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RESUMEN

La comunicacién intercelular es un proceso esencial tanto para el desarrollo
embriolégico como para el mantenimiento de la fisiologia normal de los tejidos. Los
contactos mioendoteliales (MEC's) son las areas de contacto mas intimo entre una
célula de la tunica intima y una célula de la tunica media de la pared vascular. Se
puede asumir que los MEC's son sensores locales de tensién y que estan involucrados
en la coordinacién de las multiples actividades de los diversos componentes de la

pared vascular de manera que funcionen como una unidad.

En este trabajo se estudiaron las arterias coronarias y mamaria interna y la vena
safena de ratas Sprague-Dawley mediante microscopia electronica de transmision para
investigar la relacién estrecha entre la célula endotelial y la célula muscular lisa en
estos vasos y describimos por primera vez la presencia de contactos mioendoteliales
en ellos. Se encontraron tres tipos de MECs: a) los que se caracterizan por
proyecciones citoplasmicas procedentes de la célula endotelial, b) aquellos cuya
proyeccion citoplasmica se origina en la célula muscular lisa y c) otros en que las
proyecciones citoplasmicas proceden tanto de la célula endotelial como de la célula
muscular lisa. Se describe por primera vez la presencia de fasciculos musculares en la
vena safena. Se midi6 el espacio intercelular y éste fue similar en los tres vasos.
Ademas se estudié la densidad de MEC's y se encontré mayor densidad en la vena

safena que en los vasos arteriales.



RESUMEN

La comunicacién intercelular es un proceso esencial tanto para el desarrollo
embriolégico como para el mantenimiento de la fisiologia normal de los tejidos. Los
contactos mioendoteliales (MEC's) son las areas de contacto mas intimo entre una
célula de la tunica intima y una célula de la tunica media de la pared vascular. Se
puede asumir que los MEC's son sensores locales de tensién y que estan involucrados
en la coordinacién de las muitiples actividades de los diversos componentes de la

pared vascular de manera que funcionen como una unidad.

En este trabajo se estudiaron las arterias coronarias y mamaria interna y la vena
safena de ratas Sprague-Dawley mediante microscopia electronica de transmision para
investigar la relacién estrecha entre la célula endotelial y la célula muscular lisa en
estos vasos y describimos por primera vez la presencia de contactos mioendoteliales
en ellos. Se encontraron tres tipos de MECs: a) los que se caracterizan por
proyecciones citoplasmicas procedentes de la célula endotelial, b) aquellos cuya
proyeccién citoplasmica se origina en la célula muscular lisa y c) otros en que las
proyecciones citoplasmicas proceden tanto de la célula endotelial como de la célula
muscular lisa. Se describe por primera vez la presencia de fasciculos musculares en la
vena safena. Se midi6 el espacio intercelular y éste fue similar en los tres vasos.
Ademads se estudi6 la densidad de MEC's y se encontr6 mayor densidad en la vena

safena que en los vasos arteriales.



AGRADECIMIENTOS

Doy gracias al Fundamento de todo lo existente que me ha dado la oportunidad

de indagar un poco en un fragmento de su obra.

Expreso mi agradecimiento a mi tutor Dr. Jorge Antonio Sosa Melgarejo, PhD.
quien con gran generosidad y disposicién ha compartido conmigo su amplia experiencia

y conocimiento cientificos y bajo cuya direcciéon y guia ha sido apasionante trabajar.

Este trabajo fue realizado con el apoyo de una beca otorgada por el IMSS, asi

como un donativo otorgado por el CONACYT.

La investigacién se llevé a cabo en los siguientes Servicios y Unidades de
Investigacion del Centro Médico Nacional “Siglo XXI" del IMSS: Servicio de Anatomia
Patologica del Hospital de Cardiologia, Bioterio, Unidad de Investigacion Médica en
Enfermedades Oncoldgicas del Hospital de Oncologia y Unidad de Investigacion
Médica en Enfermedades Neurologicas del Hospital de Especialidades. Unidad de
Microscopia Electrénica del Departamento de Anatomia Patolégica del Hospital Juarez

de México, Secretaria de Salud.

Agradezco a las Sritas. Patricia Rosa Aley Medina, Patricia Pifa Sanchez, Rita
Socorro Mota Dominguez, Quimica Elizabeth Mravko Maldonado, Bidloga Elizabeth

3



Garcia Toris, Biélogo Jorge Ramon Toledo Garcia y Sr. Manuel Palacios Arenas por
su asistencia tecnica, asi como al Sr. Eduardo Ramén Lépez Rodriguez por su

asistencia en fotografia.

Deseo agradecer a los Doctores José Ramén Paniagua Sierra, Dante Amato
Martinez, Juan Raul Flores Miranda y Joel Benitez Sanchez por su apoyo y orientacién

durante la elaboracion de este trabajo.

Finalmente, agradezco a mi madre y demas familiares cuya existencia es para

mi estimulo constante de superacién asi como a la memoria de mi padre.



CONTENIDO

Pagina
Titulo 1
Resumen 2
Agradecimientos 3
Contenido 5
Lista de figuras | 9
Lista de tablas 1
Abreviaturas usadas en esta tesis 12
CAPITULO 1: Introduccion 13
1.1 Propésitos de la tesis 14
1.2 Organogénesis de los vasos 16
13 Organizacion estructural de la pared vascular 17
1.4  Nutricion de la pared vascular 19
1.5  Microarquitectura de la tunica media 19
1.6  Lacélula endotelial 20
1.7  Lacélula muscular lisa 22
1.7.1 Proteinas del citoesqueleto 23
1.7.2 Cuerpos densos y bandas densas 24
1.7.3 Matriz extracelular de la pared vascular 25

1.7.4 Actividades de sintesis 26



1.7.5 Fenotipo contractil y sintético

1.7.6 La membrana plasmatica

1.7.7 Contactos intercelulares entre las células musculares lisas

1.8 Interacciones entre las células endoteliales y las células musculares

lisas

1.8.1 Mecanismos humorales

1.8.2 Contactos mioendoteliales (MEC's)
1.8.3 Remodelacion vascular

1.9  Arterias coronarias

CAPITULO 2: Planteamiento del problema
2.1 Problemas generales

2.2 Problemas especificos

CAPITULO 3: Objetivos

3.1 Objetivos genierales

3.2 Objetivos especificos

CAPITULO 4: Hipotesis

4.1 Hipotesis generales

4.2 Hipotesis especificas

CAPITUL.O 5: Material y métodos

5.1 Animales

5.2  Teécnica anestésica

53 Perfusién intravital de los vasos

5.4  Microscopia electronica de transmisidén convencional

28

29

30

31

32

34

37

39

46

47

47

49

50

50

52

53

53

53

54



5.5

5.6

5.7

5.8

5.9

5.10

Identificacion de los contactos mioendoteliales
Identificacion de las variables

Definicion operativa de las variables

Sistema de analisis de imagen

Tamario de la muestra

Andlisis estadistico

CAPITULO 6: Resultados

6.1

6.1.1

6.1.2

La arteria coronaria
Microscopia de luz

Microscopia electrénica

6.1.2.1 Contactos mioendoteliales

6.2

6.21

6.2.2

A Aspectos morfoldgicos
B Espacio intercelular

C Densidad

La arteria mamaria interna
Microscopia de luz

Microscopia electrénica

6.2.2.1 Contactos mioendoteliales

6.3

A Aspectos morfoldgicos
B Espacio intercelular
C Densidad

La vena safena

56

57

57

58

62

63

63

64

65

65

67

74

74

74

75

75

76

77

84



6.3.1 Microscopia de luz 84

6.3.2 Microscopia electronica 84
6.3.2.1 Contactos mioendoteliales 85

A Aspectos morfoloégicos 85

B Espacio intercelular 86

C Densidad 87
CAPITULO 7: Discusion 96
7.1 Preparacién de los especimenes 98
7.2  Contactos mioendoteliales 99
7.3  Contactos mioendoteliales y regulacion del tono vasomotor 103
7.4  Contactos mioendoteliales y mecanotransduccion 108
7.5  Contactos mioendoteliales y remodelacion vascular 110

7.6  Contactos mioendoteliales y cirugia de revascularizacion coronaria
(bypass) 116
CAPITULO 8. Conclusiones 123

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 126



LISTA DE FIGURAS

Figura Pagina
1.1 Citoplasma de la célula endotelial con cuerpos de Weibel-Palade 42
1.2 Célula muscular lisa de la tunica media vascular con cuerpos densos 42

y membrana basal

5.1 Quiréfano del bioterio con rata Sprague-Dawley preparada para el

procedimiento de perfusion 59
5.2 Animal con los érganos de la cavidad toracica expuestos 59
5.3 Vena safena disecada de la rata Sprague-Dawley 60
5.4 Rata Sprague-Dawley con arteria mamaria interna in situ 60
5.5 Diseccién de los vasos sanguineos del corazén de la rata 61
6.1 Histologia de la arteria coronaria 69
6.2 Histologia de la arteria coronaria con tincion de Tricromico de Masson 69
6.3 Ultraestructura de la pared de la arteria coronaria 70
6.4 La célula endotelial y la célula muscular lisa de la arteria coronaria 70
6.5 Pared de la arteria coronaria de rata 71

6.6 Contacto mioendotelial (MEC) de la arteria coronaria con proyeccién
citoplasmica con origen en la célula endotelial y en la célula muscular lisa 71

6.7 MEC de la arteria coronaria con proyeccién citoplasmica originada en
la célula muscular lisa 72

6.8 MEC de la arteria coronaria con origen de la proyeccion citoplasmica 72
en la célula endotelial

9



6.9 MEC de la arteria coronaria con origen de la proyeccion citoplasmica
en la celula endotelial

6.10 Histologia de la arteria mamaria interna

6.11 Ultraestructura de la pared de la arteria mamaria interna

6.12 Etapas de la formacion de un MEC en la arteria mamaria interna
6.13 Histologia de la vena safena

6.14 Ultraestructura de la pared de la vena safena

6.15 Citoplasma de la célula endotelial de la vena safena

6.16 Fasciculo muscular en la pared de la vena safena

6.17 Diagrama de los MEC's en la vena safena

6.18 MEC de la vena safena con origen de la proyeccion citoplasmica
en la célula endotelial

6.19 MEC de la vena safena con origen de la proyeccion citoplasmica
en la célula muscular lisa

6.20 MEC de la vena safena con origen de la proyeccién citoplasmica
en la célula endotelial y en la célula muscular lisa

6.21 y 6.22 Variaciones en la forma de presentacién de MEC’s en la
vena safena

7.1 Diagrama del control de las actividades de la tunica media vascular
por la inervacion de la pared vascular y por el MEC

7.2 Diagrama de la interaccién endotelio-musculo liso

73
78
79
80
90
90
91
91

92

93

93

94

94y 95

121

122



LISTA DE TABLAS

Tabla Pagina
6.1 Espacio intercelular de los MEC's en la arteria coronaria 67
6.2 Densidad de los MEC's en la arteria coronaria 68
6.3 Espacio intercelular de los MEC's en la arteria mamaria interna 76
6.4 Densidad de los MEC's en la arteria mamaria interna 77
6.5 Espacio intercelular de los MEC's en la vena safena 86
6.6 Densidad de los MEC's en la vena safena 87

6.7 Comparacién del espacio intercelular de los MEC's en las arterias
coronaria y mamaria interna y en la vena safena 88

6.8 Comparacién de la densidad de los MEC's en las arterias coronaria
y mamaria interna y en la vena safena 89



MEC
LEI
PGl
ET
bFGF
IGF-|
IL-1
TGF-p
CSF
TNF-a
MCP-1
EGF
EDGF
PDGF
NO
EDRF
nm

mm

Da

ABREVIATURAS USADAS EN ESTA TESIS

Contacto mioendotelial

Lamina elastica interna

Prostaciclina

Endotelina

Factor de crecimiento fibroblastico basico
Factor de crecimiento insulinoide |
Interleucina 1

Factor de crecimiento transformante beta
Factor estimulante de colonias

Factor de necrosis tumoral alfa

Proteina 1 quimiotactica de monocitos
Factor de crecimiento endotelial

Factor de crecimiento derivado del endotelio
Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Oxido nitrico

Factores relajantes derivados del endotelio
Nanémetros

Milimetros

Micras

Dalton



CAPITULO 1

INTRODUCCION



1.1 PROPOSITOS DE LA TESIS

Las formas de vida complejas consisten de masas de células conectadas entre
si, que se comunican unas con otras y establecen contacto e interactuan entre ellas y
con su ambiente externo a través de su superficie (Sosa-Melgarejo, 1991). Las células
se reconocen unas a otras, reciben estimulos, responden a ellos, se agrupan en
conjuntos y forman tejidos que se combinan para formar 6rganos (Avers, 1991).
Durante el desarrollo embrionario y antes de que el sistema circulatorio se establezca,
el acoplamiento metabdlico entre las células parece ser uniforme y vital. Después de
que el sistema circulatorio llega a ser funcional, aparecen gradualmente restricciones
en la comunicacion intercelular con pérdida progresiva de la comunicaciéon entre las
capas germinales y entre grupos de células dentro de cada capa durante la
organogénesis. La integridad estructural depende crecientemente de contactos
especializados; durante el desarrollo temprano de la pared vascular los contactos
intercelulares juegan un papel significativo en la comunicacion entre las células y en
mantenerlas unidas, pero conforme la presion arterial se incrementa con el
establecimiento de la circulacion, un sistema fibroso bien desarrollado se agrega a la

arquitectura vascular (Sosa-Melgarejo, 1991).

La pared vascular se desarrolla bajo dos influencias, una determinada genéticamente

sobre el patron de la circulacion y otra que depende de los efectos de la carga



hemodinamica y determina la naturaleza y disposiciones de los componentes murales
(Berry, 1989).

