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Efecto de la administraci�on local de
anticuerpos anti-factor del crecimiento sobre
la hiperplasia neointimal en injertos de PTFE
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La neutralizaci�on selectiva del factor de crecimiento BB derivado de las plaquetas (PDGF-BB), el

factor b�asico de crecimiento fibrobl�astico (bFGF), y el factor de crecimiento transformante beta1
(TGF-beta1) mediante anticuerpos espec�ıficos administrados localmente a injertos de politetra-

fluoroetileno expandido (PTFEe) puede disminuir la hiperplasia neointimal. Se dividieron 60 cerdos

en dos grupos (n ¼ 30 cada uno) y, a continuaci�on, se dividieron adicionalmente en cinco sub-

grupos. El grupo 1 se someti�o a la colocaci�on de un injerto de interposici�on PTFEe pretratado con

Matrigel�en laarteria il�ıacabilateral. Tres subgrupos (A,B yC) recibieronunanticuerpomonoclonal

espec�ıfico anti-PDGF-BB, bFGF o TGF-beta1. Otro (D) recibi�o todos los anticuerpos y el otro sirvi�o

como control (sin isotipos inmunes de inmunoglobulina G [IgG]) (E). El grupo 2 se someti�o a la

implantaci�on de un injerto de interposici�on de PTFEe pretratado con Matrigel� sobre el que se

sembraron c�elulas endoteliales (CE) de arteria il�ıaca bilateral. Tres subgrupos (A, B y C) recibieron

un anticuerpo espec�ıfico frente a PDGF-BB, bFGF o TGF-beta1. Uno (D) recibi�o todos los anti-

cuerpos y uno sirvi�o como control (sin isotipos inmunes IgG) (E). La microscopia �optica y la tinci�on

inmunohistoqu�ımica revelaron que la formaci�on de hiperplasia neointimal se redujo significativa-

mente en los subgrupos D comparados con los otros (p < 0,05). En aqu�ellos, el pretratamiento

diferente influy�o en la formaci�on de hiperplasia neointimal. Fue m�as pronunciada en las pr�otesis

revestidas de CE y Matrigel (p < 0,05). En un cultivo de �organo, se identific�o una disminuci�on del

grado de liberaci�on de PDGF-BB, bFGF y TGF-beta1 en los animales del subgrupo D comparado

con losotros (p< 0,05). En los subgruposD la liberaci�ondePDGF-BB,bFGFyTGF-beta1dependi�o

del pretratamiento de PTFEe. Se liber�o unamayor cantidad de estos factores de crecimiento en las

pr�otesis pretratadas con CE y Matrigel (p < 0,05), y el�ındice de marcado con bromodesoxiuridina

confirm�o la mayor incorporaci�on en este subgrupo (p < 0,001). La utilizaci�on combinada de anti-

cuerpos monoclonales anti-PDGF-BB, bFGF y TGF-beta1, administrados localmente, reduce la

formaci�on de hiperplasia neointimal.

INTRODUCCI �ON

Los injertos sint�eticos fabricados con politetrafluo-

roetileno expandido (PTFEe) pueden utilizarse

como sustitutos de las venas aut�ologas, pero se

caracterizan por una permeabilidad reducida en los

vasos cuyo di�ametro es < 6 mm debido a la trombo-

sis precoz o al fracaso tard�ıo a partir de hiperplasia

neointimal.1 Los injertos infrapopl�ıteos de PTFE se

asocian a una tasa de permeabilidad primaria a los 4

años de tan s�olo el 12%.2 En la actualidad, se han

propuesto dos estrategias para combatir la

formaci�on de hiperplasia neointimal. La primera

consiste en crear una capa de c�elulas endoteliales en
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la superficie del injerto sint�etico que sea capaz de

resistir a las fuerzas de cizallamiento del torrente

circulatorio.3,4 La segunda utiliza la eluci�on de

f�armacos con propiedades antiproliferativas en el

lugar de la lesi�on del vaso.5,6

La hiperplasia neointimal es una respuesta

celular y molecular, caracterizada por una

proliferaci�on continua anormal, predominante-

mente de c�elulas musculares lisas (CML) y tejido

conectivo derivado de los componentes mediales

y de la producci�on 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.7 En

seres humanos, Herring y LeGrand8 observaron

que los fracasos tard�ıos de las pr�otesis implantadas

pod�ıan deberse a una hiperplasia neointimal

anastom�otica.

