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a fuerzas tangenciales derivadas de la restauración
del flujo sanguíneo. La respuesta de las CMLs fren-
te a estas fuerzas mecánicas consiste en apoptosis,
diferenciación, migración, hipertrofia y prolifera-
ción. La lesión inducida por la angioplastia con ba-
lón puede ser la desencadenante del cambio del fe-
notipo contráctil de las CMLs por un fenotipo sin-
tético1. La proliferación del músculo liso (ML)
parece ser una respuesta aguda frente a la lesión y
puede tener lugar hasta 7 días después de la angio-
plastia con balón, aunque la mayor parte de las cé-
lulas del ML inicia su ciclo de crecimiento durante
los 2-3 primeros días tras la lesión2. Tras la respues-
ta aguda, el número de CMLs existentes en la capa
íntima permanece relativamente constante duran-
te un período de hasta 1 año desde la realización
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Tras la angioplastia con balón, 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 lesión 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 tensión concurrentes, con objeto de conseguir la aplicación de niveles significativos de es-

te tipo de fuerzas, además de la simulación de fuerzas de carácter similar a las que se aplican

durante la angioplastia con balón. En este estudio, que evalúa la respuesta celular aguda (8 h),

las CMLs de la aorta de rata mostraron una proliferación celular significativa tras la aplicación

de las fuerzas de tensión de la lesión provocadas por la angioplastia y tras la exposición a las

fuerzas tangenciales como consecuencia de la restauración del torrente circulatorio, en com-

paración con la aplicación de niveles menores de fuerzas de tensión similares al estado fisio-

lógico normal, con un incremento promedio del 75% en el número de células en los animales

del grupo en que se provocó la lesión, en comparación con el grupo control. Las CMLs ex-

puestas a la lesión por la angioplastia con balón y a las fuerzas mecánicas tangenciales y de

tensión concurrentes presentaron un incremento en la expresión del marcador fenotípico con-

tráctil de las células musculares lisas, la actina �. Estos hallazgos demuestran la eficacia del

modelo desarrollado para la evaluación de la angioplastia in vitro y para el estudio del entorno

mecánico simulado sobre las células. Así, se ofrece un modelo in vitro para el aislamiento de

las fuerzas mecánicas concurrentes y que también se podría utilizar como un paso preliminar

en la investigación farmacológica dirigida hacia la reducción o la prevención de la proliferación

de las CMLs secundaria a las fuerzas mecánicas anómalas que se aplican durante los proce-

dimientos endovasculares.

Desarrollo de un nuevo simulador vascular 
y de un modelo de lesión para la evaluación
de la respuesta del músculo liso tras 
la angioplastia con balón
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INTRODUCCIÓN

Tras la angioplastia con balón, la denudación de la
capa de células endoteliales da lugar a la exposición
de las células musculares lisas (CMLs) subyacentes
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del procedimiento endovascular. Dada la estabili-
dad de la población de CMLs con el transcurso del
tiempo, se considera que los incrementos adiciona-
les en la hiperplasia intimal se deben a la produc-
ción de matriz extracelular y de tejido conjuntivo,
así como a la hipertrofia de las células ya existen-
tes3. Generalmente, el engrosamiento máximo de
la capa íntima en el ser humano tiene lugar duran-
te los 2-3 primeros meses desde la lesión4.

Las CMLs normales se localizan principalmente
en la capa media del vaso sanguíneo y presentan
un fenotipo contráctil, tras la angioplastia con ba-
lón, CMLs pueden modificar su fenotipo contráctil
por un fenotipo sintético1. Estas células con capaci-
dad de síntesis presentan migración hacia la capa
íntima, proliferan y segregan componentes de la
matriz extracelular, como elastina, colágeno y pro-
teoglicanos5. La producción 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 contráctil. Se ha estimado que
el 50% de las CMLs que presentan migración desde
la capa media a consecuencia de la angioplastia con
balón se dividen hasta en tres ocasiones2. Estas cé-
lulas constituyen hasta el 89% de la población de
CMLs en la íntima resultante2. El 11% restante
CMLs está constituido por el 50% de las CMLs acti-
vadas a consecuencia de la angioplastia y que sim-
plemente presentan migración hacia la capa íntima
pero no muestran replicación2. Las CMLs con capa-
cidad de síntesis se caracterizan por un aumento en
el número de orgánulos de síntesis como retículo
endoplásmico rugoso, incremento de la capacidad
proliferativa, disminución en la producción de acti-
na �, pérdida de la capacidad de contracción e in-
cremento del volumen celular6. Por el contrario,
las CMLs contráctiles suelen tener una configura-
ción fusiforme, carecen de capacidad proliferativa,
pueden contraerse y contienen una cantidad de ac-
tina � relativamente mayor que las CMLs sintéti-
cas6. En resumen, se ha propuesto la hipótesis de
que el grado de activación de las CMLs tras la an-
gioplastia influye en sus características de migra-
ción y proliferación CMLs, contribuyendo directa-
mente al grado de engrosamiento e hiperplasia de
la capa íntima.