Las arterias coronarias y mamaria interna son arterias musculares, de mediano
calibre o de distribucion. Su pared funciona como un 6rgano integrado compuesto por
células endoteliales, musculo liso, fibroblastos y matriz extracelular acoplados entre si
por un complejo mecanismo de interacciones autocrino-paracrinas. Este
funcionamiento depende de una interaccién dinamica entre factores de crecimiento
localmente producidos, sustancias vasoactivas y procesos hemodinamicos (Gibbons y
Dzau, 1994). En este proceso son de importancia primordial los contactos entre las
células endoteliales y las células musculares lisas de la tunica media de la pared

vascular.

Los propositos de los estudios desarrollados en esta tesis fueron:

Determinar la naturaleza de los contactos mioendoteliales en las arterias

coronarias, mamaria interna y vena safena de ratas normales.

Determinar la densidad de los contactos mioendoteliales en las arterias

coronarias, mamaria interna y vena safena de ratas normales.



Efectuar mediciones del espacio intercelular existente a nivel de los contactos
mioendoteliales en las arterias coronarias, mamaria interna y vena safena de ratas, en

caso de demostrar su presencia.

Comparar los resultados obtenidos en los tres vasos investigados.

1.2 ORGANOGENESIS DE LOS VASOS SANGUINEOS

Es evidente que el crecimiento del embrion requiere desde sus etapas primitivas
el establecimiento de un sistema circulatorio para suministrar nutrientes y remover
residuos del desarrollo de los tejidos (Berry, 1989). El sistema vascular del embrién
humano aparece hacia la mitad de la tercera semana cuando se observan los primeros
signos de formacién de vasos en la forma de los llamados islotes en el saco vitelino.
Estos acumulos de células mesodérmicas forman tanto endotelio como células
sanguineas. Este proceso de angiogénesis se encuentra en todo el mesénquima y
rapidamente se forman dos tubos endoteliales formando un sistema circulatorio
primitivo (Langman, 1981). EI corazén primitivo se forma similarmente de células
mesenquimales en el area cardiogénica. Tubos longitudinales endoteliales se
desarrollan después al final de la tercera semana y se empiezan a fusionar en el tubo
cardiaco primitivo. Inicialmente, las aortas dorsales pareadas recorren la longitud

completa del embrién, pero se fusionan pronto. Este proceso se inicia en la regién



toracica, se extiende caudalmente y termina en el origen de las arterias iliacas

primitivas (Wilson, 1959).

La circulaciéon sanguinea se inicia al final de la tercera semana y asi el sistema

cardiovascular es el primero en alcanzar un estado funcional (Sosa-Melgarejo, 1991).

Es evidente que en el hombre como en otros mamiferos, la colagena es el
elemento estructural temprano que se establece en los vasos para proporcionar un
armazoén para el desarrollo vascular y la elastina aparece mas tarde en respuesta al

stress (Berry y col. 1972).

1.3 ORGANIZACION ESTRUCTURAL DE LA PARED VASCULAR

El sistema arterial formado por la division de la aorta en un gran nimero de
arterias de diametro decreciente, tiene una estructura basica de la pared vascular que
consiste en las tunicas intima, media y adventicia. Las arterias se dividen en tres tipos
segun la composicién de su tunica media: arterias elasticas, arterias musculares y

arteriolas (Berry, 1989).

La arteria elastica de mayor tamafo es la aorta. Desde un punto de vista
funcional, las arterias elasticas sirven como tubos de conduccién, pero también facilitan
el movimiento de la sangre a lo largo del tubo. La tunica intima es relativamente gruesa,
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consiste de endotelio de revestimiento con su lamina basal, una capa subendotelial de
tejido conectivo y una capa de material elastico: la membrana elastica interna (Ross y
Romrell, 1992). Las células endoteliales son aplanadas, alargadas, orientadas con su
eje longitudinal paralelo a la direccion de la arteria, unidas por uniones impermeables,
uniones nexus y uniones adherentes. El endotelio y sus uniones impermeables son una
barrera para el paso de sustancias. No obstante, el transporte transendotelial ocurre
(Sosa-Melgarejo, 1991). La tunica media es la mas gruesa de las tres capas. La tunica
adventicia es una capa de tejido conectivo relativamente delgada en las arterias
elasticas. En esta capa el principal componente extracelular es el tejido colageno y las
células son fibroblastos y macrofagos. Ademas contiene vasa vasorum y nervios (Ross

y Romrell, 1992).

Las arterias de mediano calibre, musculares o de distribucion estan
caracterizadas por una gruesa capa de tejido muscular con cantidades variables de
material elastico y tejido colageno. Una de sus caracteristicas es la presencia de una
membrana elastica interna prominente y una membrana elastica externa en el limite

entre la tunica media y la adventicia.

Las arteriolas presentan una tanica intima sin capa subendotelial y con una
delgada membrana elastica interna. La tlnica media tiene menor grosor y la adventicia

es poco desarrollada.



1.4 NUTRICION DE LA PARED VASCULAR

Es probable que la intima de los vasos grandes (arterias y venas) sea nutrida
directamente desde la luz vascular (Berry, 1989). El ingreso desde la luz del vaso
aparentemente es suficiente para nutrir los 0.5 mm mas internos de la media (Sosa-
Melgarejo, 1991). La media de todas las arterias con mas de 29 unidades lamelares
contiene vasa vasorum (Wolinsky y Glagov, 1967b). Aparentemente., los vasos
sanguineos de mamiferos pequenos tales como las ratas y conejos que contienen
menos de 30 capas en su tunica media, reciben su nutriciobn principalmente por

perfusion desde el lado de la intima (Sosa-Melgarejo, 1991).

1.5 MICROARQUITECTURA DE LA TUNICA MEDIA

La unidad estructural lamelar propuesta por Wolinsky y Glagov (1967a) consiste
de una lamina elastica y las células musculares lisas correspondientes vy
escleroproteinas. El nimero de estas unidades varia con el diametro del vaso,
aumentando progresivamente con el incremento en el tamafo y peso en los diferentes
animales. Ellos consideraron que esta capa fibrocelular de la media, la unidad lamelar,

es la unidad funcional y estructural de la arquitectura de la tunica media.

Clark y Glagov (1979) mostraron que la funcién coordinada de la media es
atribuible a al menos tres formas de interaccion de sus elementos estructurales el
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primero de los cuales consiste de lamina basal y fibrillas colagenas formando acumulos
continuos sobre grupos celulares. El segundo consiste en sitios focales de adherencias
fuertes entre los cuerpos densos periféricos de las células y las fibras elasticas
adyacentes. Asi mismo esta la presencia de fibras elasticas en estrecha asociacion
con las fibras coldgenas que aseguran elasticidad asi como fuerza ténsil (Wolinsky y
Glagov, 1967a). La estructura de la media esta inmersa en una matriz ubicua, continua,
de proteoglicanos que proporciona un tercer medio de transmision y coordinaciéon de
stress. Sosa-Melgarejo y Berry (1988, 1989, 1992a, 1992b, 1995, 1996a), Berry y
Sosa-Melgarejo (1989, 1993a, 1993b) y Sosa-Melgarejo y cols. (1988) han descrito y
demostrado  detalladamente la presencia y funcionamiento de los contactos
intercelulares y célula-estroma en la tunica media y entre la tinica intima y la tinica
media como un cuarto sistema estructural cuya existencia es necesaria para la funcién

coordinada de la pared vascular.

1.6 LA CELULA ENDOTELIAL

Las células endoteliales son aplanadas, con un nucleo que hace una protrusiéon
luminal y con numerosas vesiculas pinociticas bajo la membrana celular. El citoplasma
de las células endoteliales individuales contiene ademas de los organelos intracelulares
habituales como reticulo endoplasmico, aparato de Golgi y mitocondrias; los cuerpos de
Weibel-Palade (figura 1.1). Estas estructuras alargadas estan limitadas por membrana,

su tamafio es de 0.1x2-3 micras y contienen componentes tubulares espaciados
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regularmente y alineados en direccion paralela a su eje longitudinal. Almacenan y/o
procesan componentes para el antigeno relacionado al factor Vlll/proteina de Von
Willebrand (Wagner y cols. 1982), que es sintetizada por los megacariocitos (Nachman

y cols. 1977).

Las ceélulas endoteliales adyacentes estan interconectadas por uniones
impermeables, uniones nexus y uniones adherentes no desmosomicas (Huttner y
Gabiani, 1982; Cowin y cols. 1985). Las uniones impermeables forman sellos locales
de permeabilidad entre las células y estan intimamente relacionadas a la funcién de
barrera del endotelio vascular. Las uniones nexus son vias de baja resistencia para la
comunicacién intercelular. Las uniones adherentes, que muestran material electrodenso
bajo la membrana plasmatica, estan involucradas en la cohesién intercelular (Sosa-

Melgarejo, 1991).

Las celulas endoteliales juegan numerosos papeies fisiolégicos incluyendo: (1)
proveen de una superficie no trombogénica; (2) proporcionan una barrera de
permeabilidad a través de la cual hay intercambio y transporte activo de sustancias
hacia la pared arterial; (3) mantenimiento del tono vascular por liberacién de moléculas
pequefas tales como prostaciclina y endotelina que modulan la vasodilataciéon y la
vasoconstriccion; (4) formacién y secrecién de moléculas reguladoras y citocinas; (5)
mantenimiento de la coldgena de la membrana basal y de los proteoglicanos; (6)
provision de una superficie no adherente para leucocitos, (7) capacidad para modificar
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lipoproteinas de modo que puedan ser transportadas hacia el interior de la pared
arterial, (8) regulacion de la proliferacion del musculo liso vascular mediante la
secrecion de factores de proliferacion o inhibidores y (9) remodelacién vascular y
angiogénesis. El cambio en una o mas de estas propiedades puede representar la
manifestacién mas temprana de la disfuncion endotelial ‘Ross, 1993, Yang y cols.

1996, Griendling y Alexander 1996).

1.7 LA CELULA MUSCULAR LISA

Las células musculares lisas en la pared arterial forman un componente
multifuncional capaz de contraccion activa. Son capaces de sintetizar elementos

portadores de fuerza y de considerable actividad proliferativa después del dafio.

Las células musculares lisas son largas, en forma de huso, tienen un solo nucleo
y contienen tanto filamentos gruesos (miosina) como delgados (actina) alineados en la
direccion del eje longitudinal de la célula (Somlyo, 1980). Sin embargo, estos filamentos
no estan dispuestos en el patron estrictamente ordenado encontrado en el musculo

cardiaco y esquelético y no parecen formar miofibrillas bien definidas.

La actina y la miosina del musculo liso producen contraccion fundamentalmente

en la misma forma que en el masculo estriado.



1.7.1 PROTEINAS DEL CITOESQUELETO

El citoesqueleto es un sistema organizado de proteinas fibrosas que estan

implicadas en el mantenimiento de la estructura y forma de la célula (Rawn, 1989).

Existen tres tipos de filamentos en las células musculares lisas vasculares:
gruesos (miosina), delgados (actina) e intermedios. La organizacién filamentosa de la
actina y la miosina es compatible con un mecanismo de deslizamiento de contraccion

como en el musculo esquelético y cardiaco (Somlyo, 1980).

Los filamentos de miosina tienen aproximadamente 15-19 nm de diametro y su
longitud es de 2.2 micras. La maxima fuerza desarrollada por el musculo liso es igual o
mayor a la desarrollada por el masculo estriado a pesar de la concentracién de miosina

aproximadamente cinco veces mas baja en el musculo liso (Devine y Somlyo, 1971).

Los filamentos de actina tienen 6 a 8 nm de didmetro y se encuentran en todas

las células musculares asi como en otros tipos de células.

Los filamentos intermedios son de 10 nm de diametro. En las células musculares

lisas diferenciadas de 6rganos viscerales predominan los filamentos intermedios de tipo

de desmina (Lazarides, 1980; Anderton, 1981). En contraste a las células musculares
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lisas no vascuiares el principal filamento intermedio presente en las vasculares es la

vimentina (Gabbiani y cols. 1981).

Estructuraimente los filamentos intermedios en las células musculares lisas estan
frecuentemente localizados en la proximidad de los cuerpos densos alrededor de los
cuales pueden formar rosetas. Otros estan reunidos en haces pequefios o estan

alineados debajo de bandas densas cerca de la superficie celular.

Aunque los filamentos intermedios no parecen penetrar en los cuerpos densos
es probable una conexién mecanica entre ambas estructuras. Se ha sugerido que este

tercer tipo de filamentos forma una red que da soporte a los miofilamentos.

1.7.2 CUERPOS DENSOS Y BANDAS DENSAS

Los cuerpos densos son estructuras electrodensas dispersas en el sarcoplasma
de las células musculares lisas. Son alargados y paralelos a los miofilamentos. El
material de los cuerpos densos parece ser similar al material que forma las bandas
densas las cuales estan adheridas a la membrana celular (figura 1.2). La distribucién de
los miofilamentos y la ocurrencia de las bandas densas probablemente son parte del
mecanismo que permite el notable acortamiento que puede suplir una célula muscular
lisa y probablemente también explican la notable amplitud de cambios en la forma de la
célula (Gabella, 1984).
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La transmisién de fuerza del aparato contractii a la membrana celular en las
células musculares lisas ocurre principalmente a través de la insercion de haces de

filamentos de actina en las bandas densas (Gabella, 1984).

1.7.3 MATRIZ EXTRACELULAR DE LA PARED VASCULAR

La lamina basal esta presente sobre la totalidad de la superficie de la célula
muscular lisa (figura 1.2), excepto en sitios de estrecha aposicién entre células
musculares lisas. Microfibrillas de 11 nm de diametro estan insertas en la lamina basal
y se extienden en las estructuras adyacentes. Otras microfibrillas de 11 nm se mezclan

con aquellas distribuidas alrededor de las fibras elasticas.

Las microfibrillas extracelulares localizadas sobre bandas densas y coaxiales con
haces de microfilamentos citoplasmicos, se extienden entre la fibrillas de colagena mas

cercanas y probablemente correspondan a fibronectina.