El mecanismo subyacente de la hiperplasia inti-

mal sigue siendo desconocido, pero podr�ıan

desempeñar un papel diversas citocinas y factores

de crecimiento. Las c�elulas endoteliales (CE) pro-

ducen, entre otras sustancias, factor de creci-

miento derivado de las plaquetas9 (PDGF), factor

de crecimiento fibrobl�astico b�asico10 (bFGF), y

factor de crecimiento transformante beta1
11 (TGF-

beta). El PDGF consiste en mol�eculas dim�ericas

que pueden existir como homod�ımeros o hete-

rod�ımeros de dos cadenas pept�ıdicas diferentes

pero relacionadas llamadas PDGF-A y PDGF-beta9

(es decir, PDGF-AA, PDGF-BB y PDGF-AB). Las

CE secretan principalmente el homod�ımero

PDGF-BB.12 PDGF es un importante mit�ogeno de

las c�elulas del tejido conectivo en cultivo y

desempeña un papel en la promoci�on de la

migraci�on de las c�elulas musculares lisas desde la

media a la �ıntima.13 bFGF es un miembro de los

mit�ogenos de uni�on a la heparina y se caracteriza

por su afinidad por �esta y su capacidad para esti-

mular las CE y la proliferaci�on de las CML.10,14,15

El TGF-beta, un polip�eptido homodim�erico de 25

kDa, secretado en forma latente por las c�elulas de

los mam�ıferos, tiene la capacidad de estimular la

proliferaci�on en funci�on de su concentraci�on.11

Produce efectos estimuladores a concentraciones

bajas, mientras que a concentraciones altas pro-

voca la inhibici�on de la proliferaci�on de CML.16

Por lo tanto, esta �ultima tendr�ıa una funci�on

reguladora.

Probamos la hip�otesis de que la formaci�on de

hiperplasia neointimal anastom�otica en injertos

sint�eticos podr�ıa neutralizarse con anticuerpos

espec�ıficos, anti-PDGF-BB, bFGF y TGF-beta1,

administrados localmente en un modelo in vivo.

MATERIAL Y M�ETODOS

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 cirug�ıa pedi�atrica del Ospedale Bambino

Gesu, Palidoro (Roma, Italia). Los animales ten�ıan

libre acceso a comida y agua. Todos eran hembras y

pesaban 35-40 kg. Se dividieron en dos grupos (n ¼

30 cada uno) y a continuaci�on se subclasificaron en

cinco subgrupos (n ¼ 6 cada uno). En el grupo 1 se

implant�o un injerto de interposici�on de PTFEe (WL

Gore and Associates, Flagstaff, Estados Unidos) en

la arteria il�ıaca bilateral prerrevestido de Matrigel�

(Becton Dickinson Europe,Meylan Cedex, Francia).

En los tres subgrupos (A, B y C) el prerrevestimiento

tambi�en se asoci�o con un anticuerpo monoclonal

espec�ıfico frente a PDGF-BB, bFGF o TGF-beta1
(Peprotech, Londres, Reino Unido), respectiva-

mente. En un subgrupo (D) se asociaron los tres

anticuerpos y uno sirvi�o como control (sin isotipos

inmunes de inmunoglobulinaG [IgG]). El grupo 2 se

someti�o a la implantaci�on de un injerto de

interposici�on de PTFEe prerrevestido con Matrigel,

sobre el que se sembraron c�elulas endoteliales (CE),

en arteria il�ıaca bilateral. De forma parecida, en los

tres subgrupos (A, B y C) el pretratamiento tambi�en

se asoci�o con un anticuerpo espec�ıfico frente a uno

de los factores de crecimiento. Un subgrupo (D)

recibi�o los tres anticuerpos y otro sirvi�o como control

(sin isotipos inmunes de IgG) (E). Todos los injertos

de PTFEe med�ıan 4 mm de di�ametro y 5 cm de lon-

gitud, con una distancia internodal de 30 mm.

Procedimientos quir�urgicos

La anestesia se indujo con tiletamina m�as zolacepam

reconstituido con xilacina por v�ıa intramuscular y se

mantuvo con isoflurano al 1% a trav�es del tubo

endotraqueal. La exposici�on y explantaci�on de

ambas venas yugulares para obtener c�elulas endote-

liales hom�ologas para su siembra se efectuaron

mediante anticoagulaci�on intravenosa con heparina

en dosis de 110 U/kg, despu�es de lo cual se adminis-

traron dosis suplementarias (55 U/kg) a intervalos

cada 30 min hasta completar la cirug�ıa. Los animales

se restablecieron de la intervenci�on, y despu�es de 15

d�ıas, se efectu�o un segundo procedimiento quir�ur-

gico. Se expusieron las arterias il�ıacas. Se coloc�o un

injerto de interposici�on de PTFEe terminoterminal
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bilateral de 5 cm de longitud 1 cm por debajo de la

bifurcaci�on a�ortica. Para construir las anastomosis

se us�o una sutura interrumpida de PTFEe de 7/0.

No se observ�o un desajuste de calibre entre la arteria

il�ıaca donante y el injerto. La hidrataci�on se preserv�o

mediante infusi�on continua de soluci�on salina nor-

mal (10 ml/kg/h). La permeabilidad del injerto se

evalu�oenelmomentode la cirug�ıamediante criterios

de inspecci�on, evaluaci�on continua con eco-Doppler

del pulso femoral e inspecci�on directa en elmomento

de la extracci�on para evaluaci�on histol�ogica. Todos

los animales se sacrificaron en el d�ıa 60 postoperato-

rio (mediante inyecci�on IV de Beuthanasia-D Special

[Schering-PloughAnimal Health, Kenilworth, NJ] al

t�ermino del procedimiento quir�urgico). Con aneste-

sia general, se anticoagul�o a los animales (heparina

s�odica 110 U/kg/IV) y los injertos se retiraron con

un cuff de arteria sana en el lugar de las anastomosis.

