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Desarrollo de un nuevo simulador vascular
y de un modelo de lesion para la evaluacion
de la respuesta del musculo liso tras

la angioplastia con balon

K. Bethany Acampora’, Eugene M. Langan III?, Richard S. Miller® y Martine LaBerge',
Clemson and Greenville, South Carolina, Estados Unidos

Tras la angioplastia con balén, la pérdida de las células endoteliales expone a las células mus-
culares lisas (CMLs) subyacentes a las fuerzas tangenciales provocadas por el torrente circu-
latorio. La respuesta frente a la lesién causada por la angioplastia ha sido evaluada en estu-
dios realizados in vivo, pero ha sido escasamente analizada en modelos in vitro. Para evaluar
la respuesta de las CMLs in vitro, se ha desarrollado un simulador de fuerzas tangenciales y
de tensidn concurrentes, con objeto de conseguir la aplicacién de niveles significativos de es-
te tipo de fuerzas, ademas de la simulacién de fuerzas de caracter similar a las que se aplican
durante la angioplastia con balén. En este estudio, que evalla la respuesta celular aguda (8 h),
las CMLs de la aorta de rata mostraron una proliferacion celular significativa tras la aplicacion
de las fuerzas de tension de la lesidn provocadas por la angioplastia y tras la exposicion a las
fuerzas tangenciales como consecuencia de la restauracion del torrente circulatorio, en com-
paracion con la aplicaciéon de niveles menores de fuerzas de tension similares al estado fisio-
I6gico normal, con un incremento promedio del 75% en el niumero de células en los animales
del grupo en que se provocd la lesién, en comparacién con el grupo control. Las CMLs ex-
puestas a la lesion por la angioplastia con balén y a las fuerzas mecanicas tangenciales y de
tensién concurrentes presentaron un incremento en la expresion del marcador fenotipico con-
tractil de las células musculares lisas, la actina «a. Estos hallazgos demuestran la eficacia del
modelo desarrollado para la evaluacion de la angioplastia in vitro y para el estudio del entorno
mecanico simulado sobre las células. Asi, se ofrece un modelo in vitro para el aislamiento de
las fuerzas mecanicas concurrentes y que también se podria utilizar como un paso preliminar
en la investigacion farmacolégica dirigida hacia la reduccion o la prevencién de la proliferacion
de las CMLs secundaria a las fuerzas mecanicas anémalas que se aplican durante los proce-

dimientos endovasculares.

INTRODUCCION

Tras la angioplastia con baldn, la denudacién de la
capa de células endoteliales da lugar a la exposiciéon
de las células musculares lisas (CMLs) subyacentes
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a fuerzas tangenciales derivadas de la restauracion
del flujo sanguineo. La respuesta de las CMLs fren-
te a estas fuerzas mecanicas consiste en apoptosis,
diferenciacion, migracion, hipertrofia y prolifera-
cion. La lesion inducida por la angioplastia con ba-
16n puede ser la desencadenante del cambio del fe-
notipo contrdctil de las CMLs por un fenotipo sin-
téticol. La proliferacion del musculo liso (ML)
parece ser una respuesta aguda frente a la lesion y
puede tener lugar hasta 7 dias después de la angio-
plastia con balén, aunque la mayor parte de las cé-
lulas del ML inicia su ciclo de crecimiento durante
los 2-3 primeros dias tras la lesion?. Tras la respues-
ta aguda, el nimero de CMLs existentes en la capa
intima permanece relativamente constante duran-
te un periodo de hasta 1 afio desde la realizacion
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del procedimiento endovascular. Dada la estabili-
dad de la poblaciéon de CMLs con el transcurso del
tiempo, se considera que los incrementos adiciona-
les en la hiperplasia intimal se deben a la produc-
cion de matriz extracelular y de tejido conjuntivo,
asi como a la hipertrofia de las células ya existen-
tes>. Generalmente, el engrosamiento maximo de
la capa intima en el ser humano tiene lugar duran-
te los 2-3 primeros meses desde la lesion?.

Las CMLs normales se localizan principalmente
en la capa media del vaso sanguineo y presentan
un fenotipo contractil, tras la angioplastia con ba-
16n, CMLs pueden modificar su fenotipo contréctil
por un fenotipo sintético!. Estas células con capaci-
dad de sintesis presentan migracion hacia la capa
intima, proliferan y segregan componentes de la
matriz extracelular, como elastina, colageno y pro-
teoglicanos’. La produccién de la matriz extracelu-
lar por parte de las CMLs sintéticas tiene un volu-
men 4-5 veces mayor que el correspondiente a las
CMLs con fenotipo contractil. Se ha estimado que
el 50% de las CMLs que presentan migracién desde
la capa media a consecuencia de la angioplastia con
balén se dividen hasta en tres ocasiones?. Bstas cé-
lulas constituyen hasta el 89% de la poblacién de
CMLs en la intima resultante?. El 11% restante
CMLs esta constituido por el 50% de las CMLs acti-
vadas a consecuencia de la angioplastia y que sim-
plemente presentan migracion hacia la capa intima
pero no muestran replicaciéon?. Las CMLs con capa-
cidad de sintesis se caracterizan por un aumento en
el namero de orgdnulos de sintesis como reticulo
endopldsmico rugoso, incremento de la capacidad
proliferativa, disminucién en la produccién de acti-
na «a, pérdida de la capacidad de contraccion e in-
cremento del volumen celular®. Por el contrario,
las CMLs contréctiles suelen tener una configura-
cion tusiforme, carecen de capacidad proliferativa,
pueden contraerse y contienen una cantidad de ac-
tina a relativamente mayor que las CMLs sintéti-
cas®. En resumen, se ha propuesto la hipotesis de
que el grado de activacién de las CMLs tras la an-
gioplastia influye en sus caracteristicas de migra-
cién y proliferacion CMLs, contribuyendo directa-
mente al grado de engrosamiento e hiperplasia de
la capa intima.