Se ha identificado a la laminina como uno de los principales componentes de
enlace de la lamina basal (Kleinman y cols. 1981, Lethias y cols. 1996). Parece ser
funcionalmente similar a la fibronectina (Yamada, 1983). Se ha pensado que la laminina

une a las células a la lamina basal formando puentes a la colagena tipo V.
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Los principales componentes del estroma en la tunica muscular lisa son fibras
colagenas vy fibras elasticas dispuestas en lamelas. La mayor parte de la colagena
corresponde a estructuras fibrilares. No obstante, parte de la colagena es no-fibrilar. La
colagena tipo lil es la predominante de la tunica media vascular normal. Las fibras
elasticas habitualmente se ramifican extensamente y se unen entre ellas formando
laminas continuas, acumulos fenestrados o pequefas placas elasticas. EI material
elastico esta formado de bandas amorfas rodeadas por microfibrillas de 11 nm de
didametro (Muir y cols. 1976), que contienen un centro proteinico cubierto con
fibronectina. Las microfibrillas frecuentemente estan interpuestas entre las fibras

elasticas y la lamina basal de las células musculares lisas.

1.7.4 ACTIVIDADES DE SINTESIS

Se ha demostrado que el unico tipo celular presente en la tunica media de la
pared vascular corresponde a las células musculares lisas. Ellas sintetizan las fibras
colagenas y elasticas en la media de los vasos en desarrollo y maduros (Gerrity y cols.
1975) y producen proteoglicanos. Estas moléculas funcionan como importantes enlaces

estructurales entre los componentes fibrosos y celulares (Chen y Wright, 1984).

La fibra elastica madura esta constituida por dos estructuras morfolégicamente
distintas que representan a dos proteinas diferentes. El principal componente de la fibra
elastica, la proteina elastina tiene una apariencia amorfa y se caracteriza por su
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escasez de aminoacidos polares y por sus aminoacidos Unicos de entrecruzamiento
(desmosina e isodesmosina) derivados de enlaces cuaternarios de lisina. El segundo
componente de la fibra elastica es una microfibrilla de aproximadamente 11 nm de
didametro. Esta microfibrilla es una glucoproteina rica en aminoacidos polares, contiene
entre 30 y 80 residuos de cistina por 1 000 aminoacidos y tiene muchos enlaces
cruzados disulfuro. Se ha demostrado que las células musculares lisas arteriales son
capaces de formar ambos tipos de proteinas de las fibras elasticas (Narayanan y cols.
1976). Ellas secretan lisil oxidasa (Gonnerman y cols. 1981) una enzima que juega un
papel clave en la formacion de los enlaces cruzados que estabilizan las estructuras

tanto de colagena como de elastina.

A nivel ultraestructural la sintesis de tejido conectivo se correlaciona con la
presencia de reticulo endoplasmico rugoso, complejo de Golgi y ribosomas libres en el

citoplasma de las células musculares lisas (Sosa-Melgarejo, 1991).

Ademas de su capacidad para formar tejido conectivo de matriz, las ceélulas
musculares lisas vasculares pueden sintetizar varios derivados de las prostaglandinas
como PGI, (prostaciciina) y prostaglandina E (Moncada y cols. 1977). Las células
musculares lisas contienen receptores para lipoproteinas de baja densidad (Chaid y
cols. 1980) y para factores de crecimiento incluido el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (Williams y cols. 1982), pueden acumular lipidos y tomar el aspecto de

células espumosas.
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Ademas, las células musculares lisas pueden producir: factor de crecimiento
fibroblastico basico (bFGF), factor de crecimiento insulinoide-l (IGF-I), interleucina 1 (IL-
1), factor estimulante de colonias (CSF), factor de crecimiento transformante beta (TGF-
B), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), proteina 1 quimiotactica de monocitos

(MCP-1) y factor de crecimiento endotelial (EGF) entre otros (Ross, 1993).

Los lisosomas juegan un papel importante en el metabolismo catabdlico dentro
de las células y esta demostrado que son importantes en los procesos celulares
regulatorios. Se les ha identificado en las células musculares lisas vasculares tanto in

situ como en cultivos (Robinson y cols. 1986).

1.7.6 FENOTIPO CONTRACTIL Y SINTETICO

La tunica media de las arterias esta fundamentalmente compuesta por células
musculares lisas contractiles, es decir, células con filamentos contractiles
caracterizadas por la expresion de proteinas del citoesqueleto Unicas de ceélulas

musculares lisas vasculares diferenciadas (Somlyo, 1980; Gabbiani y cols. 1981).

Estas células musculares lisas, en cultivo sintetizan de cuatro a cinco veces la
cantidad de moléculas de matriz extracelular de lo que lo hacen las células en estado
contractil. Morfolégicamente, estas celulas pierden sus filamentos gruesos e
incrementan la cantidad de organelos implicados en la sintesis tales como reticulo
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endoplasmico rugoso y ribosomas libres. Asi, semejan células musculares lisas

inmaduras y adquieren un fenotipo sintético (Thiberg y cols. 1985).

Todos estos datos sugieren la posibilidad de que el compromiso de las céelulas
musculares lisas para replicarse requiere un cambio del fenotipo contractii a uno

menos diferenciado sintético (Sosa-Melgarejo y Berry, 1996b).

1.7.7 LA MEMBRANA PLASMATICA

La superficie de las células musculares lisas puede dividirse en tres dominios
estructurales: i) la superficie de membrana “no especializada” que esta ocupada
parcialmente por bandas densas donde se insertan filamentos de actina y participan en
la transmisién de fuerza en el musculo liso. ii) Las caveolas de superficie, que son
invaginaciones de la membrana de superficie que comunican con el espacio
extracelular. Se cuestiona si estas caveolas pueden separarse o0 si son capaces de
actividad pinocitica, en contraste a la clatrina que reviste orificios o vesiculas
revestidas que contienen receptores de lipoproteinas de baja densidad y pueden ser
internalizados (Goldstein y cols. 1979). Las caveolas de superficie representan una
parte significativa (cerca de 25-50%) del area de membrana; aun se desconoce su
significado en las células musculares lisas. iii) Las regiones que forman los contactos

célula a célula.
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1.7.8  CONTACTOS INTERCELULARES ENTRE CELULAS MUSCULARES LISAS

La proximidad entre las membranas plasmaticas de dos células adyacentes
recibe el nombre de contacto intercelular. En ocasiones, existen ademas unas
especializaciones estructurales localizadas en la membrana celular o el citoplasma
adyacente a ella y a esta relacion ultraestructural especializada entre dos células
vecinas se le llama unién intercelular. Las uniones intercelulares proporcionan a las
celulas la capacidad de unirse entre si con seguridad y abrir o cerrar canales
intercelulares para la comunicacion y el transporte (Berry y Sosa-Melgarejo, 1993a,
1993b). Estas uniones se clasifican en tres categorias funcionales: i) uniones
adherentes, que ligan mecanicamente a ias células, como los desmosomas y las
uniones intermedias; ii) uniones impermeables, que unen a las células entre si y las
sellan de manera que evitan el paso de moléculas a través del espacio existente entre
las células adyacentes vy iii) uniones de comunicacién, que permiten que los iones y las
moléculas pequefias se muevan libremente de una célula a otra, por ejemplo, las

uniones nexus o gap (Sosa-Melgarejo, 1991).

Una gran parte de la superficie de una célula muscular lisa esta separada de las
células vecinas por componentes de la matriz extracelular incluyendo colagena vy fibras
elasticas. Sin embargo, hay areas donde tiene lugar un contacto mas estrecho. En
estudios de contactos celulares en musculo liso no vascular, se describen cuatro tipos:

uniones nexus, uniones intermedias, aposiciones simples e interdigitaciones. En los
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pocos estudios sobre células musculares lisas vasculares solo se describen uno o dos
tipos de contactos (Henderson, 1975; Grinwald y cols. 1982). Sosa-Melgarejo
describe los cuatro tipos de contactos en aorta toracica de ratas (Sosa-Melgarejo,

1991).

1.8. INTERACCIONES ENTRE LAS CELULAS ENDOTELIALES Y LAS CELULAS

MUSCULARES LISAS

La comunicacion entre las células es un proceso esencial en el desarrollo
embriolégico y es importante para el mantenimiento de la fisiologia normal de los
tejidos. También es necesaria para cierto numero de respuestas fisiopatolégicas. En el
tejido vascular, ocurren interacciones estructurales y metabolicas entre el endotelio y

las células musculares lisas.

El contacto in-vivo entre las células endoteliales y las células musculares lisas
ocurre por dos vias principales (Davies y cols. 1986), interacciones humorales y
contactos musculo-endotelio. Las células endoteliales estan separadas del musculo liso
de la tunica media vascular por la lamina basal y otros componentes de la matriz
extracelular. Sin embargo, hay sitios donde tiene lugar un contacto mas intimo entre los
dos tipos de células, éstos son los contactos mioendoteliales (MEC's) ( Sosa-Melgarejo
y Berry, 1992a, 1992b, 1995, Berry y Sosa-Melgarejo 1993a, Sosa-Melgarejo y cols.

1988).
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1.8.1 MECANISMOS HUMORALES

Dos de los mejores ejemplos de comunicacion humoral entre las celulas

endoteliales y las células musculares lisas vasculares son:

i) regulacion de la proliferacién de la célula muscular lisa por factores de crecimiento
derivados del endotelio (EDGF) y factores inhibidores. Los EDGF son mitégenos y
como una proporcién significativa de ellos son similares a los factores de crecimiento
derivados de plaquetas PDGF (Di Corletto y Bowen-Pope, 1983, Yang y cols. 1996),
también se conocen como PDGF celulares (PDGF ). Ademas del papel de un endotelio
estimulado o alterado en la proliferacion de la célula muscular lisa, el musculo liso
vascular normal en reposo también puede sintetizar y liberar PDGF . asi como promover
su propia proliferaciéon en un patrén autocrino cuando sufre hiperplasia (Walker y cols.
1986). Esta situacion se puede aplicar a la media en desarrolio normal y a la
proliferacion patolégica de la intima (Davies, 1986). Existe evidencia sustancial de que
las células endoteliales producen inhibidores de la proliferacion de musculo liso en

estudios in vitro (Castelot y cols. 1986).

i) Regulacién de la vasoactividad por factores relajantes derivados del endotelio
(EDRF), asi como factores de contraccién (Furchgott y Zawadski, 1980; Johnson, 1980;
Palmer y cols. 1987; Yanagisawa y cols. 1988). En preparaciones aisladas de vasos

sanguineos, las células endoteliales son esenciales para la relajacion de la célula
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muscular lisa inducida por acetilcolina (Furchgott y Zawadski, 1980). Varios estudios
sugieren que la vasodilatacion inducida por ciertos compuestos (serotonina, histamina,
bradicinina) depende de la estimulacién de la liberacion de un EDRF. Un EDRF se
identific6 como Oxido nitrico (NO), el cual relaja el tejido vascular e inhibe la adhesion y
la agregacion plaquetaria (Palmer y cols. 1987). El 6xido nitrico es una molécula
mensajera poco usual compuesta de un atomo de oxigeno y uno de nitrégeno; es una
molécula con un electron no pareado y puede difundir libremente a través de
membranas celulares, es altamente reactiva con una vida media de 2-30 segundos que
después de transmitir una senal se transforma espontaneamente en nitrito. Se produce
por la accion de la sintasa de éxido nitrico que en una reaccién poco usual convierte
arginina y oxigeno en citrulina y 6xido nitrico (Lowenstein y cols. 1994). Se ha sugerido
que existen multiples vias para la captacion de L-arginina en las células vasculares y
que el transporte de L-arginina y la formacion de oéxido nitrico se controlan
diferencialmente en dichas células (Durante y cols. 1996). Un nuevo vasoconstrictor
denominado endotelina se descubrié en células endoteliales porcinas como un péptido
ciclico de 21 aminoacidos derivado de la molécula preproendotelina (Yanagisawa y
cols. 1988; Ferro y Webb, 1996). Actualmente se sabe que las endotelinas son una
familia de péptidos con efectos biolégicos potentes (Liuscher, 1993; Wu-Wong vy cols.
1994). Las endotelinas 1, 2 y 3 se forman a partir de moléculas precursoras (endotelina
grande) via la actividad de una enzima convertasa de endotelina. La endotelina-1
parece ser el principal producto de las células endoteliales. Tanto in vitro como in vivo,

la endotelina-1 es un vasoconstrictor muy potente, pero bajo ciertas condiciones puede
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producir vasodilatacién (Dohi y cols. 1991). Ademas, la endotelina potencia los efectos
de otras hormonas vasoconstrictoras (Yang y cols. 1990) y estimula la migracion y

proliferacion de las células musculares lisas (Luscher, 1993).

1.8.2 CONTACTOS MIOENDOTELIALES (MEC's)

Los contactos mioendoteliales (MEC's) se encuentran en las zonas de
comunicacién mas estrecha entre una célula endotelial y una célula muscular lisa. Se
presentan cuando las células endoteliales y las células musculares lisas emiten
proyecciones celulares para formar zonas heterocelulares de contactos. Se han
realizado estudios en la microcirculacion (Rhodin, 1967; 1968) y algunos para vasos

mas grandes (Spagnoli y cols. 1982).

Se ha sugerido que los MECs pueden ser las vias de comunicacién para las
siguientes funciones: i) regulacion de la proliferacién celular del musculo liso debido a
factores de crecimiento e inhibidores derivados del endotelio (Sosa-Melgarejo y Berry,
1992), ii) regulacién de la vasoactividad por factores de contraccion y relajacion
derivados del endotelio (Furchgott y Zawadski, 1980; Johnson, 1980; Palmer y cols.
1987, Yanagisawa y cols. 1988), y iii) regulacion del metabolismo lipoproteico muscular

(Davies y cols. 1985).
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Los MEC's también han sido discutidos en el contexto de la respuesta miogénica
en el mecanismo de Bayliss como el método de autorregulacion de los lechos

vasculares (Bayliss, 1902).