Cultivo de c�elulas endoteliales

Brevemente, se lavaron las venas yugulares con

suero salino est�eril, 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 soluci�on

de colagenasa de tipo II (Sigma, St. Louis, MO),

disuelta con un porcentaje del 0,01% de soluci�on

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 CO2. Despu�es de la

incubaci�on, el contenido de la vena se lav�o con 20ml

de soluci�on equilibrada de Hanks en un tubo de 50

ml y las suspensiones de c�elulas resultantes se cen-

trifugaron durante 5 min a 1.000 rpm a temperatura

ambiente. El sedimento de c�elulas se resuspendi�o en

15 ml de un medio 199 (Clonetics, Cambrex BioS-

cience, Rockland, ME), un 20% de suero de ternera

fetal, 90 mg/ml de heparina, 2 mmol de glutamina,

101 UI/ml de penicilina y 100 mg/ml de estreptomi-

cina y se sembraron en placas dentro de frascos T25
(Falcon, Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,

NJ). Las c�elulas crecieron en un medio de un 5% de

CO2 a 37
�C. El medio de cultivo se reemplaz�o a d�ıas

alternos. Las c�elulas siempre se reimplantaron

despu�es de 15 d�ıas en el mismo animal.

Confirmaci�on de la identidad de las

c�elulas endoteliales

Las CE se identificaron por su t�ıpica morfolog�ıa en

adoqu�ın con un microscopio de contraste de fases

Zeiss (Carl Zeiss, S.p.A., Arese, Italia). La identidad

de las c�elulas se confirm�o adicionalmente por la

presencia de factor de von Willebrand (ant�ıgeno

del factor VIII) utilizando un anticuerpo de conejo

anti-factor de von Willebrand humano.

Preparaci�on de los injertos vasculares de

PTFEe

Los injertos de PTFEe se revistieron conMatrigel con

la adici�on de anticuerpos espec�ıficos frente a PDGF-

BB, bFGF, y TGF-b1 en una dosis de 2 mg/cm2 o sin

isotipos inmunes de IgG (controles). Todos los

anticuerpos tambi�en eran espec�ıficos de cerdo. Las

dosis de antibi�oticos se eligieron de acuerdo con

nuestras observaciones previas,17 y estas dosis neu-

tralizaron por completo los factores de crecimiento.

Adem�as, la adici�on de anticuerpos espec�ıficos no

suprimi�o la producci�on y s�ıntesis de las otras cito-

cinas y/o factores de crecimiento. De hecho, antes de

la siembra, examinamos las CE en busca de la

liberaci�on de interleucina 1 (IL-1) e IL-6. El Matrigel

mantenido a -20 �C se solidific�o en condiciones

est�eriles 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-

nar18 (fuerza de cizallamiento ¼ 6 din/cm2). Acto

seguido, las CE se sembraron en el injerto del grupo

2 a una densidad de 200.000/cm2 y se cultivaron

hasta su confluencia en un dispositivo de rotaci�on

adaptado con este objetivo espec�ıfico durante al

menos 15 d�ıas (media 15 ± 3, l�ımites 15-21,mediana

16). Este dispositivo garantiz�o una velocidad de

rotaci�on constante y una temperatura de 37 �C. El

propio tubo de rotaci�on era de aluminio lo que

permiti�o su esterilizaci�on. La adherencia de las CE

en el Matrigel en condiciones de flujo laminar18 se

preserva despu�es del revestimiento. Adem�as, antes

de su implantaci�on in vivo, en los controles se

confirm�o la vitalidad y funcionalidad de las c�elulas

mediante el m�etodo de exclusi�on con el colorante

azul de tripano (Sigma).

Estudios de endotelizaci�on de las CE e

hiperplasia neointimal

Para evaluar la formaci�on de hiperplasia neointimal

y de endotelizaci�on, se prepar�o una muestra de una

extremidad con la t�ecnica de fijaci�on de presi�on in

vivo para su examen y estudio en microscopio �optico

e inmunohistoqu�ımico. Brevemente, los injertos y

vasos adyacentes se perfundieron con suero salino

durante 3 min. A continuaci�on, los injertos se per-

fundieron con formol a una presi�on fisiol�ogica (100
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mmHg). Despu�es de 2 min, se procedi�o a la ligadura

de ambos lados de arterias y venas, lo que permiti�o la

fijaci�on de la presi�on de los vasos.

