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RESUMEN

En el presente trabajo hemos realizado un estudio del com-
portamiento de células mesoteliales (CM) de epiplon, sem-
bradas sobre una matriz fibrobldstica en prdtesis vasculares
de politetrafluoroetileno (PTFE), tras su interposicion en un
circuito «ex vivor, utilizando como animal de experimenta-
cién perros de raza Mongrel. Se diseflaron dos grupos de
estudio: Grupo Control: CM sembradas sobre prétesis vas-
culares sin matriz fibrobldstica; Grupo Experimental: for-
mado por prétesis sembradas con CM sobre matriz fibroblds-
tica. En ambos grupos, las células fueron marcadas con
oxinato de In''* (50 uCi/ml) antes de ser sembradas.
Después de la siembra, una vez formada la monocapa sobre
PTFE, aproximadamente a las 24 h., las prétesis fueron
interpuestas en el circuto «ex vivo». La velocidad de flujo a
que fueron sometidas dichas protesis fue de 117,5+12,50
ml/min a la entrada de las protesis y de 72,6+14,3 a la salida.
El miimero de células adheridas a la matriz fue suficientemen-
te elevado como para asegurar un alto grado de recubrimien-
to de la superficie protésica antes de su interposicion en el cir-
cuito (77,2549,36 % para el grupo de protesis sembradas
con CM previa interposicion de una matriz fibrobldstica).

Tras la accidn del flujo se observé una pérdida, tanto de
marcaje celular como de la superficie protésica cubierta,

* Trabajo realizado con una Ayuda de Investigacion CICYT SAF
92-0875 y FISSS 94-0033

siendo estos pardmetros significativamente superiores en el
grupo en el que se sembrd sobre la matriz fibrobldstica en
comparacion con el grupo control.

A la vista de los resultados, podemos considerar que el com-
portamiento de las CM, tras la accidén del flujo sanguineo,
mejord tras la interposicién de una matriz fibrobldstica
sobre la superficie protésica, previa a la siembra celular.

SUMMARY

The behavior of mesothelial cells (MC) from omentum see-
ded on polytetrafluoroethylene (PTFE) vascular prosthe-
ses coated with a fibroblastic matrix and interposed in an
«ex vivo» circuit in Mongrel dogs was studied. Two study
groups were designed: Control group: MC seeded on
PTFE vascular prostheses not coated with a fibroblastic
matrix, and Experimental group: MC seeded on PTFE
vascular prostheses coated with a fibroblastic matrix. In
both groups, cells were marked with 1"'In oxinate (50
uCi/ml) before seeding. Once a single-cells-thick layer had
formed on the PTFE prosthesis (about 24 h. after seeding),
the prostheses were interposed in the «ex vivo» circuit. The
rate of blood flow to which the prostheses were exposed was
117.5+12.50 ml/min at point of inflow and 72.6+14.3
mlfmin at point of outlow.

The number of cells adhered to the matrix was sufficient to
ensure a high proportion of coverage of the prosthesic sur-
face before interposition in the «ex vivo» circuit (77.25+
9.36 % for the group of MC seeded on protheses coated
with a fibroblastic matrix).

After exposure to blood flow, cell making and prosthesic
surface coverage decreased. The decrease in both parame-
ters was significantly smaller in the experimental group
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in which MC were seeded on prostheses coated with a
fibroblastic matrix than in the control group.

These results show that the interposition of a fibroblastic
matrix on the prosthesic surface before cell seeding impro-
ved the behavior of MC after exposure to blood flow.

Introduccion

El alto indice de fracaso observado en humanos
tras la interposicién de protesis vasculares de media-
no y pequeno calibre en zonas de bajo flujo vascular,
llevé a algunos investigadores a proponer la posibili-
dad de revestir la superficie luminal del material
protésico con una capa celular lo mas parecida posi-
ble a la presente en el lecho vascular y que evitase,
en la medida de lo posible, los fenémenos de trom-
bosis que presentaban este tipo de protesis (1).