Se han realizado estudios sobre MEC’s en la microcirculacién de animales de
experimentacion (Taugner y cols. 1984; Sosa-Melgarejo y Berry, 1992a) y en el hombre
(Sosa-Melgarejo y cols. 1988; Sosa-Melgarejo y Berry, 1992b, 1995; Biava y West,
1966; Jacobson y cols. 1966; Aydin y cols. 1991) En las arterias de mayor calibre sé6lo
hay reportes en la arteria carétida de conejo (Spagnoli y cols. 1982) y en la aorta de

ratas (Sosa-Melgarejo y Berry, 1992a).

En estudios previos, Sosa-Melgarejo y Berry (1992a) encontraron evidencia
morfolégica en aortas toracicas de ratas de que los MEC's aparecen tempranamente
durante el desarrollo y observaron que en la mayoria de los casos, las prolongaciones
citoplasmicas del MEC procedian de las células musculares lisas. El espacio entre las
membranas plasmaticas de los MEC's fue de 6-15 nm de ancho. La mayoria mostraron

vesiculas sobre el lado citoplasmico de las membranas plasmaticas involucradas.

Sosa-Melgarejo y cols. (1988) al estudiar las arteriolas renales humanas
describen en ellas tres tipos de MEC's ocurriendo a través de perforaciones de la
lamina basal. A estos los clasificaron en tres tipos principales: i) proyecciones

citoplasmicas que se originan de las células endoteliales (la mayoria), ii) proyecciones
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citoplasmicas que se originan de las células musculares lisas (menos frecuentes) y iii)
procesos que se originan de ambas células (raros). El espacio intercelular fue de 6.9-13

nm.

Los MEC’s también han sido estudiados por Sosa-Melgarejo y cols. (1992b) en
arteriolosclerosis en biopsias renales humanas y observaron que aunque hay un
incremento en la separacion intercelular, el espacio intercelular permanece en
promedio, igual que en los vasos normales y que el MEC se rompe soélo que la placa
arteriosclerética tenga mas de 2.5 micrometros y el rompimiento de los contactos puede
ser responsable del deterioro de la comunicacion entre la tunica intima y la media en la

pared vascular en la arteriolosclerosis.

Los trabajos descritos por Sosa-Melgarejo y cols. (1988, 1992a, 1992b, 1993b),
apoyan la sugerencia de que los MEC's estan localizados en sitios de tensién en la
pared vascular y que pueden estar involucrados también en la transmision de fuerza,
sugiriendo que los MEC's pueden ser la base morfologica y actuar como sensores de

tension en la pared vascular.

En reportes previos, Sosa-Melgarejo y cols. (1992b) demostraron en vasos
humanos que este sensor de tension puede ser afectado por la hipertension. En vasos
normotensos, los MEC’'s muestran aposiciones simples; pero en los estados

hipertensivos muestran MEC’'s con material electrodenso submembranoso sobre el
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lado citoplasmico de las membranas celulares involucradas. Este tipo de contacto con
electrodensidad tiene algunas semejanzas a las uniones intermedias donde hay
asociacion con microfilamentos de actina (Geiger y cols. 1983; Sosa-Melgarejo y cols.

1988, 1991).

Los MEC's también han sido estudiados por Sosa-Meigarejo y Berry en la aorta
fetal humana (1995) y en este estudio establecieron la presencia de este tipo de
comunicacion en la aorta de feto humano de 10 semanas de edad, donde usualmente
las proyecciones citoplasmicas procedian de las células musculares lisas. La naturaleza
de los contactos célula a célula fue via aposiciones simples y el espacio intercelular fue

de 6-15 nm.

1.8.3 REMODELACION VASCULAR

La vasculatura es capaz de detectar cambios en su medio, integrando sefales a
la comunicacion intercelular, transformandose a si misma a través de mediadores que
influencian tanto la estructura como la funcién. Este proceso depende de una
interaccion dinamica entre factores de crecimiento localmente producidos, sustancias
vasoactivas y estimulos hemodinamicos. El proceso biolégico de la remodelacién
vascular se divide en los siguientes componentes: a) la deteccion de sefales debidas a
cambios en las condiciones hemodinamicas (sensores), b) la liberacion de senales
dentro de la célula y a células adyacentes (transductores), c) la sintesis y liberacion o
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activacion de sustancias que influencian el crecimiento, muerte o migracion celular, o la
composicién de matriz extracelular (mediadores) y d) los cambios estructurales

resultantes en la pared vascular (Gibbons y Dzau, 1994).

El endotelio juega un papel prominente en el proceso de remodelacion vascular.
La superficie endotelial esta constantemente expuesta a factores humorales,
mediadores inflamatorios y fuerza fisicas. El balance homeostatico se mantiene por
sustancias endogenas vasoactivas (vasodilatadoras y vasoconstrictoras), mediadores
procoagulantes y anticoagulantes, proinflamatorios y antiinflamatorios y promotores e
inhibidores de la proliferaciéon celular. Asi el endotelio esta estratégicamente situado
para servir como célula detectora que evalua sefales hemodinamicas y humorales y
como célula efectora provocando respuestas que pueden afectar eventuaimente la
estructura del vaso. Los efectos generalmente ocurren en la tinica media, para lo cual
debe haber una comunicacion entre las células endoteliales y las células musculares
lisas que son las células blanco. Todo sugiere que esta comunicacién esta dada por los

MEC's.

Un ejemplo de remodelacién de la pared vascular en respuesta al dafio es el del
injerto venoso en la circulacién arterial. Estos deben adaptarse a condiciones de alto
flujo sufriendo dilatacion para normalizar la fuerza de friccion. Un desequilibrio entre
promotores e inhibidores del crecimiento endégenos puede permitir la oclusion de los
injertos venosos, los cuales ademas tienen generacion dafina de éxido nitrico por las
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células endoteliales y actividad incrementada de la enzima convertasa de angiotensina

(Luscher y cols. 1988; O'Donohoe y cols. 1991).

En los eventos fisiologicos y fisiopatologicos de los vasos sanguineos, la
interaccion endotelio-musculo liso juega un papel central y la evidencia sugiere la
participacion activa de los MEC’s, mismos que no han sido estudiados en el proceso de
remodelacion vascular. Se ha demostrado que los injertos vasculares sufren el proceso
de remodelacién a fin de adaptarse a las condiciones que les son impuestas por el
medio donde han de permanecer. Existe evidencia de que los MEC's pueden sufrir
modificaciones en los estados hipertensivos, apoyando su papel de sensores de
tension. Esto hace importante su estudio en las arterias coronarias, mamaria interna y
vena safena a fin de demostrar su presencia en estos vasos, conocimiento que
posteriormente sera de gran utilidad para evaluar la eficacia de los injertos coronarios

(bypass).

1.9 ARTERIAS CORONARIAS

Las arterias coronarias son dos: una coronaria izquierda o anterior y otra

coronaria derecha o posterior.

Arteria coronaria izquierda. Nace a la altura del seno izquierdo de Valsalva, al

nivel del borde libre de la valvula o un poco por encima de ella. Se dirige a la depresion
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profunda formada por la aorta y a la cara izquierda de la arteria pulmonar, por un lado y
por el otro por la auricula izquierda con su apéndice auricular. Se halla envuelta en una
atmosfera de tejido adiposo que rodea también a la aorta en su origen. Alcanza
después la extremidad superior del surco interventricular anterior, recorriéndolo hasta la
punta del corazon a la cual bordea para terminar poco después. Origina diversos ramos
vasculares destinados a las paredes de la aorta y de la pulmonar y emite también la
arteria adiposa izquierda de Vieussens, que nace de la parte inicial de la arteria,
atraviesa el tejido adiposo de la base del corazén y se dirige a la derecha y afuera para
anastomosarse con la arteria infundibular derecha, rama de la coronaria derecha. Otras
ramas de la arteria coronaria izquierda son: los ramos auriculares destinados a la pared
y al apéendice auricular de la auricula izquierda, |a arteria auriculoventricular, las arterias
ventriculares, las arterias anteriores del tabique y arterias perforantes anteriores. La
arteria coronaria izquierda una vez que ha alcanzado la punta del corazén se

anastomosa en el surco interventricular inferior con la coronaria derecha.

Arteria coronaria derecha. Nace inmediatamente por arriba de la valvula
sigrnoidea derecha y es mas voluminosa que la coronaria izquierda. Poco después de
su origen, se dirige hacia la derecha, pasa entre la arteria pulmonar y el apéndice
auricular derecho y se dobla hacia abajo para introducirse en la porcién derecha del
surco auriculoventricular. Alcanza luego la extremidad posterior del surco

interventricular inferior donde se acoda para introducirse en él y termina antes de
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alcanzar el vértice del corazén al anastomosarse con la coronaria izquierda (Quiroz,

1977).
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Figura 11 Fotomicrografia de la tunica intima de la pared vascular. Se observan varias ceélulas
endotelrales (E) que muestran cuerpos de Welbel-Palade (flechas) y numerosas vesiculas (puntas de
flecha) por debajo de la membrana celular L=Luz 40 000x

Figura 1.2 Fotomicrografia de las tunicas intima y media de la pared de un vaso sanguineo que muestra
una célula muscular lisa con cuerpos densos (flechas) y la membrana basal que recubre a su membrana
celular (puntas de flecha) 26 000x



CAPITULO 2

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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21 PROBLEMAS GENERALES

2.1.1 4En las arterias coronarias, arteria mamaria interna y vena safena se establecen
relaciones ultraestructurales entre las células de la tunica intima y las células de la

tunica media a través de las estructuras denominadas MEC's?

2.1.2 (Las arterias coronarias, arteria mamaria interna y vena safena muestran

semejanzas o diferencias en la relacion ultraestructural entre las células de la tunica

intima y las células de la tinica media?

2.2 PROBLEMAS ESPECIFICOS

2.2.1 (En las arterias coronarias, las relaciones ultraestructurales entre las células de

la tunica intima y las células de la tunica media se establecen a través de MEC's?

2.2.2 (En la arteria mamaria interna las relaciones ultraestructurales entre las células

de la tdnica intima y las células de la tunica media se establecen a través de MEC's?

2.2.3 (En la vena safena las relaciones ultraestructurales entre las células de la tunica

intima y las células de la tunica media se establecen a través de MEC's?
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2.2.4 ;las relaciones ultraestructurales entre las células de la tunica intima y las
células de la tunica media observadas en las arterias coronarias son similares a las

observadas en la arteria mamaria interna?

2.2.5 ;jLas relaciones ultraestructurales entre las células de la tunica intima y las
células de la tunica media observadas en las arterias coronarias son diferentes a las

observadas en la vena safena?



CAPITULO 3

OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVOS GENERALES

3.1.1 Demostrar mediante microscopia electrénica de transmision que en las arterias
coronarias, mamaria interna y vena safena, las relaciones ultraestructurales entre las
células de la tanica intima y las células de la tunica media se establecen a traves de

MEC's.

3.1.2 Demostrar mediante microscopia electrénica de transmisién que las relaciones
ultraestructurales entre las células de la tunica intima y las células de la tinica media
en las arterias coronarias son similares a las de la arteria mamaria interna y diferentes a

las de la vena safena.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Demostrar mediante microscopia electrénica de transmision que en las arterias

coronarias, las relaciones ultraestructurales entre las células de la tunica intima y las

células de la tunica media se establecen a través de MEC's.

3.2.2 Demostrar mediante microscopia electronica de transmision que en la arteria
mamaria interna, las relaciones ultraestructurales entre las células de la tunica intima y

las células de la tunica media se establecen a través de MEC's.
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3.3.3 Demostrar mediante microscopia electronica de transmisién que en la vena
safena, las relaciones ultraestructurales entre las células de la tunica intima y las

células de la tunica media se establecen a través de MEC's.

3.3.4 Demostrar mediante microscopia electronica de transmision que las relaciones
ultraestructurales entre las células de la tunica intima y las células de la tunica media

en la arterias coronarias son similares a las observadas en la arteria mamaria interna.

3.3.5 Demostrar mediante microscopia electronica de transmisién que las relaciones

ultraestructurales entre las células de la tunica intima y las células de la tunica media

en las arterias coronarias son diferentes a las observadas en la vena safena.
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CAPITULO 4

HIPOTESIS
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4.1 HIPOTESIS GENERALES

411 En las arterias coronarias, mamaria interna y vena safena, las relaciones
ultraestructurales entre las células de la tunica intima y las células de la tunica media se

establecen a través de MEC's.

4.1.2 Las relaciones ultraestructurales entre las células de la tunica intima y las células

de la tunica media en las arterias coronarias son similares a las observadas en la

arteria mamaria interna y diferentes a las observadas en la vena safena.

4.2 HIPOTESIS ESPECIFICAS

4.2.1 En las arterias coronarias, las relaciones ultraestructurales entre las células de la

tanica intima y las células de la tinica media se establecen a través de MEC's.

4.2.2 En la arteria mamaria interna, las relaciones ultraestructurales entre las células

de la tunica intima y las células de la tinica media se establecen a través de MEC's.

4.2.3 En la vena safena, las relaciones ultraestructurales entre las células de la tunica

intima y las células de la tunica media se establecen a través de MEC''s.
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4.2.4 Las relaciones ultraestructurales entre las células de la tunica intima y las células
de la tunica media en las arterias coronarias son similares a las observadas en la

arteria mamaria interna.

4.2.5 Las relaciones ultraestructurales entre las células de la tunica intima y las células

de la tunica media en las arterias coronarias son diferentes a las observadas en la vena

safena.
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MATERIAL Y METODOS
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51 ANIMALES

Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley del Bioterio del Centro Médico
Nacional “Siglo XXI” del IMSS. Se trat6 de animales de 12-20 semanas de edad, con
un peso aproximado de 250-350 g, mantenidos bajo condiciones controladas de luz y

temperatura y alimentados ad libitum.

5.2 TECNICA ANESTESICA

Se utilizo ketamina a dosis de 30 mg/kg y droperidol 1 mg/kg administrados por
via intramuscular. La duracién de la anestesia fue suficiente para llevar a cabo los

procedimientos quirurgicos (figura 5.1).