Las indicaciones de la angioplastia transluminal
percutanea (ATP) y de la angioplastia con balén
dependen del estado de vascularizacion, preferen-
cias del cirujano, didmetro del balén, longitud de la
lesion y otros factores relacionados. La intensidad
de la lesién, en términos de la presiéon transmural
ejercida sobre la pared vascular y sobre las células
existentes en la misma, puede influir en la respues-
ta celular. En estudios previos se ha demostrado
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que una lesion importante sin afectacion de la capa
media es capaz de iniciar la replicacion de las
CMLs, pero no se asocia a proliferacion de la capa
intima’. La lesion debida a la angioplastia con ba-
16n puede causar diversas alteraciones tales como
la agregacion plaquetar, denudaciéon endotelial,
produccion de factores de crecimiento por parte de
las CMLs lesionadas, atraccion de leucocitos y ma-
créfagos secundaria a la respuesta inflamatoria y la
distension mecanica sostenida de las propias CMLs,
todo lo cual puede contribuir a la proliferaciéon de
estas células®.

Hasta el momento se han realizado numerosos
estudios para investigar la respuesta in vivo de las
CMLs frente a la lesion causada por la angioplastia.
Dadas las dificultades para mantener la aplicaciéon
concurrente de fuerzas tangenciales y de tension,
con objeto de evaluar sus efectos sobre las CMLs in
vitro, el nimero de estudios de este tipo ha sido li-
mitado. En este articulo se presenta por primera
vez un modelo in vitro de la respuesta de las CMLs
frente a la lesion mecanica, con uso de un simula-
dor de fuerzas tangenciales y de tensién desarrolla-
do para conseguir niveles clinicamente significati-
vos de fuerzas de tensién y tangenciales, con apli-
cabilidad estadistica.

Con este modelo es posible aislar las fuerzas me-
canicas de las seflales bioquimicas y de su influen-
cia en la respuesta de las CMLs frente a la lesion. El
uso de este modelo/simulador permite la obtencion
de datos que pueden constituir un paso preliminar
para la manipulacién farmacoldgica de las CMLs y
para la investigacion de la reduccién y prevencion
final de la hipertrofia y la proliferacion de estas cé-
lulas tras la realizacion de procedimientos endovas-
culares.

MATERIALES Y METODOS
Diseno del simulador

El sistema del simulador posee seis canales inde-
pendientes que permiten la evaluacién de seis po-
blaciones celulares independientes con objeto de
conseguir un incremento de la aplicabilidad esta-
distica y del uso de multiples métodos de anélisis.
El sistema esta constituido por dos equipos, cada
uno de ellos con tres canales, tal como se muestra
en la figura la. Los parametros de disefio fueron
seleccionados para imitar las condiciones fisiol6gi-
cas existentes en las situaciones de compromiso
minimo, con flujo laminar, flujo aplicado sobre las
células y flujo con aplicacién de fuerzas tangencia-
les. Las células se mantienen sobre una membrana
de silicona flexible que oscila con una frecuencia
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Fig. 1. Demostracion del canal individual del simulador de la mecanica vascular. a. Configuracion del sistema. b. Uno
de los simuladores de la mecanica vascular durante la experimentacidn. c. Vista superior del canal individual con la
longitud del canal de entrada y la localizacién del cultivo celular sobre silicona. d. Esquema lateral de la zona de entra-

da, con indicacion de la superficie transversal del canal.

de 60 ciclos/min (1 Hz) durante la evaluacién me-
canica.

Para esta aplicacion se seleccioné una geometria
de membranas paralelas, con el objetivo de expo-
ner una muestra plana de células a las fuerzas con-
currentes tangenciales y de tension. La figura 1 re-
coge una serie de imagenes que explican el disefio
del simulador mecanico. La longitud del canal de
entrada permite que el flujo en la zona de localiza-
cion de las células esté plenamente estabilizado; se
ajust6 el flujo para conseguir un niimero de Rey-
nolds de 151 a partir de un flujo de entrada (Q,,)
de 350 ml/min. El nimero de Reynolds (R,) se de-
terminé a partir de la ecuacién aplicada a un canal
de configuracién rectangular®:

R = P
ub

donde b es la anchura del canal (cm), p es la densi-
dad del liquido (kg/cm3) y u es su viscosidad ([di-
nas * s]/cm?). El nimero de Reynolds también se
utilizé para establecer el flujo laminar en el canal.
En nuestro modelo, el flujo de entrada fue conside-
rado fuertemente laminar debido a que el nimero
de Reynolds fue muy inferior a 2.000 para este ca-
nal rectangular®. Bsta ecuacion asume que el liqui-
do se comporta como un fluido newtoniano no
compresible.