Microscopia electr�onica

Los injertos de PTFEe se fijaron en glutaraldeh�ıdo

(2,5% en 0,1 M del tamp�on cacodilato) durante 3

h a 4 �C, se lavaron tres veces en 0,1 M de

tamp�on cacodilato posfijado en OsO4 (2% en 0,1

M de tamp�on cacodilato) durante una hora y

despu�es se lavaron 3 veces en 0,1 M de tamp�on

cacodilato. Los injertos de PTFEe se deshidrataron

en una soluci�on seriada de etanol y se secaron

mediante el m�etodo del punto cr�ıtico (Emscope

CPD 750; Emscope Lab., Ashford, Reino Unido).

Se mont�o un segmento del injerto de PTFEe en

portas de microscop�ıa electr�onica tras su

recubrimiento con oro coloidal (Emscope Sc 500;

15 mA, 44 s) y se examinaron con microscopio

electr�onico de barrido (S-570; Hitachi, Tokio,

Jap�on), a 15 Kv. Cada muestra se analiz�o con una

magnificaci�on elevada (x200 y x1.000) en lugares

est�andar (en la parte proximal, media y distal del

injerto y cada 0,5 mm). Para cada �area se

determin�o el porcentaje de endotelizaci�on

mediante planimetr�ıa computarizada. Dos anato-

mopat�ologos diferentes repitieron tres veces las

determinaciones de manera enmascarada y se

calcul�o la media.

Microscopio �optico

Las secciones fijadas que representaban el injerto

proximal, medio y distal se fijaron en parafina y

se tiñeron con hematoxilina y eosina (Sigma).

Dos anatomopat�ologos enmascarados para el estu-

dio efectuaron las comparaciones morfom�etricas

en los lugares est�andar (en la porci�on proximal,

media y distal del injerto y cada 5 mm) utilizando

videomorfometr�ıa 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 uni�on arterial-injerto indexado con el grosor

del injerto de PTFEe. El porcentaje de estenosis

transversal se calcul�o dividiendo el �area neointimal

por el �area circunscrita por la superficie interna de

una secci�on transversal del segmento de PTFEe.

El �area neointimal se calcul�o sustrayendo el �area

luminal del �area delimitada por la superficie

interna del corte transversal de PTFEe: % de este-

nosis transversal ¼ �area interna de PTFEe - �area

luminal/�area interna de PTFEe.

Tinciones inmunohistoqu�ımicas

Las tinciones inmunohistoqu�ımicas se prepararon

utilizando t�ecnicas est�andar de inmunoperoxidasa.

Brevemente, las secciones seriadas (de 3 mm de gro-

sor),montadasen3-aminopropiltrietoxilano(Dako),

se desparafinaron en xileno, se rehidrataron en solu-

ciones seriadas de etanol y se trataron con metanol

que conten�ıa un 0,3% de H2O2 para neutralizar la

actividad de la peroxidasa end�ogena. Despu�es de un

lavado en la soluci�on 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

conten�ıa un 0,1% de alb�umina s�erica bovina,

añadidos a 200 ml/porta e incubados en una c�amara

de humedad cerrada herm�eticamente. El suero de

caballo normal se elimin�o 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 espec�ıfico de CML (Dako). Tras la

incubaci�on, se elimin�o el anticuerpo primario y los

portas se lavaron dos veces en PBS. Se us�o un

anticuerpo secundario (Vector Laboratories) a una

diluci�on de 1:200. Tras la incubaci�on durante 30min

y dos lavados en PBS, se añadi�o el complejo avidina-

biotina (Vector Laboratories) durante 30 min a

temperatura ambiente. Los portas se lavaron en PBS,

y se inici�o la reacci�on de la peroxidasa utilizando

un 0,06% de diaminobencidina (Sigma) y un 0,01%

de per�oxido de hidr�ogeno. Despu�es 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 liberaci�on y producci�on de PDGF-

BB, bFGF y TGF-beta1, se prepar�o un cultivo de

tejidos del injerto obtenido de la extremidad con-

tralateral. Brevemente, se abrieron longitudi-

nalmente los injertos y el segmento a�ortico por

encima y por debajo de aqu�ellos, se dividieron en

tres porciones de 17 mm cada una (que repre-

sentaban la anastomosis proximal, de la porci�on

media y distal) y se lavaron durante 10 min con un

medio de Eagle modificado por Dulbecco (Clonetics,

Cambrex BioScience) suplementado con anti-

bi�oticos (gentamicina 200 mg/ml, y penicilina 100

UI/ml). Las muestras se depositaron en 48 pocillos

de cultivo tisular Costar (Cambridge, MA). El tejido

se incub�o durante 5 d�ıas a 37 �C en una atm�osfera de

un 5% de CO2. Se obtuvieron al�ıcuotas 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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almacen�o a -80 �C para an�alisis de PDGF-BB, bFGF y

TGF-beta1 mediante an�alisis de enzimoinmuno-

sorbencia (ELISA). La producci�on de los factores de

crecimiento tambi�en se evalu�o con un m�etodo de

inmunoelectrotransferencia. Para evaluar el endo-

telio despu�es de un cultivo de �organo de 5 d�ıas, se

us�o un m�etodo de exclusi�on del colorante azul de

tripano para visualizar la viabilidad celular.