La estirpe celular mas utilizada para la realizacién
de las siembras de protesis vasculares ha sido la célula
endotelial. Mayoritariamente dichas células han sido
extraidas de Cord6én umbilical de humanos y de Vena
Yugular en el caso de animales de experimentacién. El
bajo nimero de células obtenido de estas fuentes (2)
ha hecho que, desde hace algtin tiempo, los estudios
vayan encaminados a la bisqueda de una fuente
alternativa de células capaces de colonizar la superfi-
cie protésica tras el proceso de siembra (3, 4). El epi-
plon puede constituir la solucién a este problema, tan-
to por su facilidad de acceso como por el gran niimero
de células que pueden ser obtenidas a partir de
pequenos fragmentos del mismo. Sin embargo, la uti-
lizacion de esta fuente de obtencién celular no esta
libre de controversia, debido, fundamentalmente, a
las discrepancias existentes en el origen endotelial (5)
o mesotelial (6) de las células extraidas.

Las células mesoteliales (CM) tienen capacidad
para producir prostaciclina (7, 8). Ademas, dichas
células presentan una buena adhesion celular y for-
man una cubierta estable sobre protesis vasculares
de PTFE (8). Por ltimo, las CM tienen gran afinidad
para incorporar oxinato de In''" (9).

La utilizacién de fibronectina (Fn) mejora conside-
rablemente la capacidad de adhesién de las células a
la superficie protésica durante los primeros dias tras
la realizacion de la siembra, en sistemas estaticos
(10). En anteriores trabajos hemos descrito una mejo-
ra de la adhesion celular cuando se interponia una

matriz fibroblastica fijada sobre la superficie protési-
ca, previa a la realizacién de la siembra (11, 12)

A pesar de los buenos resultados obtenidos en sis-
temas estaticos con la utilizacion de la Fn y de la
matriz fibroblastica, cabe destacar que los beneficios
potenciales de la siembra celular sobre protesis vas-
culares depende, no sélo de la buena adherencia
celular a la superficie protésica, sino también, de la
resistencia de estas células a la accion del flujo san-
guineo (13, 14). Los estudios sobre la accion de dicho
flujo son importantes por la influencia del mismo en
la biologia y en la patologia vascular, asi como en la
viabilidad de las prétesis vasculares para su interpo-
sicion en el territorio vascular (15), lo que ha provo-
cado que las investigaciones vayan encaminadas a
los estudios de retencién celular sobre proétesis vas-
culares tras la interposicién de las mismas, tanto en
circuitos «in vitro» (13, 14) como en circuitos «ex
vivo» (16). Por todo ello, el objetivo del presente tra-
bajo ha sido, por un lado, el estudio del efecto del
flujo sanguineo sobre el poder de adhesion de las
CM sembradas y, por otro, la eficacia de la matriz
fibroblastica en la resistencia de las protesis sembra-
das a la accién de dicho flujo en un circuito «ex vivo».

Material y métodos

Cultivo celular
a) Células Mesoteliales (CM)

Pequetios fragmentos de epiplon (10-20 g) fueron
extraidos de perros de raza Mongrel y sumergidos
en Minimal Essenctial Medium (MEM; Gibco Brl.),
suplementado con una solucién de antibiético/anti-
micético compuesta por 10000 Ul/ml penicilina,
10000 pg/ml streptomicina, 25 pg/ml Fungizona
(Gibco Brl.) y transportada al laboratorio donde fue
procesado en condiciones de maxima esterilidad.

El epiplon fue lavado varias veces en MEM vy las
células fueron extraidas por digestion enzimatica con
colagenasa CLS tipo I (Worthington) al 0,1 % en
MEM, a la que se le anadié 15 mM CaCl,. La diges-
tion con colagenasa se realizé en un bano de agita-
cién a 37°C y 100 U de velocidad de agitacion, siendo
el tiempo de incubacién de 20 minutos. Transcurrido
este tiempo, se retir6 el fragmento de epiplén y la
suspension celular obtenida fue trasvasada a un fras-
co conico de centrifuga de 50 ml (Falcon) y centrifu-
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gada durante 7 minutos a 200 g. A continuacion se
eliminé el sobrenadante y el pellet fue resuspendido
en 5 ml de medio 199 (M-199) suplementado, segtin
la metodologia descrita en anteriores trabajos (11).
Después, la suspension celular fue colocada en un
frasco de cultivo de 25 cm? (Nunclon) e incubada a
37°C en una estufa de cultivo en una atmofera de 5 %

Co,.

b) Fibroblastos

Una pequefia muestra de piel (1 x 0,5 cm?) fue
extraida del animal durante la intervencién quirtirgi-
ca. El fragmento de piel fue introducido en un contai-
ner con MEM para su transporte hasta el laboratorio,
en donde, bajo condiciones de maxima esterilidad,
fue cortado en pequenos explantos. A continuacion,
los explantos fueron colocados en frascos de cultivo
de 25 cm? conteniendo 5 ml de medio McCoy’s (GIB-
CO) completo (11) e incubado a 37°C en una estufa
de cultivo en una atmésfera de 5 % CO,.