El parametro de longitud del canal de entrada
minimo para un perfil de velocidad plenamente
desarrollado, L, (cm), fue estimado de la manera
siguiente!?:

L.=0,05R,

La longitud minima necesaria calculada del ca-
nal de entrada de 7,5 cm se aument6 hasta casi el
doble, 13,95 cm, para conseguir un pertil de veloci-
dad plenamente estabilizado en el lado de las célu-
las, tal como se muestra en la figura 1d.

Sobre la membrana de silicona se aplic6 un per-
fil de tension biaxial mediante un sistema de vacio
similar a la tecnologia implementada por Flexcell
International (Hillsborough, NC). Para el control
de la tension aplicada y la regulacion de la presion
de vacio se utilizé el programa informatico Flexcell
3000. Otros investigadores!! han demostrado que
aproximadamente el 30% de la parte externa de
las membranas de silicona localizadas sobre el pos-
te estatico en el sistema Flexcell no presenta perfi-
les de tension radial y circunferencial constantes.
Dado que el disefio del sistema utilizado en nuestro
estudio aplicé una geometria de poste estatico si-
milar, las células se mantuvieron confinadas en la
parte central de la membrana con objeto de que
sufrieran una tension radial y circunferencial cons-
tantes en la zona del cultivo celular durante la eva-
luacion mecanica, mediante el uso de un anillo de
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Teflon con una superficie interna de 2,75 cm? y
una altura aproximada de 1,75 cm, centrado sobre
la superficie de silicona en la parte central de un
poste de lexano, durante el periodo de cultivo celu-
lar. Este anillo de Teflon fue retirado antes de la
evaluacién mecdnica y solamente se utiliz6 para
mantener confinadas las células durante el cultivo
celular.

Cultivo celular

En el estudio se utilizaron células musculares lisas
de la aorta de la rata (CMLSAR, generaciones 11-
14) obtenidas a través de VEC Technologies (Rens-
selaer, NY). Las células se mantuvieron en un me-
dio de Eagle con la modificacién de Dulbecco
(DMEM, Dulbecco’s modification of Eagle medium)
(10-013-CV; Mediatech, Herndon, VA), suplemen-
tado con un 10% de suero bovino fetal inactivado
por calor (FBS, F4135; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) y con un 1% de antibidticos-antimicdticos
(A5955, Sigma-Aldrich). Las células fueron separa-
das con tripsina al 0,25% en 0,2 mg/ml de acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA, E6511; Sigma,
St. Louis, MO).

Utilizacion de las células para la evaluacion
mecdanica

En cada estacion se utilizaron membranas (5,25 cm
de didmetro) recortadas a partir de laminas de sili-
cona de uso biomédico (lote SM04106803; Spe-
cialty Manufacturing, Saginaw, MI) y que tenian
un grosor de 0,381 mm y una durometria de 40.
Después, estos fragmentos fueron homogeneizados
mediante ondas ultrasénicas en agua desionizada y
colocados en las placas base designadas. Mas tarde,
las placas unidas entre si fueron esterilizadas me-
diante vapor (3870M; Tuttnauer Brinkmann, Jeru-
salén, Israel) a una temperatura de 121 °C durante
30 min, siendo colocadas después en el aparato si-
mulador sobre aproximadamente 0,2 cm? de lubri-
cante de silicona (51360; Loctite, Rocky Hill, CT).
El lubricante fue distribuido mediante un tapén de
silicona estéril con aplicacion de una tension meca-
nica del 5% con el sistema de generacion de ten-
sion FlexerCell (FlexCell International). El sistema
ya montado fue esterilizado mediante rayos ultra-
violeta (UV) durante 3 h. Tras la esterilizacién, los
anillos estériles de Teflon fueron centrados en la
superficie de silicona. El area central de la silicona
constituida por los anillos de Teflon fue recubierta
con colageno de tipo I (Vitrogen 100, 3 mg/ml; Co-
hesion Tech, Palo Alto, CA) diluido en agua estéril
hasta una concentraciéon de 50,0 mg/ml; después,
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se permitié su secado en una campana estéril de
flujo laminar durante 72 h, segtn el protocolo Co-
hesion Tech para la formacién de una fina lamina
de colageno. Antes de la aplicacion de las células,
las membranas fueron lavadas con 1,0 ml de tam-
pon fosfato de Dulbecco (DPBS, 21-031 CM; Me-
diatech). Finalmente, se realizé el recuento de las
células mediante un hemocitémetro, tefiidas con el
colorante azul tripano; se seleccioné una densidad
de 7,5 x 10%/ml y las células fueron incubadas du-
rante 48 h para que pudieran presentar dispersion
y adherencia. A las 24 h se afiadié 1 ml adicional
del medio.

