Se us6é un
anticuerpo secundario (Vector Laboratories) a una
dilucion de 1:200. Tras la incubacién durante 30 min
y dos lavados en PBS, se anadié el complejo avidina-
biotina (Vector Laboratories) durante 30 min a
temperatura ambiente. Los portas se lavaron en PBS,
y se inicié la reaccién de la peroxidasa utilizando
un 0,06% de diaminobencidina (Sigma) y un 0,01 %
de peréxido de hidrégeno. Después de un lavado
final, las secciones se deshidrataron en etanol, se
clarificaron en xileno, y se montaron bajo un
portaobjetos.

Cultivo de tejidos

Para evaluar la liberacién y produccién de PDGF-
BB, bFGF y TGF-beta;, se prepar6 un cultivo de
tejidos del injerto obtenido de la extremidad con-
tralateral. Brevemente, se abrieron longitudi-
nalmente los injertos y el segmento adrtico por
encima y por debajo de aquéllos, se dividieron en
tres porciones de 17 mm cada una (que repre-
sentaban la anastomosis proximal, de la porcion
media y distal) y se lavaron durante 10 min con un
medio de Eagle modificado por Dulbecco (Clonetics,
Cambrex BioScience) suplementado con anti-
bidticos (gentamicina 200 mg/ml, y penicilina 100
Ul/ml). Las muestras se depositaron en 48 pocillos
de cultivo tisular Costar (Cambridge, MA). El tejido
se incubd durante 5 dias a 37 °C en una atmésfera de
un 5% de CO,. Se obtuvieron alicuotas de los
medios condicionados a las 72 h y se centrifugaron
durante 5 min a 15.000 rpm y el sobrenadante se
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Fig. 1. Micrografia electrénica de barrido representativa que no muestra diferencias entre los grupos de control en el
momento del explante. Los paneles muestran la endotelizacion de las células (CE) con el clasico patron adherente a los
islotes nodales y obliteracion de las fibrillas internodales del grupo 1, subgrupo E (A), y grupo 2, subgrupo E (B)

(magnificacion original, x 1.000).

almaceno a -80 °C para analisis de PDGF-BB, bFGF y
TGF-beta; mediante andlisis de enzimoinmuno-
sorbencia (ELISA). La produccion de los factores de
crecimiento también se evalué con un método de
inmunoelectrotransferencia. Para evaluar el endo-
telio después de un cultivo de drgano de 5 dias, se
us6 un método de exclusién del colorante azul de
tripano para visualizar la viabilidad celular.

ELISA

La presencia de PDGF-BB, bFGF y TGF-beta; en
medios condicionados libres de suero de los injertos
de PTFEe se determindé con ELISA (Quantikine
human PDGF-BB, bFGF, TGF-bl; R&D Systems,
Oxford, Reino Unido).

Inmunoelectrotransferencia

La liberacion de PDGF-BB, bFGF y TGF-beta; se
confirmé mediante inmunoelectrotransferencia.
Para detectar los factores en los medios condicio-
nados de los injertos de PTFEe, se afiadié un exceso
de anticuerpos anti-PDGF-BB, bFGF o TGF-beta; (4
pug/ml) a los medios condicionados. Acto seguido, se
precipitd con proteina A de Staphylococcus aureus
(Sigma). La concentracion de proteina de las
muestras derivadas de los medios condicionados
inmunoprecipitados se determindé usando un
analisis de proteinas de Bradford (Sigma). Se

suspendieron 40 microgramos de la proteina total en
el tampon reductor. Acto seguido, se separaron las
muestras con electroforesis en gel de poliacrilamida-
dodecilosulfato sodico al 10% (SDS-PAGE) durante
1,5 h a 120 V y se transfirieron a nitrocelulosa
durante una hora a 100 V. Las membranas se
incubaron en un tampén neutralizador (un 5% de
leche en polvo sin grasa, un 0,1% de Tween 20 y
PBS) y se sondaron toda la noche con el anticuerpo
IgG monoclonal murino anti-PDGF-BB, bFGF vy
TGF-beta; humanos (1 pg/ml). Las membranas se
incubaron con un anticuerpo murino secundario
especifico, conjugado con peroxidasa de rabano
picante (diluciéon 1:2.000, Peprotech), desarrollado
con el uso de un equipo de realce de quimiolumi-
niscencia (Peprotech) y expuesto a una pelicula de
rayos X XAR Kodak (Rochester, NY) durante 1, 5y
10 min. Como controles positivos, se usaron PDGF-
BB, bFGF y TGF-beta; recombinantes humanos
(150 ng). Se examinaron las peliculas y se adqui-
rieron mediante el densitémetro Imaging Fluor-S
(Bio-Rad, Hercules, CA). Todos los resultados se
normalizaron para el control positivo.