5.3 PERFUSION INTRAVITAL DE LOS VASOS

Se procedié a realizar tricotomia de la regién toracoabdominal y de la cara
anteroexterna del tercio inferior de ambas extremidades posteriores. Se procedi6 a
efectuar diseccion por planos de esta region hasta localizar la vena safena que fue
referida mediante hilo de sutura. Posteriormente con el animal en posiciéon supina se
realizé incisién subcostal transversa con hoja de bisturi en la cara anterior del térax
inmediatamente por debajo de los arcos costales, se diseco por planos hasta exponer

la parrilla costal. A nivel de la union costocondral se realizé secciéon de la misma hasta

53



llegar al tercer arco costal para permitir la exposiciéon de los érganos del mediastino. Al
visualizarse el corazén se procedié a realizar la fijacién de los vasos de la siguiente
manera: con aguja del numero 18, conectada a un equipo de venoclisis y a su vez con
un frasco de 500 ml con glutaraldehido al 2.5 % colocado a una altura de 1.20 mts
sobre el nivel del animal se procedi6 a efectuar puncién del ventriculo izquierdo a nivel
de la punta de la punta del corazon y se permitio el paso libre de la solucién fijadora por
un tiempo de 30 minutos (figura 5.2). Simultaneamente, se realiz6 una incisién a nivel
de la auricula derecha a fin de permitir el vaciamiento de la sangre. Posteriormente
mediante el uso de microscopio estereoscopico se removié a las arterias coronarias,
mamaria interna y vena safena y fueron colocadas en solucion fijadora de
glutaraldehido al 2.5 % en buffer de cacodilato a pH de 7.4 a fin de completar el

proceso de fijacion. Las muestras fueron después lavadas en buffer de fosfato.

5.4 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION CONVENCIONAL

Bajo un microscopio estereoscépico de diseccién, se cortaron pequefios bloques
de 1 mm® de las arterias coronaria izquierda, mamaria interna y vena safena (figuras
5.3, 54y 5.5). Los especimenes fueron post-fijados en tetréxido de osmio al 1% por
1.5 horas, deshidratados en series graduales de etanol e incluidos en epon. Se hicieron
cortes semifinos en un ultramicrotomo Reichert, se seleccionaron y se montaron en
portaobjetos. Estos cortes fueron tefiidos con paragon, se observaron a la microscopia

de luz y se seleccion6 un area para cortes ultrafinos. Estos se efectuaron con el mismo
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ultramicrotomo se montaron sobre rejillas de cobre y se contrastaron con acetato de
uranilo y citrato de plomo. Estos cortes se examinaron en un microscopio electronico de

transmisién Zeiss EM 10 y en uno Zeiss M 906.

5.5 IDENTIFICACION DE LOS CONTACTOS MIOENDOTELIALES

En las rejillas para estudio se estudio la totalidad del perimetro correspondiente a
la superficie endotelial con busqueda intencionada de los sitios de mayor aproximacion
de su membranas celulares con las membranas celulares de las células musculares
lisas en las areas de perforaciéon de la lamina elastica interna. Las fotografias de bajo
poder de resolucion se tomaron a x2 000 y se aumentaron a una amplificacién total de
x6 000. Los sitios con probable contacto mioendotelial fueron examinados vy
fotografiados a una resolucion de x22 000, e impresos a una amplificacién de x70 000

a x100 000 para su identificacion y mediciéon.

5.6 IDENTIFICACION DE LAS VARIABLES

Independiente

Tipo de vaso sanguineo.
A. Arteria coronaria.

B. Arteria mamaria interna.
C. Vena safena.
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Dependiente

1. Contacto mioendotelial.

§.7 DEFINICION OPERATIVA DE LAS VARIABLES

Independiente

Tipo de vaso sanguineo

A. Arteria coronaria: Es arteria muscular o de distribucién. Se mide en escala nominal
dicotémica, sus unidades de medicion son presencia o ausencia. Se identific6 por
diseccion anatémica utilizando microscopio estereoscédpico a x16.

B. Arteria mamaria interna: Es arteria muscular o de distribucién. Se mide en escala
nominal dicotdmica, sus unidades de medicion son presencia 0 ausencia. Se identificé
por diseccion anatomica utilizando microscopio estereoscépico a x16.

C. Vena safena: Es vena de calibre intermedio. Se midié en escala nominal dicotémica,
sus unidades de medicion fueron presencia o ausencia. Se identifico por diseccion
anatémica utilizando microscopio estereoscopico a x16.

Variable dependiente

Contacto mioendotelial: Area de contacto mas intimo entre una célula de la tunica
intima y una célula de la tunica media de la pared vascular. Es una variable nominal
dicotbmica (presente o ausente). Cuando estuvo presente se midié su densidad
considerando nimero de contactos por perimetro estudiado (escala numérica discreta)

y se midi6 el espacio intercelular en nm (escala numérica continua). Para considerarlo
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como verdadero contacto, se estableci6 como requisito la no existencia de membrana
basal para ninguna de las dos membranas celulares en aposicion estrecha. Ademas, se
estudiaron otras caracteristicas como la procedencia de las prolongaciones
citoplasmicas (de una célula endotelial, de una célula muscular lisa o de ambas), forma

del contacto y numero de células que hicieron contacto entre si.

5.8 SISTEMA DE ANALISIS DE IMAGEN

Las rejillas fueron montadas en el microscopio electrénico de transmision el cual
a su vez estaba conectado a un sistema computarizado de andlisis de imagen. El
perimetro del vaso por su superficie luminal se midié trazando una linea usando un
cursor, y los contactos se contaron manualmente después de eso se determind el
numero de contactos por milimetro estudiado. Las medidas del espacio intercelular de
cada uno de los contactos se efectuaron sobre las microfotografias impresas mediante

un “Utrastructure size calculator”.

5.9 TAMANO DE LA MUESTRA

Se perfundieron un total de cinco animales, de cada uno de ellos se obtuvieron

cinco especimenes de cada vaso sanguineo que correspondieron a un total de 75

muestras.
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5.10 ANALISIS ESTADISTICO

La densidad de los contactos en los tres tipos de vasos se comparé mediante

ANOVA de Kruskall Wallis por tratarse de unidades de medicién numéricas discretas.

Para la medicién de los espacios intercelulares en nanémetros la comparacién
para los tres tipos de vasos se realizé mediante ANOVA de Kruskall Wallis porque
aunque se traté de variable cuantitativa continua la distribuciéon de los valores no

correspondié a la curva normal.
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Figura 51 Sala de quirdfano el bioterio con 13 rata Sprague-Dawley previamente anestesiada y o
nstrumental quirurgico necesano para iniciar el procedimiento de perfusion vascular car ia soucior
fiadora

Figura 52 Rata Sprague-Dawley con exposicion de las estructuras anatomicas dei mediastine y cateles
del numero 18 introducido en el ventriculo izquerdo El fjador (glutaraldehido) penetra por el ventr
1izquierdo y desde alli circula por todo i arbol vascular



1

jurd 0 & Vena safena iflecnal de 1a rata Sprague-Dawiley referida con hilo de sutura

ura 54 Parrnia costal de |a rata aonde se abserva la arteria mamana interna (flecha



Figura 55  Estructuras anatonucas del corazon de rata Se observa a anena aorna s
irteria pulmonar (P y la arterig cornonana quierda ACh



CAPITULO 6

RESULTADOS
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6.1 LA ARTERIA CORONARIA

6.1.1 MICROSCOPIA DE LUZ

La pared de la arteria coronaria consiste de las tres capas o tunicas habituales
que se observan en todo vaso sanguineo: la capa mas interna que es la tunica intima;
la tunica media que es la capa muscular lisa vascular y la capa externa, la adventicia

(figura 6.1).

La tunica intima esta formada por un revestimiento de células endoteliales
aplanadas orientadas en la direccién del flujo sanguineo que se encuentran en la
superficie luminal y una banda de fibras elasticas, la lamina elastica interna, por el lado

de la superficie subendotelial (figura 6.2).

La tunica media esta constituida casi totalmente por células musculares lisas
dispuestas circunferencialmente cuyos nucleos son alargados y orientados en la misma
direccion. Hay escasas fibras elasticas y colagenas dispersas entre las células de esta
tunica; en la parte mas externa de ella se encuentra una banda de fibras elasticas

relativamente desarrollada, la lamina elastica externa (figura 6.2).

La adventicia consiste principalmente de fibras colagenas y pueden observarse

algunos fibroblastos.
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6.1.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA

Mediante la microscopia electrénica de transmisién convencional, se confirma
con mayor detalle la presencia de tres tunicas en la pared vascular de la arteria

coronaria: la intima, la media y la adventicia (figura 6.3).

En la tunica intima, el endotelio consta de una monocapa de células fusiformes
aplanadas con su eje longitudinal en la direccion de la corriente sanguinea. Las células
endoteliales son continuas y estan interconectadas entre si por uniones impermeables
que forman sellos locales. El citoplasma de las células endoteliales individuales,
ademas de los organelos usuales tales como reticulo endoplasmico, aparato de Golgi y
mitocondrias localizados principalmente en la regién paranuclear, contiene cuerpos de
Weibel-Palade propios de éstas células. Estas estructuras son vesiculas rodeadas de
membrana que miden 0.1x2-3 micras y contienen componentes regularmente
espaciados alineados en forma paralela a su eje longitudinal. Una caracteristica notable
de las células endoteliales es que una parte relativamente importante de ellas esta
ocupada por vesiculas de aproximadamente 70 nm de diametro con un rango de 50-90
nm. Estas vesiculas aparecen ya sea como unidades aisladas en el citoplasma, como
cadenas de vesiculas fusionadas o como vesiculas abiertas hacia la luz vascular o
hacia la superficie subendotelial (figura 6.4). Entre el endotelio y la tunica media se
observa la ldamina elastica interna que tiene un espesor promedio de 0.817 micras con

un rango de 0.750 a 0.922 micras.
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La tunica media esta formada por tres a cuatro capas de células musculares
lisas (figura 6.5). En ellas hay acumulos de mitocondrias, complejos de Golgi y reticulo
endoplasmico que ocupan un area adyacente al nucleo. Se observan cuerpos densos
centrales dispersos en el citoplasma y cuerpos densos periféricos asociados a la
membrana celular. El resto de la célula contiene miofilamentos asociados a los cuerpos
densos. En el lado citoplasmico de la membrana celular, alternando con los cuerpos
densos se observan caveolas intracelulares. Sobre la superficie de todas las células
musculares lisas hay una membrana basal que separa a las células individuales unas
de otras; ésta membrana basal no se observa en los sitios en que existen contactos
célula a célula. Entre las células de la tunica media hay escasos componentes de
matriz extracelular como fibras de colagena, fibras de elastina, proteoglicanos y

glicoproteinas.

En la adventicia existe gran cantidad de colagenay fibroblastos.

6.1.21 CONTACTOS MIOENDOTELIALES

A. Aspectos morfoldgicos

Los contactos mioendotaliales son las areas de contacto mas intimo entre una

célula de la tunica intima y una célula de la tunica media de la pared vascular. Se

localizan en las zonas de perforaciéon de la lamina elastica interna. Las membranas
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celulares de las células en aposicion estrecha carecen de membrana basal en el sitio
en que se establece el contacto. Los contactos entre las células endoteliales y las
células musculares lisas estan irregularmente distribuidos a lo largo de la pared del
vaso. Se observaron tres tipos de MEC's seglin el tipo celular de donde proceden las

proyecciones citoplasmicas que lo constituyen:

i) Proyecciones citoplasmicas que se originan a partir de la célula endotelial por

un lado y de la célula muscular lisa del lado opuesto (61.1%) (figura 6.6).

i) Proyecciones citoplasmicas que se originan de las células musculares lisas

(25%) (figura 6.7).

iii) Proyecciones citoplasmicas que se originan a partir de la células endotelial

(13.9%) (figuras 6.8 y 6.9).

Las proyecciones citoplasmicas fueron variables en tamano y forma, desde

proyecciones citoplasmicas alargadas y angostas hasta superficies redondeadas con

mayor extension de la zona de contacto.
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B. Espacio intercelular

Se midi6 el espesor del espacio intercelular en nm de ocho MEC's tomados al

azar y los resultados se muestran en la tabla 6.1.

TABLA 6.1 ESPACIO INTERCELULAR DE LOS CONTACTOS MIOENDOTELIALES

EN LA ARTERIA CORONARIA (nm)

1042 16.00
11.11 16.30
13.90 17.20
14.46 17.50

Media: 14.61.
Desviacion estandar: 2.677.

Sesgo: -0.67  Curtosis: -0.944
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C. Densidad de los contactos mioendoteliales

El nimero de contactos observado por perimetro de superficie luminal de la

tunica intima, en cortes transversales de la arteria, se expresa en contactos por mm a

fin de expresarlo con unidades enteras. Los resultados se muestran en la tabla 6.2.

TABLA 6.2 DENSIDAD DE LOS CONTACTOS MIOENDOTELIALES EN LA ARTERIA

CORONARIA
RATA NUMERO DE LONGITUD MEC’s/ mm
MEC's* ESTUDIADA EN
n
1 10 295.4 33
2 16 272.0 58
3 19 593.0 32
4 13 433.3 30
5 5 87.2 57

*MEC's: Contactos mioendoteliales

Media:42
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Flngura 6.3 Microfotografia electrdnica de la pared de la arteria coronana de rata Se observa la luz (L) fa
tunica intima (1), la ld&mina elastica interna (LEI) y la tunica media (M) que esta formada por cuatro capas
de células musculares lisas A=Adventicia 11 000x
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Figura 6.4 Arteria coronaria izquierda de rata. Se observan multiples vesiculas  (flechas)
submembranales en la célula endotelial (E) y en la célula muscular lisa (M), la cual ademas muestra
miofilamentos (puntas de flecha) L=Luz LEl=Lamina elastica interna 35 000x



Figura 65 Pared de la areria coronaria de rata L=Luz. E=Endotelio. LEI=Lamina eldstica interna
M=Tunica media 13 300x
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Figura 6.6 Contacto mioendotelial (flecha) en la arteria coronaria de rata en que se observan
proyecciones citoplasmicas procedentes tanto de la célula endotelial (E) como de la célula muscular lisa
(M) L=Luz. 16 000x.