ELISA

La presencia de PDGF-BB, bFGF y TGF-beta1 en

medios condicionados libres de suero de los injertos

de PTFEe se determin�o con ELISA (Quantikine

human PDGF-BB, bFGF, TGF-b1; R&D Systems,

Oxford, Reino Unido).

Inmunoelectrotransferencia

La liberaci�on de PDGF-BB, bFGF y TGF-beta1 se

confirm�o mediante inmunoelectrotransferencia.

Para detectar los factores en los medios condicio-

nados de los injertos de PTFEe, se añadi�o un exceso

de anticuerpos anti-PDGF-BB, bFGF o TGF-beta1 (4

mg/ml) a los medios condicionados. Acto seguido, se

precipit�o con prote�ına A de Staphylococcus aureus

(Sigma). La concentraci�on de prote�ına de las

muestras derivadas de los medios condicionados

inmunoprecipitados se determin�o usando un

an�alisis de prote�ınas de Bradford (Sigma). Se

suspendieron 40microgramos de la prote�ına total en

el tamp�on reductor. Acto seguido, se separaron las

muestras con electroforesis en gel de poliacrilamida-

dodecilosulfato s�odico 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 tamp�on 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 y

TGF-beta1 humanos (1 mg/ml). Las membranas se

incubaron con un anticuerpo murino secundario

espec�ıfico, conjugado con peroxidasa de r�abano

picante (diluci�on 1:2.000, Peprotech), desarrollado

con el uso de un equipo de realce de quimiolumi-

niscencia (Peprotech) y expuesto a una pel�ıcula de

rayos X XAR Kodak (Rochester, NY) durante 1, 5 y

10 min. Como controles positivos, se usaron PDGF-

BB, bFGF y TGF-beta1 recombinantes humanos

(150 ng). Se examinaron las pel�ıculas y se adqui-

rieron mediante el densit�ometro Imaging Fluor-S

(Bio-Rad, Hercules, CA). Todos los resultados se

normalizaron para el control positivo.

Índice de marcado con

bromodesoxiuridina

A partir de las 48 h del cultivo de �organo, se añadi�o

bromodesoxiuridina (BrdU) al medio de cultivo a

Fig. 1. Micrograf�ıa electr�onica de barrido representativa que no muestra diferencias entre los grupos de control en el

momento del explante. Los paneles muestran la endotelizaci�on de las c�elulas (CE) con el cl�asico patr�on adherente a los

islotes nodales y obliteraci�on de las fibrillas internodales del grupo 1, subgrupo E (A), y grupo 2, subgrupo E (B)

(magnificaci�on original, x 1.000).
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una concentraci�on final de 10 mmol/l. Cada secci�on

se desparafin�o en xileno, se rehidrat�o en etanol y se

introdujo junto con el tamp�on citrato (10mM, pH 6)

en un horno de microondas (750 W) para tres ciclos

de calor de 5 min. Las secciones se tiñeron usando

anticuerpos anti-BrdU (Dako) diluidos hasta 1:100;

adem�as, se us�o un anticuerpo anti-alfa-actina

espec�ıfico de CML (Dako) diluido hasta 1:100. El

complejo avidina-biotina se añadi�o durante 30

min a temperatura ambiente. Los portas se lavaron

en PBS, y se inici�o la reacci�on de la peroxidasa utili-

zando un 0,06% de diaminobencidina y un 0,01%

de per�oxido de hidr�ogeno. Despu�es de un aclarado

final, las secciones se deshidrataron en etanol, se cla-

rificaron en xileno y semontaron bajo un portaobje-

tos. Las secciones se contratiñeron en hematoxilina

(Sigma) para visualizar los n�ucleos no marcados. El

n�umero total de n�ucleos neointimales marcados y

no marcados en cada campo de alta resoluci�on se

utiliz�o como �ındice de marcado BrdU. Este �ındice

se evalu�o como el porcentaje medio de n�ucleos mar-

cados de las CML neointimales [(n�ucleos marcados/

n�ucleos totales) x 100].

An�alisis estad�ıstico

Los datos se introdujeron en una hoja de c�alculo

inform�atica y se analizaron con un programa

estad�ıstico (SPSS 12.0 para Windows, estad�ıstica

b�asica y avanzada, 1989-2003; SPSS Inc., Chicago,

Estados Unidos). Todos los experimentos se efectua-

ron por duplicado y los resultados se expresaron

como media ± desviaci�on est�andar de seis experi-

mentos diferentes. Las variables continuas se com-

pararon con la prueba de la U de Mann-Whitney o

un an�alisis de Kruskal-Wallis de la varianza de una

v�ıa. Se consider�o significativo un valor de p < 0,05.

RESULTADOS

No se registr�o mortalidad operatoria, y todos los ani-

males sobrevivieron a la duraci�on del estudio. En los

explantes, todos los injertos estaban permeables. No

se identificaron infecciones del injerto, aneurismas o

anomal�ıas anastom�oticas (estenosis o pseudoaneu-

rismas); y todos los injertos se hab�ıan incorporado

satisfactoriamente.