Indice de marcado con
bromodesoxiuridina

A partir de las 48 h del cultivo de érgano, se afiadio
bromodesoxiuridina (BrdU) al medio de cultivo a
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Fig. 2. Formacién de hiperplasia neointimal en la anastomosis proximal, media y distal. En los subgrupos D, la
formacién de hiperplasia neointimal disminuyd significativamente comparado con los controles (subgrupos E). Grupo
1, subgrupo D comparado con subgrupo E, ©p < 0,02, ©©p < 0,03 y ©°p < 0,001; grupo 2, subgrupo D comparado
con subgrupo E, *p < 0,01, **p < 0,03 y ***p < 0,02. Distal anastomosis: anastomosis distal; Graft mid-portion: porcion
media del injerto; Group: grupo; Neointimal hyperplasia (mm?): hiperplasia neointimal (mm?); Proximal anastomosis:

anastomosis proximal; Subgroup: subgrupo.

una concentracion final de 10 umol/l. Cada seccién
se desparafiné en xileno, se rehidratd en etanol y se
introdujo junto con el tampén citrato (10 mM, pH 6)
en un horno de microondas (750 W) para tres ciclos
de calor de 5 min. Las secciones se tineron usando
anticuerpos anti-BrdU (Dako) diluidos hasta 1:100;
ademds, se usdé un anticuerpo anti-alfa-actina
especifico de CML (Dako) diluido hasta 1:100. El
complejo avidina-biotina se afladié durante 30
min a temperatura ambiente. Los portas se lavaron
en PBS, y se inici6 la reaccion de la peroxidasa utili-
zando un 0,06% de diaminobencidina y un 0,01%
de perdxido de hidrégeno. Después de un aclarado
final, las secciones se deshidrataron en etanol, se cla-
rificaron en xileno y se montaron bajo un portaobje-
tos. Las secciones se contratifieron en hematoxilina
(Sigma) para visualizar los nticleos no marcados. El
numero total de nucleos neointimales marcados y
no marcados en cada campo de alta resolucion se
utilizé como indice de marcado BrdU. Este indice
se evalud como el porcentaje medio de niicleos mar-
cados de las CML neointimales [(nucleos marcados/
nucleos totales) x 100].

Analisis estadistico

Los datos se introdujeron en una hoja de calculo
informética y se analizaron con un programa
estadistico (SPSS 12.0 para Windows, estadistica
basica y avanzada, 1989-2003; SPSS Inc., Chicago,

Estados Unidos). Todos los experimentos se efectua-
ron por duplicado y los resultados se expresaron
como media + desviacion estandar de seis experi-
mentos diferentes. Las variables continuas se com-
pararon con la prueba de la U de Mann-Whitney o
un analisis de Kruskal-Wallis de la varianza de una
via. Se considerd significativo un valor de p < 0,05.

RESULTADOS

No se registré mortalidad operatoria, y todos los ani-
males sobrevivieron a la duracién del estudio. En los
explantes, todos los injertos estaban permeables. No
se identificaron infecciones del injerto, aneurismas o
anomalias anastomoticas (estenosis o pseudoaneu-
rismas); y todos los injertos se habian incorporado
satisfactoriamente.

Microscopia electronica

El examen de las secciones del injerto después del
explante revel6 que la endotelizacién de las CE
con el clasico patréon de ““adoquin’ se adheria a los
islotes nodales y obliteraba por completo las fibrillas
internodales de PTFEe en todos los grupos (fig. 1).

Microscopia optica

En la figura 2 se describen los resultados de la hiper-
plasia neointimal en los diferentes grupos. La
histologia macroscopica en el punto final del dia 60
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Fig. 3. La formacion de hiperplasia neointimal representativa en la anastomosis proximal se redujo significativamente
en animales pertenecientes a los subgrupos D comparados con los otros subgrupos (grupos 1y 2, control, A y C). En los
animales del grupo 2, subgrupo D, la formacién de hiperplasia neointimal fue més pronunciada (D) comparado con el
grupo 1, subgrupo D (B). G: material del injerto de politetrafluoroetileno expandido (PTFEe) (magnificacion original x
10); L: luz; N: neointima. Los insertos (dngulo inferior izquierdo) muestran con mayor magnificaciéon que la mayoria de las
células de la neointima son positivas para la tincion con alfa-actina (magnificacion original, x 40).