Las indicaciones de la angioplastia transluminal
percutánea (ATP) y de la angioplastia con balón
dependen del estado de vascularización, preferen-
cias del cirujano, diámetro del balón, longitud de la
lesión y otros factores relacionados. La intensidad
de la lesión, en términos de la presión 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

que una lesión importante sin afectación de la capa
media es capaz de iniciar la replicación de las
CMLs, pero no se asocia a proliferación de la capa
íntima7. La lesión debida a la angioplastia con ba-
lón puede causar diversas alteraciones tales como
la agregación plaquetar, denudación endotelial,
producción de factores de crecimiento por parte de
las CMLs lesionadas, atracción de leucocitos y ma-
crófagos secundaria a la respuesta inflamatoria y la
distensión mecánica sostenida de las propias CMLs,
todo lo cual puede contribuir a la proliferación de
estas células8.

Hasta el momento se han realizado numerosos
estudios para investigar la respuesta in vivo de las
CMLs frente a la lesión causada por la angioplastia.
Dadas las dificultades para mantener la aplicación
concurrente de fuerzas tangenciales y de tensión,
con objeto de evaluar sus efectos sobre las CMLs in
vitro, el número de estudios de este tipo ha sido li-
mitado. En este artículo se presenta por primera
vez un modelo in vitro de la respuesta de las CMLs
frente a la lesión mecánica, con uso de un simula-
dor de fuerzas tangenciales y de tensión desarrolla-
do para conseguir niveles clínicamente significati-
vos de fuerzas de tensión y tangenciales, con apli-
cabilidad estadística.

Con este modelo es posible aislar las fuerzas me-
cánicas de las señales bioquímicas y de su influen-
cia en la respuesta de las CMLs frente a la lesión. El
uso de este modelo/simulador permite la obtención
de datos que pueden constituir un paso preliminar
para la manipulación farmacológica de las CMLs y
para la investigación de la reducción y prevención
final de la hipertrofia y la proliferación de estas cé-
lulas tras la realización de procedimientos endovas-
culares.

MATERIALES Y MÉTODOS

Diseño del simulador

El sistema del simulador posee seis canales inde-
pendientes que permiten la evaluación de seis po-
blaciones celulares independientes con objeto de
conseguir un incremento de la aplicabilidad esta-
dística y del uso de múltiples métodos de análisis.
El sistema está constituido por dos equipos, cada
uno de ellos con tres canales, tal como se muestra
en la figura 1a. Los parámetros de diseño fueron
seleccionados para imitar las condiciones fisiológi-
cas existentes en las situaciones de compromiso
mínimo, con flujo laminar, flujo aplicado sobre las
células y flujo con aplicación de fuerzas tangencia-
les. Las células se mantienen sobre una membrana
de silicona flexible que oscila con una frecuencia
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de 60 ciclos/min (1 Hz) durante la evaluación me-
cánica.

Para esta aplicación se seleccionó una geometría
de membranas paralelas, con el objetivo de expo-
ner una muestra plana de células a las fuerzas con-
currentes tangenciales y de tensión. La figura 1 re-
coge una serie de imágenes que explican el diseño
del simulador mecánico. La longitud del canal de
entrada permite que el flujo en la zona de localiza-
ción de las células esté plenamente estabilizado; se
ajustó el flujo para conseguir un número de Rey-
nolds de 151 a partir de un flujo de entrada (Qin)
de 350 ml/min. El número de Reynolds (Re) se de-
terminó a partir de la ecuación aplicada a un canal
de configuración rectangular9:

Re = 

donde b es la anchura del canal (cm), � es la densi-
dad del líquido (kg/cm3) y � es su viscosidad ([di-
nas * s]/cm2). El número de Reynolds también se
utilizó para establecer el flujo laminar en el canal.
En nuestro modelo, el flujo de entrada fue conside-
rado fuertemente laminar debido a que el número
de Reynolds fue muy inferior a 2.000 para este ca-
nal rectangular9. Esta ecuación asume que el líqui-
do se comporta como un fluido newtoniano no
compresible.