Microscopia electr�onica

El examen de las secciones del injerto despu�es del

explante revel�o que la endotelizaci�on de las CE

con el cl�asico patr�on de ‘‘adoqu�ın’’ se adher�ıa 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

histolog�ıa macrosc�opica en el punto final del d�ıa 60
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Fig. 2. Formaci�on de hiperplasia neointimal en la anastomosis proximal, media y distal. En los subgrupos D, la

formaci�on de hiperplasia neointimal disminuy�o significativamente comparado con los controles (subgrupos E). Grupo

1, subgrupo D comparado con subgrupo E, Bp < 0,02, BBp < 0,03 y BBBp < 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: porci�on

media del injerto; Group: grupo; Neointimal hyperplasia (mm2): hiperplasia neointimal (mm2); Proximal anastomosis:

anastomosis proximal; Subgroup: subgrupo.
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demostr�o una hiperplasia neointimal considerable en

la porci�on proximal, media y distal del injerto en

ambos grupos. Aunque se detect�o una tendencia

hacia una disminuci�on de la neo�ıntima en la porci�on

media del injerto, el grosor anastom�otico proximal no

difiri�o de la porci�on media. Al contrario, el grosor

anastom�otico distal estaba aumentado significativa-

mente comparado con laporci�onproximalymediaen

todos los grupos (p < 0,0001). En la comparaci�on de

los tratamientos del injerto, la formaci�on de hiper-

plasia neointimal disminuy�o significativamente en

animales del subgrupo D (p < 0,001). Sin embargo,

dentrode los subgruposD,elpretratamientodiferente

ejerci�o una influencia significativa en la formaci�on de

hiperplasia neointimal. Fue m�as pronunciada en las

pr�otesis pretratadas con CE y Matrigel (p < 0,04).

Tinciones inmunohistoqu�ımicas

En las figuras 3 y 4 se muestran las secciones teñidas

representativas en la anastomosis proximal y distal.

Las tinciones inmunohistoqu�ımicas revelaron que

las c�elulas endoteliales cubr�ıan las superficies de la

neo�ıntima seg�un lo demostrado con la tinci�on del

ant�ıgeno relacionado con el factor VIII. Las c�elulas

musculares lisas eran el principal tipo de c�elulas

neointimales identificadas mediante tinci�on con

alfa-actina entre la superficie luminal y la porci�on

interna del injerto.

Cultivo de �organo

Despu�es del cultivo de �organo, las c�elulas endotelia-

les eran viables seg�un el m�etodo de exclusi�on con

azul de tripano.

ELISA

En la figura 5 se describe la liberaci�on de diversos

factores de crecimiento en elmedio de cultivo para la

anastomosis distal. En las pr�otesis pretratadas conCE

y Matrigel se liber�o una cantidad significativamente

Fig. 3. La formaci�on de hiperplasia neointimal representativa en la anastomosis proximal 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 formaci�on de hiperplasia neointimal fue m�as pronunciada (D) comparado con el

grupo 1, subgrupo D (B). G: material del injerto de politetrafluoroetileno expandido (PTFEe) (magnificaci�on original x

10); L: luz; N: neo�ıntima. Los insertos (�angulo inferior izquierdo)muestran con mayor magnificaci�on que la mayor�ıa de las

c�elulas de la neo�ıntima son positivas para la tinci�on con alfa-actina (magnificaci�on original, x 40).
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mayor de PDGF-BB, bFGF y TGF-beta1 (p < 0,001).

En la comparaci�on de los tratamientos del injerto, la

cantidad de liberaci�on de factores de crecimiento en

el grupo 1 o en el grupo 2 disminuy�o significativa-

mente en los animales del subgrupo D comparado

con los otros subgrupos (p < 0,04). Sin embargo,

dentro de los subgrupos D, la liberaci�on de estos

factores dependi�o del pretratamiento de PTFEe: los

injertos pretratados con CE yMatrigel liberaron m�as

factores de crecimiento que los pretratados con

Matrigel solo (p < 0,001).

Inmunoelectrotransferencia

La inmunoelectrotransferencia confirm�o los resulta-

dos del ELISA, y en la figura 6 se muestran los

niveles de prote�ınas de los factores de crecimiento

en la anastomosis distal. Los niveles de prote�ınas 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 prote�ınas de estos factores significa-

tivamente m�as bajos en los subgrupos D comparado

con los otros subgrupos (p < 0,001). Sin embargo,

dentro de los subgrupos D, en las pr�otesis pre-

tratadas con c�elulas endoteliales y Matrigel (p <

0,004) se produjo una cantidad significativamente

mayor de prote�ınas (fig. 7).