En todos los casos, el medio de cultivo fue cambia-
do cada 2 dias hasta la formacién de una monocapa
confluente en la superficie de cultivo. Formada la
monocapa, las células fueron levantadas de la super-
ficie del frasco de cultivo mediante tratamiento enzi-
matico con una solucién de trypsin/EDTA IX (Gibco
Brl.) durante 5 minutos a 37°C. La accién de esta enzi-
ma fue inhibida mediante la adicién de medio com-
pleto, obteniéndose una suspensién celular que fue
distribuida en distintos frascos de cultivo a razén 1:2,
quedando de esta forma subcultivadas las células.

Las células utilizadas para el presente estudio fue-
ron las procedentes del primer subcultivo.

El nimero de células viables fue determinado me-
diante la prueba de azul tripan y posterior recuento
en una camara de Neumbauer.

Identificacion celular

Las células fueron identificadas mediante técnicas
inmunohistoquimicas. Se utilizaron anticuerpos anti-
CD34 (SEROTECQ), anti-Factor VIII (BIOMEDA), anti-
ciotoqueratina 18 (BIOGENESIS), anti vimentina
(BIOMEDA), anti-desmina, anti-a actina y anti-acti-
na total.

Produccion de Prostaciclina (PGI,)
La capacidad de las CM para producir PGI, fue
determinada mediante técnicas de radioinmunoensa-

yo (RIA) por medicién de los niveles de 6-keto-pros-
taglandina FIa (Amersham), intermediario establece en
la ruta metabélica de la sintesis de prostaciclina.

Siembra celular sobre PTFE

Para la realizacion de la siembra se utilizaron pré-
tesis vasculares (porosidad 30 u) de PTFE de 6 cm de
longitud y 4 mm de didmetro interno. Dichas prote-
sis fueron canuladas por los dos extremos e introdu-
cidas y fijadas en unos recipientes tubulares de cris-
tal construidos al efecto.

Matriz fibrobldstica

Los fibroblastos procedentes del primer subculti-
vo fueron levantados de la superficie del frasco de
cultivo por tratamiento enzimatico con una solucién
de tripsina-EDTA. Se separé una pequefa alicuota
de la suspension celular para la realizacién de un
recuento de células viables a fin de poder determinar
el numero de células que se sembraran sobre cada
proétesis.

Con anterioridad a la realizacion de la siembra,
todas las protesis fueron rellenadas con una solucion
que contenia 20 pg/ml de Fn (SIGMA) en MEM. Una
vez rellenas, las prétesis fueron incubadas durante 1 h.
a 37°C en un «roller» (disenado para tal efecto) cuya
velocidad de giro fue de 10 rph, de esta forma nos
asegurdbamos de la perfecta distribucion de la Fn
por toda la superficie protésica. Tras el proceso de
incubacion, se eliminé el exceso de Fn y se procedié
a la realizacion de la siembra. '

La superficie protésica fue sembrada en cuatro
fases con una suspension celular conteniendo 1x10°
fibroblastos/ml en cada una de ellas. Una vez inocu-
lado el interior del biomaterial con la suspensién
celular, la prétesis fue incubada a 37°C durante 15
minutos, en estado de reposo. Transcurrido este tiem-
po, se eliminaron las células no adheridas a la super-
ficie protésica, quedando asi preparado el biomaterial
para la realizacion de la segunda fase de la siembra.
La proétesis era girada 180°, repitiéndose de nuevo los
mismos pasos anteriores. Una vez realizada esta
segunda fase de la siembra, la proétesis fue girada 90°
para la realizacién de la tercera fase, la cual se realizé
siguiendo los mismos pasos descritos para las dos
anteriores. Transcurrido el tiempo de incubacién de
esta tercera fase, la prétesis fue girada nuevamente
180° para realizar la siembra de la dltima parte de la
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proétesis: Después de los tltimos 15 minutos de incu-
bacién y, tras la eliminacién de las células que no se
adhieren a la superficie protésica, el biomaterial fue
rellenado con M-199 suplementado e incubado a
37°C en una estufa de CO, (5 % CO,), en rotacién
constante (10 rph) durante 24 horas.