Grupos en el experimento de simulaciéon

En nuestro estudio se investigaron dos grupos ex-
perimentales con simulacién de las condiciones in
vivo, ademas de un grupo control en el que las cé-
lulas no estuvieron expuestas a fuerzas tangencia-
les ni de tension. El grupo de modelo de lesién
(MoL) estuvo constituido por células expuestas a
fuerzas de tension intensas generadas durante la
angioplastia con baldn, seguido de la exposicion a
fuerzas tangenciales y de tension. Estas células re-
presentaron las CMLs que quedan expuestas direc-
tamente al flujo sanguineo tras la denudacién de la
monocapa de células endoteliales. En el grupo de
tension ciclica (TC) se simul6 un control fisioldgico
en el que las células fueron sometidas a una ten-
sion ciclica entre el 0% y el 4%, sin presentar una
exposicion directa al flujo. Como controles del
comportamiento de adherencia y del comporta-
miento fenotipico se utilizaron controles estaticos
no sometidos a ningtn tipo de fuerza (N). Los con-
troles de adherencia (A), que fueron determinados
y contados antes del inicio del experimento, facili-
taron la evaluacion de los problemas de la adhe-
rencia a consecuencia de la exposicion a las fuerzas
mecanicas.

Evaluaciéon mecanica

Antes de la evaluacién mecanica, se estudié la con-
fluencia mediante el analisis microscopico de los
controles estdticos no sometidos a tensién alguna.
Se retir6 el medio de FBS al 10% y se mantuvieron
las CMLsAR en un medio quiescente constituido
por DMEM sin suplemento con FBS durante el pe-
riodo de evaluaciéon mecanica. Este medio se utiliza
con frecuencia en la evaluaciéon dindmica con el
objetivo de investigar los efectos de las modificacio-
nes sobre la proliferaciéon. Durante la aplicacion de
la evaluacién mecénica, los grupos experimentales
dindmicos fueron sometidos en primer lugar a un
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régimen de reacondicionamiento de una tensién
ciclica del 0-4% durante 2 h, con frecuencias pro-
gresivamente mayores de 0,1 (30 min), 0,5
(30 min) y 1,0 (60 min) Hz. Tras este régimen de
reacondicionamiento, el grupo TC (n = 6) fue so-
metido a una tension ciclica del 0-4% durante 8 h,
mientras que el grupo MoL (n = 6) fue sometido a
dos episodios de distension circunferencial estatica
del 12% mantenidos cada uno de ellos durante
75 s, con intervalos de 30 s entre los episodios de
distension, tal como ocurre generalmente durante
la angioplastia con balén. Tras el despliegue simu-
lado de la sonda de globo, el flujo tangencial se rea-
nudd con una tasa de flujo de 350 ml/min y se
aplicé una tension ciclica del 0-4% durante 8 h. La
tasa de flujo de 350 ml/min aplic6 una fuerza tan-
gencial parietal baja (0,25 dinas/cm?) para estimu-
lar la proliferaciéon celular. Las muestras N estaticas,
que no fueron sometidas a exposicion frente a una
fuerza dindmica, sirvieron como control (n = 6),
mientras que los controles A (n = 6), que se esta-
blecieron antes de la evaluacién dindmica, sirvie-
ron para determinar el nimero de células perdidas
a consecuencia de la falta de adherencia celular.

Evaluacion de la respuesta celular

Proliferacion celular. Cada grupo experimental es-
tuvo constituido por seis muestras. La proliferacion
celular fue evaluada mediante métodos cuantitati-
vo (n = 3) y cualitativo (n = 3). El abordaje cuanti-
tativo consistié en la tincién de los nucleos celula-
res con 40,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, D-
1306; Molecular Probes, Eugene, OR). Para este
método, tras la evaluacién mecdnica las células
fueron introducidas en DPBS, fijadas con etanol al
100% durante 30 min y, después, introducidas de
nuevo en DPBS. Las muestras fueron cubiertas con
0,5 ml de una solucién DAPI durante 10 min y la-
vadas con DPBS. Después, las muestras fueron vi-
sualizadas mediante microscopia fluorescente (Dia-
phot 300; Nikon, Melville, NY) en 10 localizaciones
distribuidas en toda la muestra. Para la cuantifica-
cion del nimero de células presentes se utilizé el
programa informético ImagePro Plus Analysis (ver-
sion 5.1; Media Cybernetics, Silver Spring, MD).

El anadlisis cualitativo implicé el uso del método
Cell Titer 96 AQ,,.,,s ONE Solution Cell Prolifera-
tion Assay (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboxi-
metoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium sal
interna [MTS], G-3580; Promega, Madison, WI),
del que se afiadieron 1,25 ml a cada pocillo, con in-
cubacion durante 3 h. Los sobrenadantes se reco-
gieron individualmente, se colocaron en tubos y se
agitaron suavemente para facilitar la uniformidad
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de la muestra. Cuatro muestras de 125 pl proce-
dentes de cada sobrenadante fueron colocadas en
una placa de espectrofotometria UV con 96 poci-
llos. La densidad éptica se determiné en 490 nm
(modelo DU640B; Beckman Instruments, Fuller-
ton, CA).