Índice de marcado con BrdU

En la figura 8 se muestran los datos del �ındice de

marcado con BrdU en la anastomosis distal. Su

incorporaci�on en los n�ucleos de las c�elulas muscu-

lares lisas en la anastomosis distal fue significativa-

mente mayor en el grupo 2 comparado con el 1 (p<

0,001). En la comparaci�on de los tratamientos del

injerto, su incorporaci�on se redujo significativa-

mente en animales del subgrupo D (p < 0,001). Sin

embargo, dentro de estos subgrupos D, el

Fig. 4. La formaci�on 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 formaci�on de hiperplasia neointimal fue m�as pronunciada (D) comparado con el

grupo 1, subgrupo D (B). G: material del injerto de PTFEe (magnificaci�on original x 10); L: luz; N: neo�ıntima. Los

insertos (�angulo inferior izquierdo) muestran con mayor magnificaci�on que la mayor�ıa de las c�elulas de la neo�ıntima son

positivas para la tinci�on con alfa-actina (magnificaci�on original, x 40).
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pretratamiento diferente ejerci�o una influencia sig-

nificativa en su incorporaci�on. Fue m�as pro-

nunciada en las pr�otesis pretratadas con CE y

Matrigel (p < 0,001) (fig. 9).

DISCUSI �ON

El hallazgo principal de este estudio fue que los

injertos de PTFEe pretratados con Matrigel, y la

administraci�on simult�anea de anticuerpos frente a

PDGF, bFGF y TGF-beta1, redujo significativa-

mente la formaci�on 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 reconstrucci�on vas-

cular prot�esica de pequeño calibre. Representa la

respuesta a una lesi�on vascular, que se sigue de una

intensa actividad de las c�elulas musculares lisas, que

da lugar a la proliferaci�on en lamedia,migraci�on a la

�ıntima, proliferaci�on en la �ıntima, y aumento del

volumen celular y de la producci�on de matriz

extracelular y es m�as prominente en las anastomosis

de los injertos vasculares prot�esicos.19

Parad�ojicamente, en el presente estudio la siem-

bra de CE no desempeñ�o ning�un papel en una

disminuci�on adicional de formaci�on de hiperplasia

neointimal o mejores tasas de permeabilidad. La

creaci�on de una capa de c�elulas endoteliales en la

superficie de un injerto prot�esico, capaz de resistir

las fuerzas de cizallamiento del torrente circulatorio,

puede aumentar la permeabilidad del injerto a corto

plazo3,4,20 y reducir la trombogenicidad de los sus-

tratos sint�eticos,21,22 inhibiendo e invirtiendo la

coagulaci�on.23,24 Todos los injertos pretratados con

Matrigel y anticuerpos frente a PDGF, bFGF y TGF-

beta1 estaban permeables, y la formaci�on de hiper-

plasia neointimal se redujo significativamente,

comparado con los injertos en los que se sembraron

CE. Walpoth et al25 observaron que la fibrina y el

factor de crecimiento endotelial vascular producen

efectos lesivos sobre el proceso de integraci�on tisular

del injerto, porque aumentan el crecimiento

neointimal en la anastomosis proximal. En el pre-

sente estudio, el Matrigel no ejerci�o un efecto

perjudicial sobre la permeabilidad del injerto, pro-

bablemente porque la endotelizaci�on con CE a partir

de la anastomosis y/o proliferaci�on transmural

impidi�o la trombosis e inhibi�o un cierto grado la

producci�on de mit�ogeno relacionado con CE.

Por otra parte, en injertos pretratados con CE, la

proliferaci�on anastom�otica de CML y el engrosa-

miento intimal tuvieron lugar debajo del endotelio

intacto26 de modo exagerado y m�as r�apido compa-

rado en los injertos no pretratados. Los hallazgos del

marcaje con BrdU tambi�en confirmaron una mayor

proliferaci�on de c�elulas musculares lisas en los

injertos pretratados con c�elulas endoteliales. Las
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fibrobl�astico; Group: grupo; Growth factor release at distal anastomosis (ng/mL): liberaci�on de factor de crecimiento en

la anastomosis distal (ng/ml); PDGF-BB: factor de crecimiento BB derivado de las plaquetas; Subgroup: subgrupo; TGF-

b1: factor de crecimiento transformante beta1.
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interacciones iniciales entre los diferentes mit�oge-