Una vez formada la monocapa sobre la superficie
protésica, se procedi6 a la fijacion de la misma
mediante tratamiento con glicerol al 5 % durante 5
minutos. Tras la fijacién, se lavé la superficie protési-
ca con MEM para asegurarnos de la completa elimi-
nacion del fijador sobrante. De esta forma se consi-
gui6 establecer una matriz fibroblastica sobre la que
realizar la siembra de CM.

Siembra de CM

Tras la creacién de la matriz fibroblastica, las pro-
tesis vasculares fueron incubadas durante 1h. a 37°C
con una solucién de Fn (20 pg/ml) para facilitar la
adhesién de las CM en el momento de la siembra,
la cual se realiz6 en cuatro fases siguiendo la meto-
dologia descrita para el caso de la siembra de fibro-
blastos, utilizando para tal fin CM procedentes del
primer subcultivo. Para la realizacién de este proceso
se rellené el interior de la prétesis con una suspen-
sién que contenia 1x10° células/ml en cada uno de
los pasos. Una vez completada la siembra, las préte-
sis se incubaron a 37°C en la estufa de cultivo,
haciéndolas girar lentamente (10 rph).

Marcagje celular con oxinato de In'!

Con anterioridad a la siembra, las CM fueron marca-
das con oxinato de In'"! siguiendo la técnica descrita
por Sharefkin y cols. (17). Se afadieron 50 u.Ci/ml en
M-199 sin suero y se incubaron durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se
centrifugd la suspensién celular a 200g durante 7 minu-
tos, se decant6 para retirar el sobrante de radiofarmaco,
se lavo el pellet celular con PBS y se resuspendieron las
células con M-199 completo, quedando asi preparadas
para la siembra sobre la matriz fibroblastica.

Circuito «ex vivo»

Una vez anestesiados los animales, se aislaron
ambas arterias femorales y se abordé la auricula
derecha a través de una esternotomia media, estable-
ciendo un shunt externo entre ambas arterias femo-
rales y dicha cavidad cardiaca.

Se disefi¢ un circuito consistente en un tronco de
cono cuyo extremo de mayor diametro se acopla a
uno de los extremos de un tubo cilindrico (28 mm de
didmetro y 10 cm de longitud). La parte libre de este
tubo cilindrico se acopla a un tubo en Y, provocando
asi una bifurcaciéon. A cada rama de la bifurcacion se
le acopl6 un tubo flexible en el cual se interpusieron,
radialmente, dos recipientes tubulares de cristal que
protegian las proétesis vasculares. Ambas estructuras
quedan separadas por un angulo de 120°. Una vez
establecido el circuito, se desclamp6 dejando pasar el
flujo sanguineo a través de la superficie protésica
sembrada durante 1h. Transcurrido este tiempo se
retiraron las protesis del circuito, se lavaron dos
veces con suero fisiologico para retirar los restos san-
guineos y se midi6 la radiactividad retenida en la
protesis mediante un contador de particulas gamma
(Fig. 1).

Arteria femoral izquierda

Auricula
derecha

Arteria femoral derecha

Fig. 1. Representacion esquemdtica del circuito «ex vivo»
fémoro atrial. Las flechas indican el sentido del flujo vascular.

Microscopia electrénica de barrido

Las muestras obtenidas fueron fijadas en 3 % glu-
taraldehido durante 2 h. y pasadas a buffer Milloning
(pH 7.3). A continuacién, las muestras fueron deshi-
dratadas en una serie creciente de acetonas (desde
acetona al 30 % hasta acetona pura) y, posteriormen-
te, sometidas a punto critico con un Polaron E-3000,
para su completa desecacion. Por tltimo, fueron
metalizadas en oro-paladio para su posterior obser-
vacién en un microscopio electrénico de barrido
Zeiss 950 DSM.

Disetio experimental
Grupo control (n=6): PTFE sembrado directamente
con CM tras tratamiento con Fn.
Grupo experimental (n=6): PTFE sembrado con CM
previa interposicion de una ma-
triz fibrobldstica.
Todas las prétesis fueron sometidas a la accién del
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flujo sanguineo en un circuito «ex vive» fémoro-auri-
cular durante 1 h., realizando mediciones de pérdida
de radiactividad cada 10 min.