�Qin

�b

El parámetro de longitud del canal de entrada
mínimo para un perfil de velocidad plenamente
desarrollado, Le (cm), fue estimado de la manera
siguiente10:

Le = 0,05Re

La longitud mínima necesaria calculada del ca-
nal de entrada de 7,5 cm se aumentó hasta casi el
doble, 13,95 cm, para conseguir un perfil 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 aplicó un per-
fil de tensión biaxial mediante un sistema de vacío
similar a la tecnología implementada por Flexcell
International (Hillsborough, NC). Para el control
de la tensión aplicada y la regulación de la presión
de vacío se utilizó el programa informático Flexcell
3000. Otros investigadores11 han demostrado que
aproximadamente el 30% de la parte externa de
las membranas de silicona localizadas sobre el pos-
te estático en el sistema Flexcell no presenta perfi-
les de tensión radial y circunferencial constantes.
Dado que el diseño del sistema utilizado en nuestro
estudio aplicó una geometría de poste estático si-
milar, las células se mantuvieron confinadas en la
parte central de la membrana con objeto de que
sufrieran una tensión radial y circunferencial cons-
tantes en la zona del cultivo celular durante la eva-
luación mecánica, mediante el uso de un anillo de

Fig. 1. Demostración del canal individual del simulador de la mecánica vascular. a. Configuración del sistema. b. Uno
de los simuladores de la mecánica vascular durante la experimentación. c. Vista superior del canal individual con la
longitud del canal de entrada y la localización del cultivo celular sobre silicona. d. Esquema lateral de la zona de entra-
da, con indicación de la superficie transversal del canal.
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Teflon con una superficie interna de 2,75 cm2 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 período de cultivo celu-
lar. Este anillo de Teflon fue retirado antes de la
evaluación mecánica y solamente se utilizó 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 modificación 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 antibióticos-antimicóticos
(A5955, Sigma-Aldrich). Las células fueron separa-
das con tripsina al 0,25% en 0,2 mg/ml de ácido
etilenodiaminotetraacético (EDTA, E6511; Sigma,
St. Louis, MO).

Utilización de las células para la evaluación
mecánica

En cada estación se utilizaron membranas (5,25 cm
de diámetro) recortadas a partir de láminas de sili-
cona de uso biomédico (lote SM04106803; Spe-
cialty Manufacturing, Saginaw, MI) y que tenían
un grosor de 0,381 mm y una durometría de 40.
Después, estos fragmentos fueron homogeneizados
mediante ondas ultrasónicas en agua desionizada y
colocados en las placas base designadas. Más tarde,
las placas unidas entre sí 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 cm3 de lubri-
cante de silicona (51360; Loctite, Rocky Hill, CT).
El lubricante fue distribuido mediante un tapón de
silicona estéril con aplicación de una tensión mecá-
nica del 5% con el sistema de generación de ten-
sión FlexerCell (FlexCell International). El sistema
ya montado fue esterilizado mediante rayos ultra-
violeta (UV) durante 3 h. Tras la esterilización, los
anillos estériles de Teflon fueron centrados en la
superficie de silicona. El área central de la silicona
constituida por los anillos de Teflon fue recubierta
con colágeno de tipo I (Vitrogen 100, 3 mg/ml; Co-
hesion Tech, Palo Alto, CA) diluido en agua estéril
hasta una concentración de 50,0 mg/ml; después,

se permitió su secado en una campana estéril de
flujo laminar durante 72 h, según el protocolo Co-
hesion Tech para la formación de una fina lámina
de colágeno. Antes de la aplicación de las células,
las membranas fueron lavadas con 1,0 ml de tam-
pón fosfato de Dulbecco (DPBS, 21-031 CM; Me-
diatech). Finalmente, se realizó el recuento de las
células mediante un hemocitómetro, teñidas con el
colorante azul trípano; se seleccionó una densidad
de 7,5 x 104/ml y las células fueron incubadas du-
rante 48 h para que pudieran presentar dispersión
y adherencia. A las 24 h se añadió 1 ml adicional
del medio.

Grupos en el experimento de simulación

En nuestro estudio se investigaron dos grupos ex-
perimentales con simulación de las condiciones in
vivo, además de un grupo control en el que las cé-
lulas no estuvieron expuestas a fuerzas tangencia-
les ni de tensión. El grupo de modelo de lesión
(MoL) estuvo constituido por células expuestas a
fuerzas de tensión intensas generadas durante la
angioplastia con balón, seguido de la exposición a
fuerzas tangenciales y de tensión. Estas células re-
presentaron las CMLs que quedan expuestas direc-
tamente al flujo sanguíneo tras la denudación de la
monocapa de células endoteliales. En el grupo de
tensión cíclica (TC) se simuló un control fisiológico
en el que las células fueron sometidas a una ten-
sión cíclica entre el 0% y el 4%, sin presentar una
exposición directa al flujo. Como controles del
comportamiento de adherencia y del comporta-
miento fenotípico se utilizaron controles estáticos
no sometidos a ningún tipo de fuerza (N). Los con-
troles de adherencia (A), que fueron determinados
y contados antes del inicio del experimento, facili-
taron la evaluación de los problemas de la adhe-
rencia a consecuencia de la exposición a las fuerzas
mecánicas.