nos liberados por las CE y CML podr�ıan estar

implicadas en la mayor formaci�on de hiperplasia

neointimal. Estos hallazgos confirmaron nuestras

observaciones previas in vitro.17

Adem�as, esper�abamos que la neutralizaci�on de

los factores de crecimiento clave redujera incluso

m�as la formaci�on de hiperplasia neointimal. Ferns

et al27 demostraron que el desarrollo de una lesi�on

intimal en la arteria car�otida de ratas lampiñas

at�ımicas se inhibe mediante anticuerpos poli-

clonales anti-PDGF. Los autores no encontraron una

diferencia estad�ısticamente significativa en los

�ındices de marcado medial o intimal entre ratas

tratadas con anti-PDGF y ratas tratadas con IgG no

inmune, lo que sugiere que la disminuci�on de la

lesi�on neointimal se debe principalmente a la

migraci�on por quimiotactismo de las CML mediales

a la media inducida por PDGF. Lindner et al28

observaron que el factor bFGF desempeña un papel

clave en la replicaci�on del m�usculo liso despu�es de

una lesi�on. En modelos de ratas sometidas a lesi�on

carot�ıdea, la infusi�on de este factor de crecimiento

produce un aumento sustancial de la proliferaci�on

de c�elulas musculares lisas,29 y el tratamiento con

un anticuerpo anti-bFGF neutraliza la proliferaci�on

de estas c�elulas en alrededor del 80%.30 Aunque el

factor PDGF y bFGF son potencialmente importan-

tes en la proliferaci�on y quimiotactismo celular, es

probable que ninguno de los dos act�ue 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. 7. An�alisis de inmunoelectrotransferencia para

determinaci�on de PDGF, bFGF y TGF-beta1 en los medios

condicionados de los injertos de PTFEe en la anastomosis

distal. Como controles positivos se usaron PDGF, bFGF y

TGF-beta1 recombinantes humanos (carril 5). En los

subgrupos D, los niveles de prote�ınas de PDGF, bFGF y

TGF-beta1 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 pr�otesis

tratadas con c�elulas endoteliales y Matrigel (carril 3

comparado con 1), se produjo una cantidad significati-

vamente mayor de prote�ına (p < 0,004). bFGF: factor

b�asico de crecimiento fibrobl�astico; Group: grupo; PDGF-

BB: factor de crecimiento BB derivado de las plaquetas;

TGF- b1: factor de crecimiento transformante beta1.
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neointimal significativa31 (es decir, activaci�on del

plasmin�ogeno, IL-1, IL-6, factor alfa de necrosis

tumoral, TGF-beta, etc.). En particular, TGF-beta

act�ua in vitro como un potente inhibidor de los

factores de crecimiento para las c�elulas endoteliales

y musculares lisas y es capaz de determinar indi-

rectamente una respuesta proliferativa mediada a

trav�es de la secreci�on autocrina de PFGF.32 El factor
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Fig. 8. Índice de marcado con bro-

modesoxiuridina (BrdU) de las c�elulas

musculares lisas (CML) en la anasto-

mosis distal. En los subgrupos D, el

�ındice disminuy�o significativamente

comparado con los controles (sub-

grupos E). Grupo 1, subgrupo D com-

parado con subgrupo E, Bp < 0,001;

grupo 2, subgrupo D comparado con

subgrupo E, *p < 0,001. BrdU labeling

index at distal anastomotic site (%):

�ındice de marcado con bromodeso-

xiuridina (BrdU) en la anastomosis

distal (%); Group: grupo; Subgroup:

subgrupo.
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Fig. 9. Marcado representativo con bromodesoxiuridina (BrdU) de las c�elulas musculares lisas (CML) en la anastomosis

distal. El marcado de CML 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, el marcado de CML fue m�as

evidente (D) comparado con el grupo 1, subgrupo D (B) (magnificaci�on original, x 40).
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TGF-beta induce la proliferaci�on de c�elulas muscu-

lares lisas a trav�es de un mecanismo bimodal: a

concentraciones bajas produce un efecto estimula-

dor pero a concentraciones altas da lugar a la

inhibici�on de su proliferaci�on.16

De acuerdo con estas observaciones previas, en el

presente estudio podr�ıamos haber observado un

aumento de la formaci�on de hiperplasia neointimal

en los subgrupos tratados con anticuerpos

espec�ıficos anti-TGF-beta1, pero no se registr�o una

diferencia significativa. Los hallazgos del presente

estudio disminuyen la importancia de este factor en

la regulaci�on de los otros factores de crecimiento

liberados, como m�ınimo, en las condiciones de estos

experimentos. Al contrario, la neutralizaci�on

simult�anea de los tres factores de crecimiento pre-

vino la formaci�on de hiperplasia neointimal. Como

m�ınimo en teor�ıa, esto refleja y demuestra la estre-

cha relaci�on entre las c�elulas endoteliales, las c�elulas

musculares lisas y los diversos factores de creci-

miento y citocinas liberados en los modelos in vivo.

El cultivo de �organo confirm�o que, despu�es de 60

d�ıas de implantaci�on, los injertos pretratados con CE

y Matrigel liberaron y produjeron m�as factores de

crecimiento que los pretratados con Matrigel solo y,

en consecuencia, indujeron una mayor respuesta de

hiperplasia neointimal.

En conclusi�on, el uso combinado de anticuerpos

monoclonales anti-PDGF-BB, bFGF y TGF-beta1,

administrados localmente, reduce la formaci�on de

hiperplasia neointimal pero su reducci�on est�a

influida adversamente por el pretratamiento del

injerto con c�elulas endoteliales.

Damos las gracias al Sr. Pierpaolo Coluccia por su ayuda en la

preparaci�on de las tinciones inmunohistoqu�ımicas y al Sr.

Quinto Giustiniani por su ayuda en la microscopia electr�onica.
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