Marcador fenotipico

En los estratos celulares se evalu6 la actina o del
musculo liso como marcador del fenotipo celular®
utilizando para ello técnicas de inmunotransferen-
cia tipo Western convencionales. También se eva-
Iué6 la expresion de la gliceraldeido-3-fosfato deshi-
drogenasa (GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehy-
drogenase), que, después, se utilizo como método de
normalizacién y control de la cantidad de protei-
nas. Las células fueron extraidas de la membrana
de silicona y lisadas con un tampdn de extraccion
constituido por Triton X-100 al 0,5% (T-9284, Sig-
ma-Aldrich), dodecil sulfato sédico al 1% (SDS, L-
4522, Sigma-Aldrich), 20 mM Tris (161-0716, Bio
Rad, Hércules, CA) y un coctel inhibidor de protea-
sas con una concentracion de 10 wl/ml (P8340,
Sigma-Aldrich). Después, se utilizé el BCA Protein
Assay Kit (23225; Pierce, Rockford, IL) para deter-
minar el contenido total de proteinas de cada
muestra. Mas adelante, las muestras fueron dilui-
das en 1 pg/ml utilizando tamp6n de muestra
constituido por B-mercaptoetanol, Tris-HCl 0,5 M,
SDS al 10%, azul bromofenol al 0,5%, glicerol y
agua destilada. Cada muestra fue normalizada has-
ta 10 pg/ml. Antes de la electroforesis en gel las
muestras fueron hervidas durante 5 min para la li-
nealizacion de las proteinas. En la electroforesis se
utilizé un gel de poliacrilamida al 10% (161-0158,
Bio Rad) con 17,5 pl de soluciéon celular en cada
banda. La inmunotransferencia Western se realiz6
con la transferencia a una membrana de polivinili-
deno difluoruro (PVDF) (162-0184, Bio Rad). Para
la deteccion de los niveles de actina « y la expre-
sion de GAPDH se utiliz6 el Western Breeze® cro-
moégeno Western Blot Immunodetection Kit
(WB7103; Invitrogen, Carlsbad, CA). Se aplico el
Chromogenic Immunodetection Protocol con el
anticuerpo monoclonal primario antirratén frente
a actina o del ML (ab18460-1; Abcam, Cambridge,
MA), con una dilucién de 1:1.000 y con el anti-
cuerpo monoclonal primario anti-GAPDH de ratén
(6C5) (CB1001; Calbiochem, San Diego, CA) con
una dilucién de 1:1.500. La densitometria se llevo
a cabo sobre las transferencias Western desarrolla-
das, con objeto de evaluar las diferencias de expre-
sién de la actina o del ML entre los grupos N (n =
3), TC (n = 3) y MoL (n = 6). La densidad 6ptica in-
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tegrada (DOI) de las bandas se determind mediante
un densitometro de imagen (GS-700, Bio Rad)
equipado con el programa informatico de analisis
Quantity One (versién 4.1.1, 170-9600; Bio Rad).
Las proporciones entre la actina « del ML y la
GAPDH fueron evaluadas para normalizar los da-
tos, y estos valores se utilizaron en los analisis esta-
disticos adicionales.

Analisis estadistico

Se llev) a cabo un analisis de la varianza para datos
apareados segin el método de Tukey y con uso del
programa informatico SigmaStat (Systat Software,
San José, CA), con objeto de obtener los datos rela-
tivos a la proliferacién celular y a la actina o del
ML; los valores p < 0,05 indicaron una diferencia
significativa.

RESULTADOS
Proliferacion

En nuestro estudio de fase aguda (8 h) y en el que
se utilizaron CMLsAR, se demostré la existencia de
una proliferacion celular significativa tras la lesion
por angioplastia y la exposicion a fuerzas tangen-
ciales (grupo MoL), en comparaciéon con lo obser-
vado en el grupo de exposiciéon a fuerzas de tension
ciclicas “de funcioén fisioldgica” (grupo TC). En el
analisis DAPI se observd un incremento del 75%
en el nimero de células en el grupo MoL, en com-
paracion con el grupo TC (p = 0,001). Los nimeros
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promedio de células segin el recuento celular DA-
PI fueron 3,45 x 10% (+ 1,7 X 103 desviacién estan-
dar [DE]) de células/ml en el grupo TC; 6,07 X 10%
(5,0 X 103 DE) células/ml para el grupo MoL;
10,0 X 104 (+ 15,8 X 103 DE) células/ml para
los promedios combinados del grupo N estatico, y
8,2 X 10* (+ 16,1 x 10> DE) células/ml en el grupo
A, tal como se muestra en la figura 2a. Seguin se
puede observar en la figura 2b, los resultados MTS
apoyaron las tendencias de los resultados DAPI,
con unos niveles medios resultantes para 490 nm
de 0,062 (+ 0,028 DE) en el grupo TC, 0,153
(£ 0,04 DE) el grupo MoL y 0,345 (+ 0,034 DE) en
el grupo N.