Evaluación mecánica

Antes de la evaluación mecánica, se estudió la con-
fluencia mediante el análisis microscópico de los
controles estáticos no sometidos a tensión alguna.
Se retiró 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-
ríodo de evaluación mecánica. Este medio se utiliza
con frecuencia en la evaluación dinámica con el
objetivo de investigar los efectos de las modificacio-
nes sobre la proliferación. Durante la aplicación de
la evaluación mecánica, los grupos experimentales
dinámicos fueron sometidos en primer lugar a un
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régimen de reacondicionamiento de una tensión
cíclica 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 tensión cíclica del 0-4% durante 8 h,
mientras que el grupo MoL (n = 6) fue sometido a
dos episodios de distensión circunferencial estática
del 12% mantenidos cada uno de ellos durante 
75 s, con intervalos de 30 s entre los episodios de
distensión, tal como ocurre generalmente durante
la angioplastia con balón. Tras el despliegue simu-
lado de la sonda de globo, el flujo tangencial se rea-
nudó con una tasa de flujo de 350 ml/min y se
aplicó una tensión cíclica del 0-4% durante 8 h. La
tasa de flujo de 350 ml/min aplicó una fuerza tan-
gencial parietal baja (0,25 dinas/cm2) para estimu-
lar la proliferación celular. Las muestras N estáticas,
que no fueron sometidas a exposición frente a una
fuerza dinámica, sirvieron como control (n = 6),
mientras que los controles A (n = 6), que se esta-
blecieron antes de la evaluación dinámica, sirvie-
ron para determinar el número de células perdidas
a consecuencia de la falta de adherencia celular.

Evaluación de la respuesta celular

Proliferación celular. Cada grupo experimental es-
tuvo constituido por seis muestras. La proliferación
celular fue evaluada mediante métodos cuantitati-
vo (n = 3) y cualitativo (n = 3). El abordaje cuanti-
tativo consistió en la tinción de los núcleos celula-
res con 40,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, D-
1306; Molecular Probes, Eugene, OR). Para este
método, tras la evaluación mecánica 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 solución 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-
ción del número de células presentes se utilizó el
programa informático ImagePro Plus Analysis (ver-
sión 5.1; Media Cybernetics, Silver Spring, MD).

El análisis cualitativo implicó el uso del método
Cell Titer 96 AQueous 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 añadieron 1,25 ml a cada pocillo, con in-
cubación durante 3 h. Los sobrenadantes se reco-
gieron individualmente, se colocaron en tubos y se
agitaron suavemente para facilitar la uniformidad

de la muestra. Cuatro muestras de 125 �l proce-
dentes de cada sobrenadante fueron colocadas en
una placa de espectrofotometría UV con 96 poci-
llos. La densidad óptica se determinó en 490 nm
(modelo DU640B; Beckman Instruments, Fuller-
ton, CA).

Marcador fenotípico

En los estratos celulares se evaluó la actina � del
músculo liso como marcador del fenotipo celular6

utilizando para ello técnicas de inmunotransferen-
cia tipo Western convencionales. También se eva-
luó la expresión de la gliceraldeído-3-fosfato deshi-
drogenasa (GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehy-

drogenase), que, después, se utilizó como método de
normalización y control de la cantidad de proteí-
nas. Las células fueron extraídas de la membrana
de silicona y lisadas con un tampón de extracción
constituido por Triton X-100 al 0,5% (T-9284, Sig-
ma-Aldrich), dodecil sulfato sódico al 1% (SDS, L-
4522, Sigma-Aldrich), 20 mM Tris (161-0716, Bio
Rad, Hércules, CA) y un cóctel inhibidor de protea-
sas con una concentración de 10 �l/ml (P8340,
Sigma-Aldrich). Después, se utilizó el BCA Protein
Assay Kit (23225; Pierce, Rockford, IL) para deter-
minar el contenido total de proteínas de cada
muestra. Más adelante, las muestras fueron dilui-
das en 1 �g/ml utilizando tampón de muestra
constituido por �-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 �g/ml. Antes de la electroforesis en gel las
muestras fueron hervidas durante 5 min para la li-
nealización de las proteínas. En la electroforesis se
utilizó un gel de poliacrilamida al 10% (161-0158,
Bio Rad) con 17,5 �l de solución celular en cada
banda. La inmunotransferencia Western se realizó
con la transferencia a una membrana de polivinili-
deno difluoruro (PVDF) (162-0184, Bio Rad). Para
la detección de los niveles de actina � y la expre-
sión de GAPDH se utilizó el Western Breeze® cro-
mógeno Western Blot Immunodetection Kit
(WB7103; Invitrogen, Carlsbad, CA). Se aplicó el
Chromogenic Immunodetection Protocol con el
anticuerpo monoclonal primario antirratón frente
a actina � del ML (ab18460-1; Abcam, Cambridge,
MA), con una dilución de 1:1.000 y con el anti-
cuerpo monoclonal primario anti-GAPDH de ratón
(6C5) (CB1001; Calbiochem, San Diego, CA) con
una dilución de 1:1.500. La densitometría se llevó
a cabo sobre las transferencias Western desarrolla-
das, con objeto de evaluar las diferencias de expre-
sión de la actina � del ML entre los grupos N (n =
3), TC (n = 3) y MoL (n = 6). La densidad óptica in-
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tegrada (DOI) de las bandas se determinó mediante
un densitómetro de imagen (GS-700, Bio Rad)
equipado con el programa informático de análisis
Quantity One (versión 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 análisis esta-
dísticos adicionales.