Figura 6 7  Arteria coronaria de rata que muestra un MEC (flecha) donde la proyeccién citoplasmica
procede de la cétula muscular lisa (M). L=Luz. E=Célula endotetial LEI=L&mina elastica interna. 20 000x

Figura 6.8 Un MEC (flecha) de la artenia coronaria de rata que muestra la proyeccion citopldsmica
procedente de Ia célula endotelial (E) 67 000x



Figura 6.9 Pared de la arteria coronaria de rata. Se observa un MEC (flecha) caracterizado por el origen
endotelial de la proyeccion citoplasmica. E=Célula endotelial. L=Luz 70 000x.



6.2 LA ARTERIA MAMARIA INTERNA

6.2.1 MICROSCOPIA DE LUZ

Con el microscopio Optico se observan tres capas bien delimitadas en la pared

arterial: la tunica intima, la media y la adventicia.

La tunica intima consiste de células endoteliales aplanadas en la direccién del
fluo sanguineo y la ldmina elastica interna. La tanica media consta de células
musculares lisas dispuestas en capas bien definidas, separadas por una lamina
elastica. En la parte exterior se observa la lamina elastica externa. La adventicia

muestra tejido colageno vy fibroblastos (figura 6.10).

6.22 MICROSCOPIA ELECTRONICA

Con el poder de resolucion del microscopio electrénico se observaron con mayor
definicion las tres tunicas de la pared del vaso asi como las laminas elasticas que

delimitan a cada una de ellas (figura 6.11).

En la tunica intima las células endoteliales presentan los organelos habituales,
aparato de Golgi, mitocondrias, reticulo endoplasmico, cuerpos de Weibel-Palade y

numerosas vesiculas subyacentes a la membrana celular y en otras areas del
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citoplasma. Es notable la presencia de una lamina elastica interna gruesa de 1.92+0.22

u de espesor promedio con un rango que vade 1.7a2.3 u.

La tdnica media muestra cuatro capas de células musculares lisas.
Aproximadamente a la mitad del espesor de esta tunica se observa una gruesa lamina
elastica que mide en promedio 2.2+0.40 micras de ancho con un rango de 1.8 a 2.6
micras y que divide a esta tunica en dos unidades lamelares. La separaciéon entre la
tunica media y la adventicia esta dada por la lamina eldstica externa de 1.7 micras de
espesor promedio con un rango de 1.4 a 1.9 micras. Entre las células musculares lisas
individuales, se observa gran cantidad de tejido colageno, asi como en las areas
adyacentes a las laminas elasticas. La adventicia contiene fibras colagenas vy

fibroblastos.

6.2.21 CONTACTOS MIOENDOTELIALES

A. Aspectos morfologicos

Se observaron tres tipos de MEC's (figuras 6.12 a 6.15) segun el origen de las
proyecciones citoplasmicas: i) origen en ambas células, endotelial y muscular lisa
(50%), i) origen en la célula muscular lisa (42.86%) y iii) origen en la célula endotelial
(7.14%). En todos casos las proyecciones fueron alargadas y los bordes celulares en
contacto, redondeados.
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B. Espacio intercelular

Las medidas en nanémetros del espacio intercelular de 8 MEC’s se muestran

en la tabla 6.3.

TABLA 6.3. ESPACIO INTERCELULAR DE LOS CONTACTOS MIOENDOTELIALES

EN LA ARTERIA MAMARIA INTERNA (nm)

12.00 15.63
1317 16.10
13.30 17.20
14.80 18.00

Media:15.03
Desviacién estandar: 2.095
Sesgo: -0.02

Curtosis; -1.22
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C. Densidad de los contactos mioendoteliales

El nimero de MEC's por mm se muestra en la tabla 6.4.

TABLA 6.4. DENSIDAD DE LOS CONTACTOS MIOENDOTELIALES EN LA ARTERIA

MAMARIA INTERNA

RATA NUMERO DE LONGITUD MEC's/mm
MEC's* ESTUDIADA EN
H
1 1 628.8 1.5
2 2 1071.2 0.9
3 3 1190.8 2.5
4 2 882.5 2.2
S 2 588.4 34

N=5

*MEC’s: Contactos mioendoteliales.

Media: 2.10
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Figura 6 11 Microscopia electrénica de la arteria mamaria interna de rata Muestra las células
musculares lisas en la tunica media (M) Hay dos laminas elasticas (*) 9 000x
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Figuras 6.12 (a-d) Esta serie de micrografias de la pared de la arteria mamaria interna de rata dustran las
secuencias desde la perforacion de la lamina elastica interna hasta la integracion del MEC rodeado de
membrana basal

Figuras 6.12 a) Micrografifa que muestra una etapa en la formacién de un MEC La lamina eldstica
interna (LEIl) presenta un sitio donde su espesor ha disminuido notablemente (flechas) sin que se observe
aun una perforacion completamente establecida  L=Luz del vaso  M=Tunica media 48 000x

h{l



Figura 6.12 b) En esta micrografia se observa la perforacion de la lamina elastica interna (LEI) a través
de la cual pasa una proyeccion citoplasmica de la célula muscular lisa (punta de flecha). Entre las
membranas celulares de la célula endotelial (E) y de la célula muscular lisa (M) hay material intercelular
que impide que se establezca el contacto. La perforacion mide 240 nm. L=Luz. LEI=Lamina elastica
interna. 21 600x.
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Figura 6.12 ¢} Micrografla donde se muestra la proximidad de la proyeccién citoplasmica de la célula
muscular lisa (flecha) con la membrana de la célula endotelial (E). Ambas membranas celulares estan
separadas por membrana basal (puntas de flecha). L=Luz. LEI=Lamina elastica interna. M=Célula
muscular lisa. 20 000x.
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Figura 6.12 d) Arteria mamaria interna de rata que muestra un MEC (punta de flecha) donde las
proyecciones citoplasmicas proceden de ambas células. M=Célula muscular lisa muscular lisa. L=Luz
E=Endotelio. 36 000x



6.3 LA VENA SAFENA

6.3.1 MICROSCOPIA DE LUZ

La pared del vaso esta formada por las tres tunicas caracteristicas de todos los
vasos sanguineos. A diferencia de las arterias coronaria y mamaria interna no se

observa lamina elastica externa entre la media y la adventicia (figura 6.13).

6.3.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA

La presencia de las tres capas que constituyen la pared de los vasos sanguineos
pudo demostrarse claramente mediante el uso de la microscopia electrénica de

transmision (figura 6.14).

Las células endoteliales son de aspecto vesiculoso; contienen los mismos
organelos observados en las células endoteliales de las arterias coronaria y mamaria
interna (figura 6.15). La lamina elastica interna mide en promedio 1.412 micras de

espesor con una desviacion estandar de 2.45 y un rango de 1.20 a 1.43 micras.

La tinica media consta de dos a tres capas de células musculares lisas
separadas entre si por cantidades variables de fibras de colagena y de elastina sin

llegar a formar verdaderas unidades lamelares. En esta tunica se observan fasciculos
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musculares constituidos por 3-5 ceélulas, rodeados lateralmente por proyecciones
citoplasmicas procedentes de células endoteliales. A su vez, las células musculares
lisas del fasciculo se comunican entre si a través de contactos intercelulares (figura

6.16).

La adventicia esta compuesta por colagena y fibroblastos.

6.3.21 CONTACTOS MIOENDOTELIALES

A. Aspectos morfologicos

En la vena safena se observd gran variedad de formas de MEC’s, desde
puntiformes hasta los de bordes redondeados y con una amplia zona de contacto
(figura 6.17). En algunos casos, las proyecciones citopldsmicas fueron cortas y en otros
alargadas. Se observaron tres tipos de MEC's de acuerdo al origen de las proyecciones
citoplasmicas al igual que en las arterias coronaria y mamaria interna (figuras 6.18, 6.19
y 6.20) y la mayoria fueron aquellos cuyo origen corresponde a la célula endotelial.
Aunque en la mayor parte de los casos una sola célula endotelial hace contacto con
una célula muscular lisa, en la vena safena se observaron las siguientes variantes: i)
contacto de una célula endotelial con dos células musculares lisas (figura 6.21), ii)

contacto de una célula muscular lisa con varias células endoteliales (figura 6.22).
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En algunos casos. las membranas celulares que forman el MEC no estan bien

definidas debido a la presencia

intercelular.

B. Espacio intercelular

de vesiculas que comunican hacia el espacio

Se midi6 el espacio intercelular de 8 MEC's en nm y los resultados se muestran

en la tabla 6.5.

TABLA 6.5 ESPACIO INTERCELULAR DE LOS CONTACTOS MIOENDOTELIALES

(nm)
10.89 14.30
11.56 14.80
11.70 14.90
12.90 15.36

Media: 13.30
Desviacion estandar: 1.57
Sesgo:-0.2210

Curtosis: -2.017
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C. Densidad de los contactos mioendoteliales

El nimero de MEC's por mm, se presenta en la tabla 6.6.

TABLA 6.6 DENSIDAD DE LOS CONTACTOS MIOENDOTELIALES

RATA NUMERO DE LONGITUD MEC 's/mm
MEC's* ESTUDIADA EN
H
1 34 605.3 56
2 20 400.0 50
3 38 599.5 63
4 32 4114 77
) 55 471.0 110

*MEC's: Contactos mioendoteliales

Media: 71.20

En esta tesis se estudiaron las arterias coronaria, mamaria interna y la vena
safena y se compararon los MEC's tanto respecto al espacio intercelular como a la
densidad de los mismos. Los resultados comparados se muestran en las tablas 6.7 y

6.8
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TABLA 6.7 ESPACIO INTERCELULAR EN nm DE LOS CONTACTOS

MIOENDOTELIALES

ARTERIA CORONARIA A. MAMARIA INTERNA VENA SAFENA
10.42 12.00 10.89
11.11 13.17 11.56
13.90 13.30 11.70
14.46 14.80 12.90
16.00 15.63 14.30
16.30 16.10 14.80
17.20 17.20 14.90
17.50 18.00 15.36

Se efectuo analisis de varianza de Kruskal-Wallis debido a que la distribucién de

los valores no correspondio a la de la curva normal, y no se encontraron diferencias

significativas para los tres grupos. por lo que se concluye que los vasos sanguineos

estudiados no difieren entre si respecto al espesor de los MEC’s con una p de 0.05.
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TABLA 6.8 CENSIDAD DE LOS CONTACTOS MIOENDOTELIALES POR MILIMETRO

RATA A. CORONARIA A.MAMARIA VENA SAFENA
INTERNA
RATA 1 33 1.5 56
RATA 2 58 0.9 50
RATA 3 32 2.5 63
RATA 4 30 2.2 77
RATA 5 57 3.4 110

Por tratarse de una variable cuantitativa discreta se realizé ANOVA de Kruskall-

Wallis y se encontré diferencias significativas entre los tres grupos con una p=0.00007.

Para aislar el grupo o grupos que hacen la diferencia se efectuaron procedimientos de

comparacion multiple y se encontré que persistieron las diferencias.
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Figura6 13 Pared de la vena safena de rata. Se obsevan las tres tunicas de la pared vascular intima (l)
con los nucleos alargados de las celulas endoteliales. la media (M) que es la mas desarrollada y la

adventicia (A). L=Luz Van Gieson. 40x

Figura 6 14 Fotomicrografia de la vena safena de rata que muestra las tres capas de la pared del vaso

L=Luz E=Endoteio M=Musculo liso A=Adventicia 4 000x
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Figura 6.15 Fotomicrografia de la vena safena de rata que muestra células endoteliales (E) donde se
observan cuerpos de Weibel-Palade (flechas) y vesiculas citopldsmicas tanto en la superficie luminal
como en la superficie subendotelial de la membrana celular (puntas de flecha). 40 000x

r : A A 435 ;

L ML é.:l Aademm *.. l s - ) )
Figura 6 16 Esta fotomicrografia de la vena safena de rata muestra en ia tunica media un fasciculo
muscular constituido por células musculares lisas (*) que establecen contacto entre si (flechas), rodeado

por proyecciones citoplasmicas (puntas de flecha) procedentes de células endotelales (E) L=Luz
LEi=L&mina elastica interna. 17 000x
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Figura 6.17 En este diagrama se muestra el origen de las proyecciones

citoplasmicas y la diversidad de formas de los MEC's que se observan en la vena
safena de rata. A) Las proyecciones de la parte superior proceden de la célula
endotelial. La linea recta representa la membrana de la célula muscular lisa. B)
Las proyecciones citoplasmicas proceden de la célula muscular lisa y en la parte
superior las lineas rectas corresponden a la membrana celular endotelial. C) Las
proyecciones citoplasmicas procedentes de ambas células son de forma mas
irregular.
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Figura 6.18 MEC (flecha) de la vena safena de rata caracterizado por una proyeccién citoplasmica
procedente de la célula endotelal (E). L=Luz. M=Tunica media. 19 000x

\ 2y

Figura 6.19  Fotomicrografia de la vena safena de rata donde se observa un MEC (flecha) con Ia
proyeccion citoplasmica procedente de una célula muscular lisa (M). Las membranas celulares a nivei det

MEC no son bien definidas debido a la presencia de numerosas vesiculas submembranales (puntas de
flecha) L=Luz 51 600x



Figura6.20 MEC (flecha) de la vena safena de rata. Las proyecciones citopldsmicas proceden de ambas
celulas, endotelial (E) y muscular lisa (M) L=Luz 21 000x

Figura 6.21 Pared de la vena safena de rata que muestra una variante de MEC (flechas) en que una
célula endotelial (E) establece contacto con dos células musculares lisas (M). 8 000x
a4



Figura 6.22 Esta fotomicrograffa muestra variantes de MEC's en la vena safena de rata Vanas celulas
endoteliales (E) establecen contacto (puntas de flecha) con la misma célula muscular lisa (M) 10 000x
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CAPITULO 7

DISCUSION
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La pared vascular funciona como un organo integrado el cual, conservando
ciertas caracteristicas estructurales basicas deterrminadas genéticamente, muestra gran
dinamismo y plasticidad. Se modifica a si mismo en respuesta a sefiales extrinsecas e
intrinsecas para adaptarse a las condiciones fisioldgicas o patolégicas que le impone su
ambiente (Christ y cols. 1996). Para que esto ocurra entran en juego multiples
elementos tanto estructurales como funcionales en una compleja red de interacciones y
de mecanismos de retroalimentacion. De estos elementos podemos mencionar los
siguientes: factores hemodinamicos, factores neurohumorales y elementos
estructurales (Shireman y Pearce, 1996). Cada uno de los componentes estructurales
posee multiples funciones y se relaciona morfologicamente con los otros a través de
uniones y contactos intercelulares. Sin la presencia de tales contactos y uniones,
dichas funciones no podrian coordinarse para actuar como un todo. De manera
especifica son muy importantes los contactos intercelulares que se establecen en la
interfase entre las células endoteliales y las células musculares lisas, los contactos

mioendoteliales (MEC's).