demostrd una hiperplasia neointimal considerable en
la porcién proximal, media y distal del injerto en
ambos grupos. Aunque se detectd una tendencia
hacia una disminucién de la neointima en la porciéon
media del injerto, el grosor anastomatico proximal no
difirié de la porcion media. Al contrario, el grosor
anastomotico distal estaba aumentado significativa-
mente comparado con la porciéon proximal y media en
todos los grupos (p < 0,0001). En la comparacion de
los tratamientos del injerto, la formacion de hiper-
plasia neointimal disminuyé significativamente en
animales del subgrupo D (p < 0,001). Sin embargo,
dentro de los subgrupos D, el pretratamiento diferente
ejercié una influencia significativa en la formacion de
hiperplasia neointimal. Fue mds pronunciada en las
protesis pretratadas con CE y Matrigel (p < 0,04).

Tinciones inmunohistoquimicas

En las figuras 3 y 4 se muestran las secciones tefiidas
representativas en la anastomosis proximal y distal.

Las tinciones inmunohistoquimicas revelaron que
las células endoteliales cubrian las superficies de la
neointima segin lo demostrado con la tinciéon del
antigeno relacionado con el factor VIII. Las células
musculares lisas eran el principal tipo de células
neointimales identificadas mediante tincién con
alfa-actina entre la superficie luminal y la porcién
interna del injerto.

Cultivo de organo

Después del cultivo de drgano, las células endotelia-
les eran viables segin el método de exclusion con
azul de tripano.

ELISA

En la figura 5 se describe la liberacion de diversos
factores de crecimiento en el medio de cultivo para la
anastomosis distal. En las protesis pretratadas con CE
y Matrigel se liberé una cantidad significativamente
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Fig. 4. La formacién de hiperplasia neointimal representativa en la anastomosis distal se redujo significativamente en
animales pertenecientes a los subgrupos D comparados con los otros subgrupos (grupos 1 y 2, control, A y C). En los
animales del grupo 2, subgrupo D, la formacién de hiperplasia neointimal fue mds pronunciada (D) comparado con el
grupo 1, subgrupo D (B). G: material del injerto de PTFEe (magnificacion original x 10); L: luz; N: neointima. Los
insertos (dngulo inferior izquierdo) muestran con mayor magnificaciéon que la mayoria de las células de la neointima son
positivas para la tincidon con alfa-actina (magnificacién original, x 40).

mayor de PDGF-BB, bFGF y TGF-beta; (p < 0,001).
En la comparacién de los tratamientos del injerto, la
cantidad de liberacién de factores de crecimiento en
el grupo 1 o en el grupo 2 disminuy9 significativa-
mente en los animales del subgrupo D comparado
con los otros subgrupos (p < 0,04). Sin embargo,
dentro de los subgrupos D, la liberaciéon de estos
factores dependio6 del pretratamiento de PTFEe: los
injertos pretratados con CE y Matrigel liberaron mas
factores de crecimiento que los pretratados con
Matrigel solo (p < 0,001).

Inmunoelectrotransferencia

La inmunoelectrotransferencia confirmé los resulta-
dos del ELISA, y en la figura 6 se muestran los
niveles de proteinas de los factores de crecimiento
en la anastomosis distal. Los niveles de proteinas de
estos factores fueron significativamente mayores en
el grupo 2 comparado con el 1 (p < 0,001). Cuando

se analizaron los tratamientos del injerto, observa-
mos niveles de proteinas de estos factores significa-
tivamente mas bajos en los subgrupos D comparado
con los otros subgrupos (p < 0,001). Sin embargo,
dentro de los subgrupos D, en las prétesis pre-
tratadas con células endoteliales y Matrigel (p <
0,004) se produjo una cantidad significativamente
mayor de proteinas (fig. 7).

indice de marcado con BrdU

En la figura 8 se muestran los datos del indice de
marcado con BrdU en la anastomosis distal. Su
incorporacion en los nicleos de las células muscu-
lares lisas en la anastomosis distal fue significativa-
mente mayor en el grupo 2 comparado conel 1 (p <
0,001). En la comparacion de los tratamientos del
injerto, su incorporacion se redujo significativa-
mente en animales del subgrupo D (p < 0,001). Sin
embargo, dentro de estos subgrupos D, el
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Fig. 5. Liberacion de los diversos factores de crecimiento en el cultivo de 6rgano en la anastomosis distal. En los
subgrupos D, la liberacion de PDGF, bFGF y TGF-beta; disminuy¢ significativamente comparado con los controles