Análisis estadístico

Se llevó a cabo un análisis de la varianza para datos
apareados según el método de Tukey y con uso del
programa informático SigmaStat (Systat Software,
San José, CA), con objeto de obtener los datos rela-
tivos a la proliferación celular y a la actina � del
ML; los valores p < 0,05 indicaron una diferencia
significativa.

RESULTADOS

Proliferación

En nuestro estudio de fase aguda (8 h) y en el que
se utilizaron CMLsAR, se demostró la existencia de
una proliferación celular significativa tras la lesión
por angioplastia y la exposición a fuerzas tangen-
ciales (grupo MoL), en comparación con lo obser-
vado en el grupo de exposición a fuerzas de tensión
cíclicas “de función fisiológica” (grupo TC). En el
análisis DAPI se observó un incremento del 75%
en el número de células en el grupo MoL, en com-
paración con el grupo TC (p = 0,001). Los números

promedio de células según el recuento celular DA-
PI fueron 3,45 x 104 (± 1,7 � 103 desviación están-
dar [DE]) de células/ml en el grupo TC; 6,07 � 104

(± 5,0 � 103 DE) células/ml para el grupo MoL;
10,0 � 104 (± 15,8 � 103 DE) células/ml para 
los promedios combinados del grupo N estático, y
8,2 � 104 (± 16,1 x 103 DE) células/ml en el grupo
A, tal como se muestra en la figura 2a. Según 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 análisis de inmunotransferencia Western se rea-
lizó para detectar las concentraciones del marcador
fenotípico contráctil actina � del ML. La disminu-
ción en los niveles de expresión de actina � del ML
indicaría un fenotipo más sintético de las CMLs.
Las muestras estáticas no sometidas a ninguna for-
ma de carga (N1-N6) expresaron una DOI normali-
zada de la actina � del ML de 1,038 (± 0,103 DE).
La simulación de la función normal en el grupo TC
(TC1-TC3) demostró un incremento del 12% en la
actina � del ML, con niveles de DOI de 1,162 
(± 0,098 DE); sin embargo, estos resultados no pre-
sentaron diferencias estadísticamente significativas.
Sí se observaron diferencias con significación esta-
dística en el modelo de lesión por angioplastia
(MoL1-MoL3), con disminución de la expresión de
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Fig. 2. Comparación de la proliferación celular entre los grupos de tensión cíclica (TC), modelo de lesión (MoL), sin
aplicación de fuerzas (N) y de adherencia (A) (únicamente datos DAPI). a. La cuantificación celular DAPI indicó una
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Vol. 21, N.º 6, 2007 Evaluación de la respuesta del músculo liso tras la angioplastia con balón 91

actina � del ML normalizada hasta un nivel de DOI
de 0,841 (± 0,046 DE) (p = 0,006), y con una re-
ducción del 19% en la expresión de actina � del
ML en la comparación del grupo MoL con las
muestras estáticas pertenecientes al grupo N.

DISCUSIÓN

Los efectos de las fuerzas mecánicas 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 precisión las fuerzas mecánicas concu-
rrentes debido a que permite evaluar la respuesta
de lesión adicional de las CMLs frente a la aplica-
ción de un dispositivo de angioplastia con balón,
así como también la respuesta frente a fuerzas tan-
genciales parietales de baja intensidad que estimu-
lan la proliferación de las CMLs.