Los contactos mioendoteliales son de primordial importancia en procesos tales
como la remodelacion vascular que estd presente desde el desarrollo embrionario
hasta la edad adulta (Cowan y Langille, 1996, Wong y Langille, 1996). Estos procesos
implican multiples eventos como: transduccion de un tipo de energia a otro, actividades
secretorias de las células endoteliales y musculares lisas, division celular, inhibicion de

la division celular, expresion o represion de genes, aumento o disminucién del calibre
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vascular y del espesor de la pared del vaso, regulacién del tono vasomotor, etc. (Osol,
1995). Todos estos eventos ocurren tanto en condiciones fisiolégicas como patologicas.
De estas ultimas podemos mencionar la aterosclerosis (Sosa-Melgarejo y Berry; 1992b;
Busse y Fleming, 1996), la hipertension (Sosa-Melgarejo y cols. 1988), los aneurismas
y las situaciones en que por razones terapéuticas se sustituye un segmento vascular
por otro como ocurre en la cirugia de revascularizacion coronaria (bypass) (Barner,

1994).

7.1 Preparacion de los especimenes

En el examen morfologico de los contactos entre las células endoteliales y las
células musculares lisas de las paredes vasculares, los cortes observados mostraron
buena conservacion y se observaron satisfactoriamente las relaciones intercelulares de

las diferentes tunicas de los vasos estudiados.

Se ha utilizado cierto numero de fijadores en el estudio de los contactos
intercelulares. En los primeros estudios de Palade (1952), se usé tetréxido de osmio
como fijador primario. Este método se empled por Pease y Paule en 1960 quienes
estudiaron la aorta toracica de rata, pero desafortunadamente, las membranas
celulares no se conservaron adecuadamente y no pudo obtenerse informacién acerca
de los contactos intercelulaies. Actualmente, el tetroxido de osmio sélo se usa para
post-fijacion.
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Dewey y Barr en 1962 describieron por primera vez uniones nexus entre celulas
musculares lisas despues de la fijacion del intestino delgado de perro con
permanganato de potasio. Sin embargo, al parecer, los especimenes fijados con

permanganato perdieron detalle celular (Yamauchi y Burnstock, 1969).

Para esta investigacion se utilizé el método empleado por Sosa-Melgarejo y
Berry (1988) para el estudio del musculo liso vascular. Este consiste en fijacion con
glutaraldehido seguida por post-fijacion con tetroxido de osmio a temperatura ambiente,
lo cual permiti6 una buena preservacion de las relaciones intercelulares y de los

organelos citoplasmicos.

7.2 Contactos mioendoteliales

Se examinaron los especimenes obtenidos de arteria coronaria, arteria mamaria
interna y vena safena mediante microscopia electronica de transmisién convencional
para investigar las relaciones entre las células endoteliales y las células musculares
lisas. Se observaron tres tipos de contacto a través de las perforaciones en la lamina
elastica interna. Estos se clasificaron de acuerdo a su origen, de una célula endotelial,
de una célula muscular lisa o de ambas. En esta discusion se les denominara contactos

mioendoteliales (MEC's).
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Los contactos mioendoteliales se describieron en los vasos de la
microcirculacion de la fascia de los musculos del muslo de conejo por Rhodin (1967)
quien los clasifico como uniones nexus. Desde entonces ha habido controversia
respecto al tipo de unién en el sitio del MEC, las fotografias en el articulo de Rhodin
muestran aposiciones simples, por lo cual fueron mal clasificados. En el material
presentado en esta tesis. se observd que los contactos no muestran ningun tipo de
union conocido, lo cual concuerda con resultados previos obtenidos para otros vasos
sanguineos por Sosa-Melgarejo y Berry (1988, 1992a, 1992b, 1995); Sosa-Melgarejo y

cols. (1988).

Los primeros estudios de MEC's fueron en rinén humano (Biava y West, 1966,
Jacobsen y cols. 1966). sin embargo, estos estudios no proporcionaron detalles
morfologicos. Spagnoli y cols. (1982) estudiaron los MEC's en arteria carétida de
conejos y Taugner y cols. (1984) en rinon de rata y raton. Estos autores sugieren la
presencia de uniones nexus en los MEC’'s, pero sin presentar evidencias
contundentes. Estudios detallados de MEC's han sido efectuados por Sosa-Melgarejo y
cols. en arteriolas pequenas normales e hipertensivas de riién humano (1988); Sosa-
Melgarejo y Berry en aterosclerosis (1992b), en aorta toracica de fetos de rata (1992a)
y en aorta fetal humana (1995). Se han efectuado otros estudios de MEC's en vena
safena de humanos (Svendsen y cols. 1990), en arteriolas de cerebro humano (Aydin y
cols. 1991), en vasos sanguineos pulmonares de perro (Michel y cols. 1995). Kristek y
Gerova (1992) estudiaron las relaciones del endotelio con las células musculares lisas
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en arterias coronarias de perro y de conejo; sin embargo, estos autores lo hicieron a
través de microscopia electronica de barrido y después de haber desprovisto a la pared
vascular de su tunica intima. por lo cual no muestran verdaderos MEC’s en su material

fotografico.

Si se consideran las sustancias que pueden pasar a través de los MEC's, la
mayoria de ellas son moléeculas grandes de mas de 1 200 Da, como el factor de
crecimiento derivado del endotelio con un peso molecular de 27 Kda (Davies, 1986), el
factor endotelial inhibidor de la proliferacién de células musculares lisas de 40 Kda
(Fritze y cols. 1985). Las uniones nexus proporcionan la principal via para moléculas
de aproximadamente 1 200 Da. pero son incapaces de acomodar moléculas mas
grandes. En este caso, la estrecha relacién proporcionada por los MEC's permitiria a
las moleculas llegar a la celula del lado opuesto por receptores en la membrana celular
o por un mecanismo de endocitosis (Sosa-Melgarejo, 1991). Las numerosas vesiculas
observadas en las aposiciones simples de los vasos estudiados apoyan la sugerencia

de que un activo proceso de transporte ocurre a través del contacto intercelular.

Se ha discutido el papel de los MEC's en la respuesta miogénica de las células
musculares lisas en el mecanismo de Bayliss (Bayliss, 1902) como el método de
autorregulacion del lecho vascular. Este concepto de mecanismo o respuesta
miogénica aplicado a los vasos sanguineos, se refiere a una contraccion del musculo
liso vascular que es provocada por una aplicacion de fuerza al muasculo. /n vivo, la
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contraccion se produce por un incremento en la presién intravascular o transmural. /In
vitro, la respuesta contractil puede producirse por estiramiento de un fragmento de
musculo excisionado. Este mecanismo parece ser un medio importante para mantener
el tono vascular normal, y la presion intravascular prevalente es un estimulo suficiente

para causar contraccion parcial de las arteriolas (Sosa-Melgarejo, 1991).

Bouskela y Widerhielm (1979) observaron para todo tipo de vaso, que una
disminucién en la presion transmural produce vasodilatacion, mientras que un
incremento de la misma produce vasoconstriccion. Parece razonable que un
mecanismo de sensor de tension esté relacionado a éstos fendmenos y que esté
localizado en sitios de la pared vascular donde haya una mayor concentraciéon de
fuerza. La presencia de MEC’s como sensores locales de tension ha sido fuertemente
apoyada por los trabajos de Sosa-Melgarejo y Berry (1988, 1991, 1992, 1995), quienes
incluso demostraron que este sensor de tension se puede ver afectado por la

hipertension.

Se han realizado co-cultivos de células endoteliales y células musculares lisas
vasculares para investigar la diferenciacién del musculo liso vascular (Chameley-
Campbell y Campbell, 1981), el control de su crecimiento (Van Buul-Wortelboer y cols.
1986) y el metabolismo de las lipoproteinas (Davies y cols. 1985). En estos
experimentos ambos tipos celulares mostraron una interdependencia que también se
requiere para muchas respuestas fisioldgicas de los vasos.

102



Todo lo previamente descrito demuestra de una manera convincente que los

MEC's hacen que la intima y la media trabajen como una unidad.

7.3 Contactos mioendoteliales y regulacién del tono vasomotor

La coordinacion de respuestas en la pared vascular es critica para la modulacién
local del tono vasomotor y para la conservacion de la homeostasis circulatoria. Debido
a que el musculo liso vascular es el efector final del tono vasomotor un tema central de
la investigacion cardiovascular ha sido aclarar la regulacién y funcion de las células
musculares lisas vasculares. Sin embargo, a pesar de la gran cantidad de investigacién
efectuada, los mecanismos que permiten la generacién de una respuesta coordinada
entre las células musculares lisas en la pared vascular permanecen aun
incompletamente comprendidos. De modo que, es relevante la comprensién de ios
principios que gobiernan la iniciacion y propagacion de los estimulos vasoactivos en las
células musculares lisas vasculares. Christ y cols. (1996) sostienen la tesis de que
ademas de la inervacion neuronal y la excitabilidad eléctrica, la comunicacion
intercelular entre las céelulas musculares de la tanica media vascular a través de
uniones nexus es de primordial importancia y consideran los mecanismos mediante los
cuales estos tres aspectos funcionan coordinadamente. Esto ha sido muy bien
sustentado por Berry y Sosa-Melgarejo (1989) en su estudio de criofractura de las

uniones nexus entre células musculares lisas vasculares de la tunica media de la aorta
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toracica en ratas normales e hipertensas. En este estudio encontraron que las uniones
nexus entre células musculares lisas vasculares en animales normotensos son
redondas, ovales o alargadas y hubo 11.9 + 5.8 uniones nexus por 1000 pm2 de
membrana celular. En animales hipertensos, las uniones nexus fueron irregularmente
mas grandes que las de los animales normotensos y se observaron en un numero de
30.6 + 6.2 por 1000 ;i° de membrana celular. Con estos resultados demuestran la
importancia del papel jugado por las uniones nexus como un sistema funcional
acoplado eléctrica y metabdlicamente en el control de la respuesta del musculo liso
vascular a la tension. Aunque Christ y cols. (1996), mencionan a los contactcs entre las
células endoteliales y las musculares lisas, no les dan mayor importancia y mantienen
el concepto de que estos contactos corresponden a uniones nexus, no obstante los
estudios detallados de Sosa-Melgarejo y cols. (1988) y Sosa-Melgarejo y Berry (1992a,

1992b, 1995) que demuestran lo contrario.

Se han identificado varios mecanismos para la activacion sincicial del musculo
liso vascular (Christ y cols. 1996) : 1) inervacion neuronal directa de cada una o de casi
cada una de las células musculares lisas 2) la presencia de grupos de células
musculares lisas excitables eléctricamente y 3) el movimiento pasivo de moléculas o
iones como segundos mensajeros a través de uniones nexus desde células activadas

directamente hasta células acopladas situadas distalmente.

104



El término inervacion neuronal se refiere a cualquier componente del sistema
nervioso autbnomo que contribuye a la inervacion perivascular de ta vasculatura
sistémica. Esto se da en la tunica adventicia. Esta inervacién puede ser adrenérgica,
colinérgica y no-adrenérgica, no-colinérgica. Raramente, la inervacion penetra la tanica
media muscular aunque se han observado excepciones (Somlyo y Somlyo, 1968,
Burnstock y Relevic, 1993). Los nervios perivasculares coalescen en la interfase
adventicia-tunica media muscular y forman un plexo que consiste de una extensa red
de fibras terminales ramificadas. Los axones terminales son ricos en varicosidades
(Burnstock y Relevic, 1993). Se supone que las varicosidades representan los sitios
principales para la liberacion de neurotransmisor durante la actividad neuronal. Debido
a que los axones individuales pueden tener numerosas varicosidades, se espera que
los impulsos que pasan a lo largo de un ax6n despolaricen sucesivamente una hilera de
varicosidades. La inervacion de los vasos mas grandes difiere de la de los vasos
pequefos. Las distancias neuromusculares (que tienen un rango de 50-2000 nm), asi
como el volumen relativo de musculo liso que es inervado por nervios perivasculares
son usualmente mucho mas grandes en las arterias elasticas que en las arterias
musculares mas pequenas (Bevan y Torok, 1970; Burnstock y Relevic, 1993). Por lo
tanto en las arterias elasticas una mayoria de las células musculares lisas pueden no
ser inervadas directamente. Los patrones de inervacion diferencial y las distancias
neuromusculares en los vasos sanguineos grandes y pequerios pueden tener
implicaciones importantes con respecto a las distancias de difusién del neurotransmisor

y a las concentraciones efectivas del neurotransmisor logradas en los sitios de los
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receptores postsinapticos (Hirst y Edwards, 1989; Bevan y Torok, 1970; Gibbins y coIs.'
1988). Christ y cols. (1996) concluyen que la inervacion neural y la activacion por el
neurotransmisor del musculo liso vascular proporcionan claramente un mecanismo
importante para la modulacion del tono vasomotor sin que haya una evidencia completa
de que la sola estimulacion nerviosa en ausencia de otros mecanismos, pueda activar a
la mayoria de las células musculares lisas de la pared de arterias elasticas y

musculares.