Inmunotransferencia Western

El andlisis de inmunotransferencia Western se rea-
liz6 para detectar las concentraciones del marcador
fenotipico contractil actina o del ML. La disminu-
cién en los niveles de expresion de actina a del ML
indicaria un fenotipo mds sintético de las CMLs.
Las muestras estaticas no sometidas a ninguna for-
ma de carga (N1-N6) expresaron una DOI normali-
zada de la actina a del ML de 1,038 (+ 0,103 DE).
La simulacién de la funcién normal en el grupo TC
(TC1-TC3) demostrd un incremento del 12% en la
actina o del ML, con niveles de DOI de 1,162
(+ 0,098 DE); sin embargo, estos resultados no pre-
sentaron diferencias estadisticamente significativas.
Si se observaron diferencias con significacion esta-
distica en el modelo de lesiéon por angioplastia
(MoL1-MoL3), con disminucién de la expresion de
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Fig. 2. Comparacion de la proliferacién celular entre los grupos de tension ciclica (TC), modelo de lesion (MoL), sin
aplicacion de fuerzas (N) y de adherencia (A) (Gnicamente datos DAPI). a. La cuantificaciéon celular DAPI indic6 una
diferencia significativa; los grupos MoL y N fueron diferentes de los demas grupos (*p = 0,001). b. Comparacién de la
proliferacion celular MTS, con confirmacion de la diferencia significativa entre los grupos experimentales (*p = 0,001).
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actina a del ML normalizada hasta un nivel de DOI
de 0,841 (+ 0,046 DE) (p = 0,006), y con una re-
ducciéon del 19% en la expresion de actina a del
ML en la comparacién del grupo MoL con las
muestras estaticas pertenecientes al grupo N.

DISCUSION

Los efectos de las fuerzas mecanicas individuales
sobre el comportamiento de las CMLs en modelos
in vitro han sido bien documentados por otros au-
tores. Sin embargo, el modelo desarrollado por
nuestro grupo posee la capacidad de representar
con mayor precision las fuerzas mecanicas concu-
rrentes debido a que permite evaluar la respuesta
de lesion adicional de las CMLs frente a la aplica-
ciéon de un dispositivo de angioplastia con balén,
asi como también la respuesta frente a fuerzas tan-
genciales parietales de baja intensidad que estimu-
lan la proliferacion de las CMLs.

Uno de los objetivos del modelo de lesion ha si-
do el de simular las importantes fuerzas que se
aplican sobre las células tras el despliegue delbalén,
en comparacion con los niveles normales de fuer-
zas aplicadas a consecuencia de la expansion de los
vasos sanguineos por efecto del flujo de sangre.
Durante la angioplastia la aplicacion de fuerzas de
5-10 atmésferas puede influir negativamente en las
CMLs adyacentes. A menudo, el procedimiento de
la angioplastia con balén se describe como la com-
presion de la placa arterial en el interior del vaso
sanguineo, con el objetivo de restablecer el didme-
tro luminal normal. Sin embargo, la importante ri-
gidez de la placa, en comparacion con el tejido ad-
yacente, hace que tenga lugar una transferencia
importante de la fuerza aplicada hacia los tejidos y
las CMLs adyacentes®. La exposicion adicional de
las CMLs frente a una fuerza dindmica de tensién
fisiologica del 0-4% en arterias con disminucién de
la elasticidad, y con una frecuencia de 1 Hz, dio lu-
gar a la aplicacion de fuerzas de tension parecidas a
las que soportan normalmente las CMLs in vivo.

El cambio del fenotipo contréctil de las CMLs
por un fenotipo mas sintético desempetia una fun-
cién significativa en la hiperplasia de la capa intima
tras la realizaciéon de procedimientos endovascula-
res. In vivo, las CMLs normales y no alteradas se lo-
calizan principalmente en la capa media del vaso
sanguineo y muestran un fenotipo contractil. Tras
la angioplastia, las CMLs de la capa media pueden
cambiar su fenotipo contréctil por un fenotipo sin-
tético!. Estas modificaciones celulares hacen que
las células pierdan su capacidad de contraccién, in-
crementen su producciéon de proteinas y muestren
una reactividad aumentada frente a los factores de
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crecimiento autocrinos y paracrinos!?-14, Las CMLs
con fenotipo contractil contienen una cantidad de
actina o del ML relativamente mayor que las CMLs
con fenotipo sintético, razén por la cual se seleccio-
no este marcador en nuestro estudio®. Desde el
punto de vista mecanico, se ha demostrado que el
grado de rigidez de las CMLs con fenotipo contrac-
til es mayor que el de las CMLs con fenotipo sinté-
tico, y se ha propuesto que la razén de ello es la
mayor cantidad de actina en el interior de las CMLs
contréctiles!®.