(subgrupos E). Grupo 1, subgrupo D comparado con subgrupo E, ©p < 0,02, ©©p < 0,03 y

OOOp < 0,01; grupo 2,

subgrupo D comparado con subgrupo E, *p < 0,001, **p < 0,03 y ***p < 0,002. bFGF: factor bésico de crecimiento
fibroblastico; Group: grupo; Growth factor release at distal anastomosis (ng/mL): liberacién de factor de crecimiento en
la anastomosis distal (ng/ml); PDGF-BB: factor de crecimiento BB derivado de las plaquetas; Subgroup: subgrupo; TGF-
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pretratamiento diferente ejercié una influencia sig-
nificativa en su incorporaciéon. Fue mas pro-
nunciada en las protesis pretratadas con CE vy
Matrigel (p < 0,001) (fig. 9).

DISCUSION

El hallazgo principal de este estudio fue que los
injertos de PTFEe pretratados con Matrigel, y la
administracién simultanea de anticuerpos frente a
PDGF, bFGF y TGF-beta;, redujo significativa-
mente la formacién de hiperplasia neointimal. La
importancia de estas observaciones reside en el
hecho de que la hiperplasia neointimal influye en
alto grado en el destino de la reconstruccion vas-
cular protésica de pequeno calibre. Representa la
respuesta a una lesion vascular, que se sigue de una
intensa actividad de las células musculares lisas, que
dalugar a la proliferacién en la media, migracién ala
intima, proliferacién en la intima, y aumento del
volumen celular y de la produccion de matriz
extracelular y es mas prominente en las anastomosis
de los injertos vasculares protésicos."’
Paraddjicamente, en el presente estudio la siem-
bra de CE no desempefié ningin papel en una
disminucion adicional de formacion de hiperplasia
neointimal o mejores tasas de permeabilidad. La
creacion de una capa de células endoteliales en la

superficie de un injerto protésico, capaz de resistir
las fuerzas de cizallamiento del torrente circulatorio,
puede aumentar la permeabilidad del injerto a corto
plazo”*?° y reducir la trombogenicidad de los sus-
tratos sintéticos,”'** inhibiendo e invirtiendo la
coagulacién.?*?* Todos los injertos pretratados con
Matrigel y anticuerpos frente a PDGF, bFGF y TGF-
beta, estaban permeables, y la formacion de hiper-
plasia neointimal se redujo significativamente,
comparado con los injertos en los que se sembraron
CE. Walpoth et al*®> observaron que la fibrina y el
factor de crecimiento endotelial vascular producen
efectos lesivos sobre el proceso de integracion tisular
del injerto, porque aumentan el crecimiento
neointimal en la anastomosis proximal. En el pre-
sente estudio, el Matrigel no ejercié un efecto
perjudicial sobre la permeabilidad del injerto, pro-
bablemente porque la endotelizacién con CE a partir
de la anastomosis y/o proliferacion transmural
impidi6 la trombosis e inhibié un cierto grado la
produccion de mitdgeno relacionado con CE.

Por otra parte, en injertos pretratados con CE, la
proliferacion anastomética de CML y el engrosa-
miento intimal tuvieron lugar debajo del endotelio
intacto®® de modo exagerado y mds rapido compa-
rado en los injertos no pretratados. Los hallazgos del
marcaje con BrdU también confirmaron una mayor
proliferacion de células musculares lisas en los
injertos pretratados con células endoteliales. Las
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Fig. 6. Niveles de proteinas de los diversos factores de crecimiento en el cultivo de érgano en la anastomosis distal. En
los subgrupos D, los niveles de proteinas de PDGF, bFGF y TGF-beta, disminuyeron significativamente comparado con
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0,001; grupo 2, subgrupo D comparado con subgrupo E, *p < 0,001, **p < 0,03 y ***p < 0,03. bFGF: factor basico de
crecimiento fibroblastico; Group: grupo; Growth factor protein levels at distal anastomosis (ng/mL): liberacién de factor
de crecimiento en la anastomosis distal (ng/ml); PDGF-BB: factor de crecimiento BB derivado de las plaquetas; Sub-
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Fig. 7. Andlisis de inmunoelectrotransferencia para
determinacién de PDGF, bFGF y TGF-beta; en los medios
condicionados de los injertos de PTFEe en la anastomosis
distal. Como controles positivos se usaron PDGF, bFGF y
TGF-beta; recombinantes humanos (carril 5). En los
subgrupos D, los niveles de proteinas de PDGF, bFGF y
TGF-beta; disminuyeron significativamente (carriles 1 y
3) comparado con los otros grupos (carriles 2 y 4, con-
troles) (p < 0,001). En los subgrupos D, en las protesis
tratadas con células endoteliales y Matrigel (carril 3
comparado con 1), se produjo una cantidad significati-
vamente mayor de proteina (p < 0,004). bFGF: factor
basico de crecimiento fibroblastico; Group: grupo; PDGF-
BB: factor de crecimiento BB derivado de las plaquetas;
TGF- B,: factor de crecimiento transformante beta,.
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interacciones iniciales entre los diferentes mitdge-
nos liberados por las CE y CML podrian estar
implicadas en la mayor formacién de hiperplasia
neointimal. Estos hallazgos confirmaron nuestras
observaciones previas in vitro.'”