Se utilizaron 6 perros Mongrel de 12-14 Kg para la
realizacién del circuito, interponiendo en el mismo
una proétesis perteneciente al grupo control y otra
perteneciente al grupo experimental en cada uno de
los animales.

En todos los animales se realiz6 una medicion del
flujo sanguineo a la entrada y a la salida de las prote-
sis mediante un sensor de deteccion de velocidad de
flujo (Transonic Systems, Inc. Ithaca. NY. USA).

Tanto antes como después de someter las prétesis
sembradas a la accién del flujo sanguineo, la superfi-
cie protésica recubierta fue medida mediante técni-
cas de analisis de imagen.

El andlisis estadistico fue realizado mediante el test
U de Mann Witney para comparacién entre grupos.

Resultados

Cultivo celular
Fibroblastos

Los fibroblastos en cultivo muestran una morfologia
caracteristica, con una forma fusiforme y crecimiento
en colonias concéntricas. La secrecion celular en culti-
vo se manifiesta por actimulos vacuolizados intracito-
plasmicos y secrecion extracelular en forma de mate-
rial discretamente refringente a microscopia invertida.

Células mesoteliales

Las CM presentan un buen comportamiento en
cultivo, formando una monocapa confluente a los
pocos dias del comienzo del cultivo. Esta monocapa
estaba formada por células poligonales con nticleo
redondeado y rodeadas por abundante glicocalix.

En todos los tipos celulares la prueba de Azul
Tripan nos reveld la existencia de unas tasas de viabi-
lidad lo suficientemente elevadas como para garanti-
zar la realizacion de una siembra efectiva sobre el
material protésico.

Identificacién celular y produccion de
prostaciclina

Las células mesoteliales fueron positivas para
todos los anticuerpos testados. Las técnicas de inmu-

nofluorescencia revelaron una gran positividad de
las células mesoteliales frente a anticuerpos anti-des-
mina, anti-a-actina y anticuerpos anti-actina total.

Por otro lado, las CM produjeron altos niveles de
prostaciclina en cultivo (> 5ng/ml), mientras que en
los cultivos de fibroblastos no se detecté ninguna
actividad.

Siembra celular
Fibroblastos

Los fibroblastos sobre el PTFE muestran una mor-
fologia de aspecto redondeado con numerosas prolon-
gaciones espiculadas que contactan unas con otras,
estableciendo un tipico reticulo celular. Ademas, des-
de los primeros momentos comienzan a desarrollar
una gran actividad secretora que, en su cara apical, le
confiere a la cubierta un aspecto fibrilar filamentoso,
formandose un amplio glicocalix encima de la propia
cubierta fibroblastica. Estas células recubren la totali-
dad de la prétesis formando una monocapa estable
sobre la superficie de la misma entre las 18 y las 24
horas posteriores a la siembra.

Una vez formada la monocapa, ésta fue fijada a la
superficie protésica con glicerol al 5 %, de forma que
se conseguia una superficie muy rugosa que hacia
las funciones de matriz para la siembra del resto de
los tipos celulares (Fig. 2)

Células mesoteliales
A las 24 h. de la siembra, las células mesoteliales
forman una capa celular estable, tanto sobre la su-

Fig. 2. Aspecto de la matriz fibrobldstica tras su fijacién con
g¢licerol a la superficie del PTFE. (500 X).
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perficie protésica como sobre la matriz fibrobléstica.
Las células que conforman esta capa permanecen
completamente estiradas sobre el biomaterial, apare-
ciendo algunas células de morfologia esférica con
aspecto tipico de células en diferentes estados de
division (Figs. 3a y b).

Fig 3. Células mesoteliales formando una monocapa estable
sobre la superficie del PTFE antes de su interposicion en el
circuito.

a) PTFE pretratado con fibronectina (Grupo control).
(200 X).

b) PTFE previa fijacién de una matriz fibrobldstica
(Grupo experimental). (200 X).

Circuito «ex-vivo

La medicién de la velocidad del flujo en el circuito
fue por término medio de 117+12,5 ml/min. a la
entrada y de 72,6:£14,3 ml/min. a la salida del mis-
mo.