Las lineas celulares in vitro se caracterizan gene-
ralmente por un fenotipo sintético. Cuando son
transferidas a un cultivo estatico, las CMLs vascu-
lares con fenotipo contractil tienden a modificar su
fenotipo adquiriendo el fenotipo sintético. Se ha
demostrado que el aumento en los niveles de las
tuerzas de tension aplicadas (> 10%) da lugar a un
incremento de la proliferacion de las CMLs!¢17,
ademas de una reduccion en la expresiéon de mar-
cadores, como la actina o del ML 17. Al evaluar los
resultados obtenidos en nuestro estudio, las CMLs
estaticas y no sometidas a tensiéon alguna (norma-
les en el cultivo in vitro) sirvieron como elementos
basales para evaluar la expresion de actina o del
ML. Incluso tras un periodo de tiempo tan corto
como 8 h después de la lesion, la aplicacion de un
nivel bajo de fuerzas de tension similar al que tie-
ne lugar in vivo produjo un incremento en la ex-
presion de actina « del ML, tal como se puede ob-
servar en la figura 3. A pesar de que este resultado
no fue significativo, indica que la aplicaciéon de un
nivel bajo de fuerzas de tension podria estimular la
diferenciacion de las CMLs hacia la adquisicion de
un fenotipo mas contractil con el paso del tiempo.
Para evaluar esta hipdtesis serfan necesarios nue-
vos estudios con evaluacion de los resultados obte-
nidos a mas largo plazo. La disminucion significa-
tiva en la expresion de actina a del ML que se pue-
de observar en la figura 3 al cabo de 8 h en la
exposicion a fuerzas tangenciales y de tension tras
la angioplastia in vitro es un dato de gran utilidad
para demostrar el cambio de fenotipo que tiene lu-
gar a consecuencia de la aplicacion de fuerzas me-
canicas.

Los resultados de la proliferaciéon, que se mues-
tran en la figura 2, apoyaron el concepto de un
cambio fenotipico precoz En comparacién con los
grupos dinamicos TC y MoL, los resultados DAPI
indicaron un incremento significativamente dife-
rente del 75% en el nimero de células existentes
en el grupo MoL, en comparacién con el grupo TC
de simulacién de la funcién arterial normal, lo que
indica que la lesion y la exposiciéon a fuerzas con-
currentes tangenciales y de tensién dieron lugar a
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Fig. 3. Resultados de la inmunotransferencia Western
para la actina o del ML en los grupos de tension ciclica
(TC), modelo de lesion (MoL) y sin aplicacién de fuerzas
(N). a. Imagen densitométrica de la actina o del ML utili-
zada para evaluar la densidad dptica integrada con objeto
de comparar sus niveles de expresion. b. Imagen densi-
tométrica de la GAPDH como control de la cantidad de
proteinas. ¢. Normalizacion de la expresion de actina o
del ML en el control GAPDH, indicativa de la existencia
de una diferencia significativa de la expresion de actina «
del ML en el modelo de lesién (*p = 0,006).

un incremento de la proliferacion celular en el mo-
delo de lesién. Dado que la adherencia celular es
un problema que se manifiesta en los experimen-
tos dindmicos con los grupos TC y MoL, la compa-
racion de la proliferacion directa entre ambos gru-
pos y el grupo estatico carece de relevancia. Esta
posibilidad fue apoyada por los datos obtenidos en
el grupo A, que indicaron una pérdida significativa
de células debido a la exposicion dinamica. Por esta
razon, en la comparacion seflalada no se incluyé el
grupo N estatico.

La aplicacién de una fuerza tangencial a las
CMLs puede dar lugar a efectos diversos sobre la
respuesta celular. Las variaciones en el comporta-
miento del flujo pueden inducir respuestas diferen-
tes en relacién con la magnitud de la fuerza tan-
gencial. Los estudios realizados con aplicacién de
fuerzas tangenciales demuestran que la aplicacion
de niveles elevados de este tipo de fuerzas da lugar
a la inhibicién de la proliferacion in vitro de las
CMLs!8. BEn términos generales, las fuerzas tangen-
ciales superiores a 10 dinas/cm? se consideran ele-
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vadas y protectoras frente a la ateroesclerosis!'®. Por
el contrario, las areas en las que se aplican fuerzas
tangenciales bajas (< 10 dinas/cm?) muestran una
respuesta aterogénica incrementada y un aumento
en la proliferacion de las CMLs!®. Las alteraciones
en la geometria arterial pueden dar lugar a la apa-
ricion de areas de separacion, estancamiento y re-
circulacion del flujo sanguineo. Estas modificacio-
nes en los perfiles de la velocidad pueden hacer
que algunas areas parietales presenten fuerzas tan-
genciales bajas, 1o que da lugar a una estimulacion
de la proliferaciéon de las CMLs. La aplicacion de las
fuerzas de tension sobre las células tiene lugar ge-
neralmente en forma de fuerzas circunferenciales,
uniaxiales o biaxiales. La direccion de estas fuerzas
se suele ajustar al método de aplicacion. Las células
vasculares muestran una deformacién ciclica a
consecuencia de la dilataciéon y la relajacion de los
vasos sanguineos, lo que generalmente queda re-
presentado en las evaluaciones de las fuerzas cir-
cunferenciales o uniaxiales. La respuesta de ten-
sion ciclica que sufren las células vasculares es im-
portante para la funcién celular normal y
patoldgica. Puede influir en la proliferacion, la mi-
gracion, la apoptosis, la morfologia y la alineacion
celulares?0.