Ademas, esperdbamos que la neutralizacion de
los factores de crecimiento clave redujera incluso
mas la formacion de hiperplasia neointimal. Ferns
et al*” demostraron que el desarrollo de una lesién
intimal en la arteria cardtida de ratas lampinas
atimicas se inhibe mediante anticuerpos poli-
clonales anti-PDGF. Los autores no encontraron una
diferencia estadisticamente significativa en los
indices de marcado medial o intimal entre ratas
tratadas con anti-PDGF vy ratas tratadas con IgG no
inmune, lo que sugiere que la disminucién de la
lesion neointimal se debe principalmente a la
migracion por quimiotactismo de las CML mediales
a la media inducida por PDGF. Lindner et al*®
observaron que el factor bFGF desempefia un papel
clave en la replicacién del musculo liso después de
una lesién. En modelos de ratas sometidas a lesiéon
carotidea, la infusion de este factor de crecimiento
produce un aumento sustancial de la proliferacion
de células musculares lisas,*” y el tratamiento con
un anticuerpo anti-bFGF neutraliza la proliferaciéon
de estas células en alrededor del 80%.?° Aunque el
factor PDGF y bFGF son potencialmente importan-
tes en la proliferaciéon y quimiotactismo celular, es
probable que ninguno de los dos actie indivi-
dualmente en el proceso de la hiperplasia neointi-
mal sino que requiera la presencia de otras
condiciones para producir una hiperplasia
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Fig. 9. Marcado representativo con bromodesoxiuridina (BrdU) de las células musculares lisas (CML) en la anastomosis
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neointimal significativa®' (es decir, activacién del
plasminégeno, IL-1, IL-6, factor alfa de necrosis
tumoral, TGF-beta, etc.). En particular, TGF-beta
actia in vitro como un potente inhibidor de los

factores de crecimiento para las células endoteliales
y musculares lisas y es capaz de determinar indi-
rectamente una respuesta proliferativa mediada a
través de la secrecion autocrina de PEGF.>? El factor
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TGF-beta induce la proliferacion de células muscu-
lares lisas a través de un mecanismo bimodal: a
concentraciones bajas produce un efecto estimula-
dor pero a concentraciones altas da lugar a la
inhibicién de su proliferacién.'®

De acuerdo con estas observaciones previas, en el
presente estudio podriamos haber observado un
aumento de la formacion de hiperplasia neointimal
en los subgrupos tratados con anticuerpos
especificos anti-TGF-beta,, pero no se registré una
diferencia significativa. Los hallazgos del presente
estudio disminuyen la importancia de este factor en
la regulacién de los otros factores de crecimiento
liberados, como minimo, en las condiciones de estos
experimentos. Al contrario, la neutralizacion
simultanea de los tres factores de crecimiento pre-
vino la formacién de hiperplasia neointimal. Como
minimo en teoria, esto refleja y demuestra la estre-
cha relacion entre las células endoteliales, las células
musculares lisas y los diversos factores de creci-
miento y citocinas liberados en los modelos in vivo.
El cultivo de érgano confirmé que, después de 60
dias de implantacion, los injertos pretratados con CE
y Matrigel liberaron y produjeron mas factores de
crecimiento que los pretratados con Matrigel solo vy,
en consecuencia, indujeron una mayor respuesta de
hiperplasia neointimal.

En conclusion, el uso combinado de anticuerpos
monoclonales anti-PDGF-BB, bFGF y TGF-beta;,
administrados localmente, reduce la formacion de
hiperplasia neointimal pero su reduccion esta
influida adversamente por el pretratamiento del
injerto con células endoteliales.

Damos las gracias al Sr. Pierpaolo Coluccia por su ayuda en la
preparacion de las tinciones inmunohistoquimicas y al Sr.
Quinto Giustiniani por su ayuda en la microscopia electrénica.
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