— Grupo Control: En este grupo, formado por CM
sembradas sobre PTFE pretratado con Fn, observa-
mos unos valores de retencion del isétopo radiactivo
que oscilaron desde el 11,43 % en el momento del
desclampaje, hasta el 3,59 % 1h. después de abierto
el circuito (Fig. 4a).

— Grupo Experimental: Al someter al flujo las célu-
las mesoteliales sembradas sobre matriz fibroblastica
se observaron diferencias significativas (p<0,001) en
cuanto al porcentaje de retencion celular, al compa-
rarlas con el grupo control. Los valores en cuanto a
porcentaje de retencién del oxinato de In''! oscilaron
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Fig. 4, Retencidn de oxinato de In'" a lo largo del tiempo, tras
la apertura del circuito ex vivo (* p<0,001). a) Grupo control,
b) Grupo experimental.

138 1 Angiologia - 3/96



Mejora de la retencion celular tras la siembra de células mesoteliales sobre una matriz fibroblastica...

entre el 31,15 %, inmediatamente después del des-
clampaje, hasta el 13,01 % tras 1 h. de interposicion
en el circuito (Fig. 4b).

Superficie cubierta

La medicion de la superficie cubierta a través de
técnicas de andlisis de imagen demostré cémo la efi-
cacia de la siembra fue similar para los dos grupos
estudiados, siendo de un 71,65+6,23 % para el grupo
control y 73,5049,36 para el grupo de prétesis sem-
bradas con CM sobre la matriz fibroblastica antes de
su interposicién en el circuito «ex vivo». Sin embar-
go, tras la accién del flujo sanguineo, se observé una
significativa disminucién de la superficie cubierta en
cada uno de los grupos en relacién con la observada
antes de la accién del flujo. (p<0,001) (Fig. 5).

AREA RECUBIERTA

Antes circuito Después circito B

p<0.001 EC.M. CICM. +MF.

Fig. 5. Porcentaje de superficie cubierta antes y después de la
accién del flujo sanguineo en ambos grupos de estudio
(* p<0,001).

Discusion

La utilizacién de células mesoteliales (CM) como
alternativa a la siembra de células endoteliales (CE) ha
dado buenos resultados en sistemas estaticos, tanto por
su capacidad de producir prostaciclina como por su
comportamiento sobre la superfice protésica a lo largo
del tiempo (3). Es indudable que el empleo de células
destinadas a la siembra de protesis vasculares, que no
- procedan de los propios vasos del paciente, constituye
una gran ventaja desde el punto de vista practico.

Otro punto importante en el contexto de las siem-
bras de prétesis vasculares concierne, no sélo a la
estabilidad de la monocapa formada sobre la superfi-
cie del biomaterial, sino a la resistencia de dicha
cubierta celular a la accién del flujo. Algunos autores
(1, 18, 19) han demostrado que la funciéon endotelial
es mejor cuando la capa sobre la que descansa el
endotelio es lo mas parecida a la capa media vascu-
lar, lo que ha provocado el ensayo de distintos recu-
brimientos y el empleo de proteinas para mejorar la
adhesion de las células al material protésico. Recu-
brimientos tan variados como coldgeno (1, 20), lami-
nina (21), Fn (10, 22), han sido ampliamente estudia-
dos. Sin embargo, los mejores resultados se han
obtenido con la interposicion de una matriz natural
(11, 12). En trabajados previos hemos descrito como,
pese a que con la utilizacion de Fn, a concentracién
de 20 pg/ml, se han obtenido buenos resultados en
cuanto a la estabilidad de la monocapa celular sobre
la superficie protésica (10); es con la interposicién de
una matriz fibroblastica con la que se obtienen mejo-
res resultados, en cuanto al mantenimiento de esta
monocapa a lo largo del tiempo en sistemas de siem-
bra estaticos (11, 12). Los buenos resultados obteni-
dos nos llevaron a ensayar dicha matriz empleando
CM sembradas sobre la misma y sometiendo a la
accion del flujo sanguineo las protesis vasculares.
Con este fin, disenamos en el animal de experimen-
tacion un sistema dinamico de flujo, intercalando las
protesis entre las arterias femorales y la auricula
derecha.