Uno de los objetivos del modelo de lesión ha si-
do el de simular las importantes fuerzas que se
aplican sobre las células tras el despliegue delbalón,
en comparación con los niveles normales de fuer-
zas aplicadas a consecuencia de la expansión de los
vasos sanguíneos por efecto del flujo de sangre.
Durante la angioplastia la aplicación de fuerzas de
5-10 atmósferas puede influir negativamente en las
CMLs adyacentes. A menudo, el procedimiento de
la angioplastia con balón se describe como la com-
presión de la placa arterial en el interior del vaso
sanguíneo, con el objetivo de restablecer el diáme-
tro luminal normal. Sin embargo, la importante ri-
gidez de la placa, en comparación con el tejido ad-
yacente, hace que tenga lugar una transferencia
importante de la fuerza aplicada hacia los tejidos y
las CMLs adyacentes8. La exposición adicional de
las CMLs frente a una fuerza dinámica de tensión
fisiológica del 0-4% en arterias con disminución de
la elasticidad, y con una frecuencia de 1 Hz, dio lu-
gar a la aplicación de fuerzas de tensión parecidas a
las que soportan normalmente las CMLs in vivo.

El cambio del fenotipo contráctil de las CMLs
por un fenotipo más sintético desempeña una fun-
ción significativa en la hiperplasia de la capa íntima
tras la realización de procedimientos endovascula-
res. In vivo, las CMLs normales y no alteradas se lo-
calizan principalmente en la capa media del vaso
sanguíneo y muestran un fenotipo contráctil. Tras
la angioplastia, las CMLs de la capa media pueden
cambiar su fenotipo contráctil por un fenotipo sin-
tético1. Estas modificaciones celulares hacen que
las células pierdan su capacidad de contracción, in-
crementen su producción de proteínas y muestren
una reactividad aumentada frente a los factores de

crecimiento autocrinos y paracrinos12-14. Las CMLs
con fenotipo contráctil contienen una cantidad de
actina � del ML relativamente mayor que las CMLs
con fenotipo sintético, razón por la cual se seleccio-
nó este marcador en nuestro estudio6. Desde el
punto de vista mecánico, se ha demostrado que el
grado de rigidez de las CMLs con fenotipo contrác-
til es mayor que el de las CMLs con fenotipo sinté-
tico, y se ha propuesto que la razón de ello es la
mayor cantidad de actina en el interior de las CMLs
contráctiles15.

Las líneas celulares in vitro se caracterizan gene-
ralmente por un fenotipo sintético. Cuando son
transferidas a un cultivo estático, las CMLs vascu-
lares con fenotipo contráctil tienden a modificar su
fenotipo adquiriendo el fenotipo sintético. Se ha
demostrado que el aumento en los niveles de las
fuerzas de tensión aplicadas (> 10%) da lugar a un
incremento de la proliferación de las CMLs16,17,
además de una reducción en la expresión de mar-
cadores, como la actina � del ML 17. Al evaluar los
resultados obtenidos en nuestro estudio, las CMLs
estáticas y no sometidas a tensión alguna (norma-
les en el cultivo in vitro) sirvieron como elementos
basales para evaluar la expresión de actina � del
ML. Incluso tras un período de tiempo tan corto
como 8 h después de la lesión, la aplicación de un
nivel bajo de fuerzas de tensión similar al que tie-
ne lugar in vivo produjo un incremento en la ex-
presión 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 aplicación de un
nivel bajo de fuerzas de tensión podría estimular la
diferenciación de las CMLs hacia la adquisición de
un fenotipo más contráctil con el paso del tiempo.
Para evaluar esta hipótesis serían necesarios nue-
vos estudios con evaluación de los resultados obte-
nidos a más largo plazo. La disminución significa-
tiva en la expresión de actina � del ML que se pue-
de observar en la figura 3 al cabo de 8 h en la
exposición a fuerzas tangenciales y de tensión 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 aplicación de fuerzas me-
cánicas.

Los resultados de la proliferación, que se mues-
tran en la figura 2, apoyaron el concepto de un
cambio fenotípico precoz En comparación con los
grupos dinámicos TC y MoL, los resultados DAPI
indicaron un incremento significativamente dife-
rente del 75% en el número de células existentes
en el grupo MoL, en comparación con el grupo TC
de simulación de la función arterial normal, lo que
indica que la lesión y la exposición a fuerzas con-
currentes tangenciales y de tensión dieron lugar a
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un incremento de la proliferación celular en el mo-
delo de lesión. Dado que la adherencia celular es
un problema que se manifiesta en los experimen-
tos dinámicos con los grupos TC y MoL, la compa-
ración de la proliferación directa entre ambos gru-
pos y el grupo estático 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 exposición dinámica. Por esta
razón, en la comparación señalada no se incluyó el
grupo N estático.