La diferenciacion celular es una cuestion impor-
tante tanto para el desarrollo como para la evalua-
cién in vitro. Cuando son transferidas a un cultivo
estatico, las CMLs con fenotipo contractil tienden a
modificar su fenotipo hacia uno de tipo sintético.
Se ha demostrado que la aplicacion ciclica de fuer-
zas de tension incrementa la expresion de algunos
de los marcadores del estado diferenciado de las
CMLs. En un estudio realizado por Birukov et al'®,
ademas del incremento de h-caldesmon, se obser-
v6 un aumento de la proliferacion indicativo de un
comportamiento sintético contradictorio; sin em-
bargo, el nivel de fuerzas aplicadas sobre las células
fue mayor que el correspondiente al estrés fisiolo-
gico (15%), lo que pudo influir en el comporta-
miento proliferativo de las células. Butcher et al'”
demostraron un cambio de fenotipo en un modelo
tridimensional de coldgeno con CMLsAR sometidas
a fuerzas de tension correspondientes a un 10%
superior al estrés habitual, con una frecuencia de 1
Hz y durante un periodo de 48 h, utilizando para
ello un sistema de aplicaciéon de fuerzas multiaxia-
les. Los resultados obtenidos en los grupos en los
que se aplicaron las fuerzas de tensiéon demostra-
ron un incremento de la viabilidad celular, una dis-
minucién del alargamiento morfoldgico, una re-
duccion en la expresion de actina a y de calponina,
y un incremento en la expresion de vimentina, en
comparaciéon con lo observado en el grupo estatico.



Vol. 21, N.° 6, 2007

Estos resultados indican el cambio del fenotipo
contréctil por un fenotipo maés sintético.

Para el estudio de los efectos de las fuerzas me-
canicas aplicadas in vitro se han utilizado diversos
sistemas. Por ejemplo, las fuerzas tangenciales se
suelen aplicar mediante el uso de liquidos en una
camara de flujo con placas paralelas basada en las
diferencias de presién, o mediante un dispositivo
de cono situado sobre una placa rotacional. La
evaluacion de las fuerzas de tension in vitro se lle-
va a cabo con uso de dispositivos que aplican fuer-
zas de tension en direcciones unidireccional, bidi-
reccional y radial/circunferencial. La ventaja de
este sistema en nuestro estudio ha sido el efecto de
combinacion de la aplicacion de fuerzas mediante
el uso de los principios combinados de la aplica-
cién de fuerzas de tension radial/circunferencial y
de la aplicacién de fuerzas tangenciales en placas
paralelas.

Aunque el sistema desarrollado representa un
modelo in vitro mejorado, también tiene limitacio-
nes que se deberian solucionar en estudios futuros.
Tal como ya se ha sefialado, la aplicacion de fuerzas
mecdanicas puede dar lugar a una variedad de res-
puestas, como apoptosis, migracion, hipertrofia, di-
ferenciacion y proliferacion celulares. Son necesa-
rios estudios adicionales para su investigacion.
Ademas, existen otros marcadores fenotipicos que
indican los comportamientos sintético o contractil.
La investigacion de otros marcadores, ademads de la
actina « del ML, puede facilitar una caracterizaciéon
mejor de los efectos sobre la diferenciacién de la
aplicacion de las fuerzas mecanicas sobre las CMLs
vasculares.

CONCLUSION

En este estudio se presenta un modelo in vitro dise-
flado para simular la angioplastia con balén in vitro,
seguido de la aplicaciéon de fuerzas de tension y
tangenciales a las CMLs expuestas al flujo vascular.
Los resultados obtenidos en el mismo demuestran
la eficacia del modelo desarrollado para evaluar la
angioplastia in vitro y para simular el entorno me-
canico de las células. Ademas, la significativa res-
puesta observada en la fase aguda hace que esté
justificada la investigacion adicional de la aplica-
cién de fuerzas mayores en distintos momentos de
tiempo, con objeto de evaluar el incremento de la
respuesta de las CMLs.

La significacion clinica de nuestro modelo de
proliferacién celular in vitro consiste en su capaci-
dad para imitar las fuerzas mecénicas clinicamente
adecuadas y para aplicar un régimen mas complejo
que pueda simular la intervencién clinica combi-
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nada con una exposiciéon normal. Esperamos que
nuestro modelo pueda ser implementado en tltima
instancia, por parte de la investigacion farmacol6-
gica preliminar que trabaja en el desarrollo de posi-
bles agentes antiproliferativos frente a las CMLs,
con el objetivo de prevenir la hiperplasia y la rees-
tenosis que tienen lugar tras las intervenciones en-
dovasculares.

Los autores agradecen a Cassie Gregory, Rebecca Cribb y la Dra. Agneta
Simionescu su ayuda en el proceso de investigacion, y al Greenville
Hospital System, la financiacion de este trabajo.
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