La capacidad para incorporar In''! oxina nos per-
mitié hacer un seguimiento del comportamiento
celular sobre la superficie protésica a lo largo del
tiempo de estudio. A pesar de la gran afinidad que
tienen estas células para incorporar oxinato de In''",
hay que tener en cuenta dos factores fundamentales.
Por un lado la capacidad que tiene el biomaterial
para incorporar el radiofdrmaco a su estructura vy,
por otro, la pérdida espontanea de marcaje por parte
de las células (23). Esta suficientemente demostrado
que la vida media del 111-In oxine es de 60-70 horas
(23) por lo que se hace necesario que el estudio se
realice dentro de este tiempo.

* Los estudios realizados sobre la pérdida esponta-
nea de marcaje han dado como resultado valores que
oscilan entre el 5 % de pérdida espontanea para CE
frescas, procedentes de venas humanas, durante los
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primeros 60 min. (17) y el 7,8 % encontrado en CE
procedentes de venas humanas, durante los primeros
60 min. (17) y el 7,8 % encontrado en CE procedentes
de venas de perro (24). Por tltimo, el grupo de Vhora
y cols. (14) demostr6, en CE procedentes de vena
safena humana, que el mayor indice de pérdida es-
pontanea se produce durante los primeros 30 min.,
siendo esta pérdida despreciable durante las cuatro
horas siguientes.

Al analizar los resultados obtenidos tras la interpo-
sicion de las protesis sembradas con CM correspon-
dientes al grupo control, se puso en evidencia que el
flujo al que estuvieron sometidas las mismas provocé
una pérdida de marcaje de hasta un 88 % desde los
momentos iniciales hasta los 10 minutos. A partir de
este tiempo, esta pérdida se estabilizo. Estos resulta-
dos se aproximan a los obtenidos por otros autores en
modelos diferentes (7, 25), pero se contraponen a los
obtenidos por otros grupos de autores que obtienen
una mayor retencion tras la accion del flujo (16, 26).

Otro factor a tener en cuenta y que es motivo de
controversia es la diferente velocidad de flujo utiliza-
da en los distintos modelos. Asi, Sentissi y cols. (27)
ensayaron protesis sembradas en condiciones varia-
bles de flujo (flujos comprendidos entre 50 ml/min y
400 ml/min) observando, de acuerdo con otros auto-
res (16, 28), que se produce una mayor retencién
cuanto menor es el flujo. Estos resultados se contra-
ponen a los obtenidos por otros autores (13, 14), que
encuentran una mayor retencién a una mayor veloci-
dad de flujo (200 m1/min.).

Para nuestro modelo se realizaron dos tipos de
medidas del flujo, realizdindose una de ellas en la
zona de entrada a la prétesis (117,5+12,5 ml/min.) y
otra a la salida del mismo (72,6+14,3). Este hecho, no
descrito en otros modelos, indica la resistencia que
ofrece la interposicién de las prétesis al paso del flujo
sanguineo. Podemos considerar que nuestro modelo
se corresponde con las condiciones de alta velocidad
de flujo, estando nuestros resultados de retencion
celular de acuerdo con los descritos por otros autores
(25, 28) bajo dichas condiciones, observandose una
mayor retencién cuando se interponia una matriz
fibrobldstica.

Creemos en la importancia de complementar los
estudios de retencién de 111-In oxine con estudios
de recubrimiento celular de la superficie protésica, a
fin de poder correlacionar ambos factores, observan-

do que la adherencia de CM mejoré en las prétesis
pretratadas con una matriz fibroblastica. Otros auto-
res, empleando circuitos «in vitro», también obtuvie-
ron mejores retenciones celulares cuando pretrataron
las prétesis con colageno (27).

Nuestros resultados indican que parece existir una
correlacion entre la pérdida progresiva de marcaje y
la disminucién de retencion celular tras la accién del
flujo sanguineo, como parece deducirse de los estu-
dios de superficie cubierta realizados antes y des-
pués de la interposicién de las proétesis sembradas en
el circuito «ex vivo».

Por todo ello podemos concluir afirmando que:

a) La pérdida de marcaje celular por la accién del
flujo parece estar intimamente ligada a la pérdida
progresiva de retencién celular sobre la superficie
protésica, pudiendo considerar despreciable, en nues-
tro modelo, la pérdida espontianea de marcaje; b) la
interposicion, sobre la superficie protésica, de una
matriz fibroblastica previa a la siembra mejora signi-
ficativamente, tanto la retencién de marcaje sobre el
PTFE, como la retencién celular sobre la superficie
del mismo, tras la accién del flujo sanguineo.
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