La aplicación 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 relación con la magnitud de la fuerza tan-
gencial. Los estudios realizados con aplicación de
fuerzas tangenciales demuestran que la aplicación
de niveles elevados de este tipo de fuerzas da lugar
a la inhibición de la proliferación in vitro de las
CMLs18. En términos generales, las fuerzas tangen-
ciales superiores a 10 dinas/cm2 se consideran ele-

vadas y protectoras frente a la ateroesclerosis19. Por
el contrario, las áreas en las que se aplican fuerzas
tangenciales bajas (< 10 dinas/cm2) muestran una
respuesta aterogénica incrementada y un aumento
en la proliferación de las CMLs19. Las alteraciones
en la geometría arterial pueden dar lugar a la apa-
rición de áreas de separación, estancamiento y re-
circulación del flujo sanguíneo. Estas modificacio-
nes en los perfiles de la velocidad pueden hacer
que algunas áreas parietales presenten fuerzas tan-
genciales bajas, lo que da lugar a una estimulación
de la proliferación de las CMLs. La aplicación de las
fuerzas de tensión sobre las células tiene lugar ge-
neralmente en forma de fuerzas circunferenciales,
uniaxiales o biaxiales. La dirección de estas fuerzas
se suele ajustar al método de aplicación. Las células
vasculares muestran una deformación cíclica a
consecuencia de la dilatación y la relajación de los
vasos sanguíneos, lo que generalmente queda re-
presentado en las evaluaciones de las fuerzas cir-
cunferenciales o uniaxiales. La respuesta de ten-
sión cíclica que sufren las células vasculares es im-
portante para la función celular normal y
patológica. Puede influir en la proliferación, la mi-
gración, la apoptosis, la morfología y la alineación
celulares20.

La diferenciación celular es una cuestión impor-
tante tanto para el desarrollo como para la evalua-
ción in vitro. Cuando son transferidas a un cultivo
estático, las CMLs con fenotipo contráctil tienden a
modificar su fenotipo hacia uno de tipo sintético.
Se ha demostrado que la aplicación cíclica de fuer-
zas de tensión incrementa la expresión de algunos
de los marcadores del estado diferenciado de las
CMLs. En un estudio realizado por Birukov et al16,
además del incremento de h-caldesmon, se obser-
vó un aumento de la proliferación indicativo de un
comportamiento sintético contradictorio; sin em-
bargo, el nivel de fuerzas aplicadas sobre las células
fue mayor que el correspondiente al estrés fisioló-
gico (15%), lo que pudo influir en el comporta-
miento proliferativo de las células. Butcher et al17

demostraron un cambio de fenotipo en un modelo
tridimensional de colágeno con CMLsAR sometidas
a fuerzas de tensión correspondientes a un 10%
superior al estrés habitual, con una frecuencia de 1
Hz y durante un período de 48 h, utilizando para
ello un sistema de aplicación de fuerzas multiaxia-
les. Los resultados obtenidos en los grupos en los
que se aplicaron las fuerzas de tensión demostra-
ron un incremento de la viabilidad celular, una dis-
minución del alargamiento morfológico, una re-
ducción en la expresión de actina � y de calponina,
y un incremento en la expresión de vimentina, en
comparación con lo observado en el grupo estático.
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Fig. 3. Resultados de la inmunotransferencia Western
para la actina � del ML en los grupos de tensión cíclica
(TC), modelo de lesión (MoL) y sin aplicación de fuerzas
(N). a. Imagen densitométrica de la actina � del ML utili-
zada para evaluar la densidad óptica integrada con objeto
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Estos resultados indican el cambio del fenotipo
contráctil por un fenotipo más sintético.

Para el estudio de los efectos de las fuerzas me-
cánicas aplicadas in vitro se han utilizado diversos
sistemas. Por ejemplo, las fuerzas tangenciales se
suelen aplicar mediante el uso de líquidos en una
cámara de flujo con placas paralelas basada en las
diferencias de presión, o mediante un dispositivo
de cono situado sobre una placa rotacional. La
evaluación de las fuerzas de tensión in vitro se lle-
va a cabo con uso de dispositivos que aplican fuer-
zas de tensión en direcciones unidireccional, bidi-
reccional y radial/circunferencial. La ventaja de
este sistema en nuestro estudio ha sido el efecto de
combinación de la aplicación de fuerzas mediante
el uso de los principios combinados de la aplica-
ción de fuerzas de tensión radial/circunferencial y
de la aplicación de fuerzas tangenciales en placas
paralelas.

Aunque el sistema desarrollado representa un
modelo in vitro mejorado, también tiene limitacio-
nes que se deberían solucionar en estudios futuros.
Tal como ya se ha señalado, la aplicación de fuerzas
mecánicas puede dar lugar a una variedad de res-
puestas, como apoptosis, migración, hipertrofia, di-
ferenciación y proliferación celulares. Son necesa-
rios estudios adicionales para su investigación.
Además, existen otros marcadores fenotípicos que
indican los comportamientos sintético o contráctil.
La investigación de otros marcadores, además de la
actina � del ML, puede facilitar una caracterización
mejor de los efectos sobre la diferenciación de la
aplicación de las fuerzas mecánicas sobre las CMLs
vasculares.

CONCLUSIÓN

En este estudio se presenta un modelo in vitro dise-
ñado para simular la angioplastia con balón in vitro,
seguido de la aplicación de fuerzas de tensión 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-
cánico de las células. Además, la significativa res-
puesta observada en la fase aguda hace que esté
justificada la investigación adicional de la aplica-
ción de fuerzas mayores en distintos momentos de
tiempo, con objeto de evaluar el incremento de la
respuesta de las CMLs.

La significación clínica de nuestro modelo de
proliferación celular in vitro consiste en su capaci-
dad para imitar las fuerzas mecánicas clínicamente
adecuadas y para aplicar un régimen más complejo
que pueda simular la intervención clínica combi-

nada con una exposición normal. Esperamos que
nuestro modelo pueda ser implementado en última
instancia, por parte de la investigación farmacoló-
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 investigación, y al Greenville
Hospital System, la financiación de este trabajo.

BIBLIOGRAFÍA

1. Baroldi G. Diseases of the coronary arteries. In: Silver MD
ed. Cardiovascular Pathology. New York: Churchill Living-
stone, 1983. pp 317-392.

2. Clowes AW, Schwartz SM. Significance of quiescent smooth
muscle migration in the injured rat carotid artery. Circ Res
1985;56:139-145

3. Clowes AW, Reidy MA, Clowes MM. Mechanisms of steno-
sis after arterial injury. Lab Invest 1983;49:208-215.

4. Serruys PW, Luijten HE, Beatt KJ, et al. Incidence of reste-
nosis after successful coronary angioplasty: a time-related
phenomenon. A quantitative angiographic study in 342
consecutive patients at 1, 2, 3, and 4 months. Circulation
1988;77:361-371.

5. Yutani C, Imakita M, Ishibashi-Ueda H, et al. Coronary
atherosclerosis and interventions: pathological sequences
and restenosis. Pathol Int 1999;49:273-290.

6. Thyberg J, Hedin U, Sjolund M, et al. Regulation of differen-
tiated properties and proliferation of arterial smooth muscle
cells. Arteriosclerosis 1990;10:966-990.

7. Tada T, Reidy MA. Endothelial regeneration. IX. Arterial in-
jury followed by rapid endothelial repair induces smooth-
muscle-cell proliferation but not intimal thickening. Am J
Pathol 1987;129:429-433.

8. Liu MW, Roubin GS, King SB, 3rd. Restenosis after coronary
angioplasty. Potential biologic determinants and role of inti-
mal hyperplasia. Circulation 1989;79:1374-1387.

9. Munson BR, Young DF, Okiishi TH. Fundamentals of Fluid
Mechanics. 4th ed. New York: John Wiley & Sons, 2002.

10. Levesque MJ, Nerem RM. The elongation and orientation of
cultured endothelial cells in response to shear stress. J Bio-
mech Eng 1985;107:341-347.

11. Vande Geest JP, Di Martino ES, Vorp DA. An analysis of the
complete strain field within Flexercell membranes. J Bio-
mech 2004;37:1923-1928.

12. Li C, Xu Q. Mechanical stress-initiated signal transductions
in vascular smooth muscle cells. Cell Signal 2000;12: 435-
445.

13. Meyrick B, Reid L. Pulmonary hypertension. Anatomic and
physiologic correlates. Clin Chest Med 1983;4:199-217.

14. Ross R. The pathogenesis of atherosclerosis: a perspective
for the 1990s. Nature 1993;362:801-809.

15. Miyazaki H, Hayashi K, Hasegawa Y. Tensile properties of fi-
broblasts and vascular smooth muscle cells. Biorheology
2003;40:207-212.

16. Birukov KG, Shirinsky VP, Stepanova OV, et al. Stretch af-
fects phenotype and proliferation of vascular smooth muscle
cells. Mol Cell Biochem 1995;144:131-139.



Anales de Cirugía Vascular94 Acampora et al

17. Butcher JT, Barrett BC, Nerem RM. Equibiaxial strain sti-
mulates fibroblastic phenotype shift in smooth muscle cells
in an engineered tissue model of the aortic wall. Biomate-
rials 2006;27:5252-5258.

18. Ueba H, Kawakami M, Yaginuma T. Shear stress as an inhi-
bitor of vascular smooth muscle cell proliferation. Role of
transforming growth factor-beta 1 and tissue-type plasmi-

nogen activator. Arterioscler Thromb Vasc Biol 1997;17:
1512-1516.

19. Brooks AR, Lelkes PI, Rubanyi GM. Gene expression profiling
of human aortic endothelial cells exposed to disturbed flow
and steady laminar flow. Physiol Genomics 2002;9:27-41.

20. Kakisis JD, Liapis CD, Sumpio BE. Effects of cyclic strain on
vascular cells. Endothelium 2004;11:17-28.