En esta tesis hemos estudiado tres tipos diferentes de vasos, dos arteriales
(arterias coronaria y mamaria interna) y uno venoso (vena safena). En todos los
especimenes estudiados, los MEC’s no mostraron ninguna de las uniones
intercelulares reportadas para la pared arterial tanto en condiciones normales como
patologicas (Sosa-Melgarejo y Berry, 1988, 1989, 1991; Berry y Sosa-Melgarejo, 1989,
1993a, 1993b; Sosa-Melgarejo y cols. 1991). y soélo fueron observadas aposiciones
simples. Al medir |a distancia entre las membranas de la células que participan en un
contacto mioendotelial encontramos que las medias de los espacios intercelulares
varian de 13.30 a 15.03 nm, con un rango de 10.42 a 18.00 nm para los tres vasos
estudiados sin que haya diferencias significativas entre ellos. Sosa-Melgarejo y cols. en
estudios previos encontraron una distancia de 6.9 a 13 nm en arteriolas pequenas de
riidn humano (1988) y de 6-15 nm en aorta fetal humana (Sosa-Melgarejo y Berry,
1995). Si comparamos la distancia entre la célula endotelial y la célula muscular lisa a
nivel del MEC vemos que esta distancia es mucho menor que la que se informa que
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existe entre las terminaciones nerviosas de la adventicia y las células musculares lisas

que reciben de ellas los estimulos nerviosos.

El endotelio juega un papel integral en el control del tono vasomotor por la
sintesis de al menos tres factores vasodilatadores diferentes (prostaciclina, NO y factor
hiperpolarizante derivado del endotelio) y tres vasoconstrictores (endotelina,
tromboxano y enzima convertidora de angiotensina). La liberacién de la prostaciclina se
estimula por la fuerza de rozamiento o por mediadores endégenos como la serotonina,
la bradicinina y la trombina. EI NO se sintetiza en respuesta a la fuerza de rozamiento
fisiolbgica y sustancias vasoactivas como acetilcolina, bradicinina y trombina. El factor
hiperpolarizante derivado de endotelio se libera por estimulacion de la célula endotelial
por acetilcolina. La endotelina se libera durante el infarto agudo del miocardio, shock
cardiogénico o cirugia. La acumulacion de lipoproteinas de baja densidad oxidadas en
placas puede incrementar la liberacién de endotelina-1 y a su vez los niveles locales
elevados de ella pueden contribuir al desarrolio de aterosclerosis (Shireman y Pearce,

1996).

Al integrar las contribuciones de los autores arriba mencionados concluimos que
la modulacién de el tono vasomotor requiere de la accién conjugada de la inervacion
neuronal a nivel de la interfase adventicia-musculo liso vascular y de la accion de la

célula endotelial sobre las células musculares lisas de la tunica media por la liberacion
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de sustancias vasodilatadoras o vasoconstrictoras que actuarian a través de los

contactos mioendoteliales. Esto se muestra esquematicamente en la figura 7.1.

74 Contactos mioendoteliales y mecanotransduccion

En un estudio reciente, Osol (1995) revisa los factores que intervienen en la

mecanotransduccion por el musculo liso vascular y la define como la respuesta de la

célula muscular lisa (contraccion, secrecion, crecimiento, division) a la presion o a la

elongacion transmural.

El musculo liso vascular responde a las fuerzas mecanicas en una gran variedad
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factores de crecimiento o colagena respectivamente) y 3) cambios en la proporcion y el
patron de crecimiento y divisién celular (hipertrofia/hiperplasia). Estas funciones se ven
afectadas por fuerzas mecanicas como la presion transmural, la tensién de la pared
vascular inducida por la presion pulsatil, la tensiéon circunferencial y axial de la pared, la

compresion radial y la fuerza de rozamiento.

Sosa-Melgarejo y cols. han estudiado los MEC's en tres situaciones distintas en
que la pared vascular esta sometida a fuerzas mecanicas diversas: en hipertension en
arteriolas de rifiébn humano (1988), en arteriolosclerosis (1992b) y en aorta fetal de rata
(1992a) y aorta fetal humana (1995). En su estudio de los MEC's en arteriolas de rifion
humano, Sosa-Melgarejo y cols. (1988) observaron tres tipos principales. a)
proyecciones citoplasmicas originandose de células endoteliales (la mayoria), b)
proyecciones citoplasmicas origindndose de células musculares lisas (menos comunes)
y proyecciones citoplasmicas originandose de ambas células (raras). En aorta
ascendente fetal humana, las proyecciones citoplasmicas de los MEC’s se originan
generalmente de las células musculares lisas (Sosa-Melgarejo y Berry, 1995). En este
ultimo estudio, los autores mencionados apoyan con sus resultados la importancia de
los MEC’s en la transduccion de las fuerzas mecanicas que actuan sobre los vasos en
desarrollo, determinando la naturaleza y disposicion de los componentes murales. Ellos
mencionan que la pared vascular esta expuesta normalmente a dos fuerzas
hemodinamicas principales, el shear stress que actua principalmente en la interfase
sangre-endotelio y la fuerza ténsil que actua a través de la pared del vaso y esta
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relacionada directamente con la presion y el radio. En este trabajo, donde estudiamos
tres tipos de vasos sometidos a distintas condiciones hemodinamicas, observamos que
en la arteria coronaria los MEC's mas frecuentes fueron aquellos en que las
proyecciones citoplasmicas se originan a partir de ambas células, endotelial y muscular
lisa. Lo mismo ocurrié en la arteria mamaria interna. En la vena safena, la mayoria de
los MEC's correspondié a proyecciones citoplasmicas que se originan en la célula
endotelial. Se observaron gran variedad de formas de MEC’s como ya se describié en

el capitulo anterior, con menor area de contacto en la vena safena.

Los resultados presentados en esta tesis, demuestran que el contacto
mioendotelial juega un papel muy importante en la relacion aferente-eferente que
existe entre las células endoteliales y las células musculares lisas siendo el paso

obligado para la mecanotransduccion y pivote de esa relacion (figura 7.2).

7.5 Contactos mioendoteliales y remodelacion vascular

El sistema vascular sufre remodelacién a lo largo de toda la vida, primero,
cuando los vasos sanguineos primitivos se forman y reorganizan; después, cuando la
circulacion se adapta a los requerimientos cambiantes de perfusion tisular.
Investigaciones recientes que han tenido como objeto a los receptores de tirosina
cinasas han esclarecido mecanismos fundamentales que estan involucrados en la

formacion y reestructuracién de los vasos sanguineos (Cowan y Langille, 1996).
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Receptores distintos para factor de crecimiento endotelial y otros receptores tirosina
cinasas parecen regular aspectos muy diferentes de la formacion vascular temprana
incluidos la diferenciacion de la célula endotelial, la formacién del tubo y la
diferenciacion de los vasos sanguineos en microvasculatura versus vasos grandes. En
el desarrollo tardio y en la circulacion adulta, la remodelacion adapta las arterias a los
cambios cronicos en la funcién hemodinamica. La transcripcion de genes sensibles a
fuerzas fisicas ocurre por factores de transcripcion previamente caracterizados que se
ligan tanto a elementos responsivos establecidos como nuevos en regiones promotoras
de genes relevantes. Ahora hay evidencia de que uno o mas de estos factores puede
regular la expresion genética en respuesta a una sola fuerza fisica como la fuerza de
rozamiento (Cowan y Langille, 1996). Estudios recientes enfatizan el papel de la
degradacion de matriz y la muerte celular ademas de la sintesis de matriz y la
proliferacién celular. La importancia de la muerte celular y la degradacion de matriz
también se pone de relieve en la patogénesis de las enfermedades vasculares. Como
resultado de estos hallazgos, el papel de la remodelacion vascular se considera como
un factor primario estrechamente ligado a la patogénesis de la aterosclerosis, la

hipertension y la reestenosis después de angioplastia (Sheridan y Pearce, 1996).
En su estudio Cowan y Langille (1996), concluyen que los receptores
endoteliales especificos tirosina cinasas son reguladores criticos de la diferenciacion de

la célula endotelial y de la remodelacion vascular.



Sosa-Melgarejo y cols. han estudiado los MEC's en la hipertension (1988), en la
arteriolosclerosis (1992) y en el desarrollo fetal en ratas (1992a). Todos ellos implican

procesos de remodelacion vascular.

En su estudio sobre los MEC's en arteriolas pequefias de riién humano, Sosa-
Melgarejo y cols. (1988) observaron material electrodenso sobre el lado citoplasmico de
las membranas celulares musculares lisas involucradas en el contacto mioendotelial en
los vasos hipertensivos. Ellos concluyeron que sus resultados apoyan el papel de los
MEC’s como sensores locales de tension y que por lo tanto, las situaciones que
implican cambios en la presion sobre la pared vascular pueden alterar la forma de ia
misma. Publicaciones ulteriores han confirmado sus aseveraciones: Gibbons y Dzau
(1994), mencionan que los vasos hipertensivos en animales y en humanos se
caracterizan por engrosamiento de la tunica media, reduccion de la luz vascular y un
incremento en la matriz extracelular de la pared del vaso. Estos cambios, los relacionan
con disfuncién endotelial caracterizada por disminucién de la relajacion dependiente del
endotelio, expresién incrementada de factores de crecimiento como el factor de

crecimiento transformante -1 y sustancias vasoactivas locales como la angiotensina |l.

El estudio de Sosa-Melgarejo y Berry (1992b) realizado en biopsias renales
humanas con aterosclerosis, muestra que las células musculares lisas estan separadas
de las células endoteliales en los vasos aterosclerésicos por una considerable cantidad
de material extracelular. Al comparar vasos control con vasos aterosclerosicos
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encontraron que la separacion entre la tunica intima y la tunica media las en los vasos
control fue de 0.09-0.27 micras y en los vasos aterosclerdsicos fue de 1.0-2.42 micras,
siendo esta diferencia, significativa. Observaron que conforme se incrementa la
separacion en la aterosclerosis, las proyecciones citoplasmicas del MEC se alargan,
pero se conserva la estructura del mismo asi como el espacio intercelular que es de 10-
15 nm. En los casos de aterosclerosis avanzada, encontraron una gran zona de detritus
necréticos entre la capa de células endoteliales y la capa de células musculares lisas y
en estos casos el unico signo de un MEC antiguo fue la presencia de una proyeccion
citoplasmica a mitad del area de necrosis. Su estudio sugiere que el limite mas alla del
cual se pierde el contacto mioendotelial es cuando la separacién entre ambas tunicas

alcanza una magnitud de 2.42 micras.

Si se considera toda la serie de sustancias a través de las cuales la célula
endotelial actua sobre la célula muscular lisa, ademas del papel del MEC como sensor
local de tensién y en la mecanotransduccion es obvia la trascendencia que tiene para el
buen funcionamiento de la pared vascular, la pérdida de contactos entre ambos tipos
de células. Ademas, otros estudios ( Gibbons y Dzau, 1994; Osol, 1995; Shireman y
Pearce, 1996) sugieren un papel preponderante de la célula endotelial y por
consiguiente, del contacto mioendotelial en la génesis de la aterosclerosis. EI concepto
de un funcionamiento alterado del endotelio como iniciador del proceso de la
enfermedad ha empezado a ganar terreno después de informes de que la disfunciéon
endotelial puede ocurrir previamente a cualquier engrosamiento apreciable de Ia tunica
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intima y esto se ha hecho ya evidente en pacientes con historia familiar de
aterosclerosis. Esto se ha asociado con una aparente disminucién en la produccién del
vasodilatador NO. La naturaleza de la disfuncion endotelial resultante en una
atenuacion de las respuestas mediadas por éxido nitrico no se conoce, pero se
sugieren como posibilidades: disminucion del sustrato, disminucién de Ia expresion de
la sintasa de oOxido nitrico, desequilibrio entre la produccién de los factores de
constriccién y de relajacion derivados del endotelio, produccion de un inhibidor
endégeno de la sintasa de éxido nitrico y sobreproduccién de radicales libres derivados
de oxigeno ( Busse y Fleming, 1996). También se ha sugerido el papel del endotelio en
la iniciacion de la aterogénesis por regulacion de la infiltracion de células
mononucleares a través de la expresion de moléculas de adhesién y factores
quimioatractantes selectivos, asi como por la secrecion de factores de crecimiento

autocrino-paracrinos (Gibbons y Dzau, 1994; Shireman y Pearce, 1996).

En su estudio acerca de los MEC’s en aortas toracicas fetales de rata, Sosa-
Melgarejo y Berry (1992a) demostraron la presencia de los mismos desde el desarrollo
temprano. Cowan y Langille (1996), muestran que desde estas etapas el sistema
vascular sufre remodelacion, misma que implica respuestas a factores hemodinamicos
y metabdlicos para adaptarse a demandas variables de requerimientos de perfusion
tisular. El estudio mencionado de Sosa-Melgarejo y Berry (1992a) resalta la importancia
de los contactos mioendoteliales para participar en estos eventos desde las edades
tempranas al descubrir su presencia bien definida en la etapa fetal.
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En esta tesis, en que estudiamos la microarquitectura de las arterias coronaria,
mamaria interna y vena safena nosotros también ponemos de relieve la importancia de
los contactos mioendoteliales para la comunicaciéon de la célula endotelial hacia la
célula muscular lisa cuyas actividades dirige. Encontramos que ademas de los MEC's
que habitualmente se establecen entre una sola célula endotelial y una sola muscular
lisa, hay variaciones en que una célula endotelial establece contacto con dos células
musculares lisas y en ocasiones varias células endoteliales hacen contacto con una
sola célula muscular lisa. Esto tiene importancia en procesos patolégicos de
remodelacién vascular como la aterosclerosis. En esta, al romperse un MEC por la
presencia de una placa aterosclerésica, es factible que la misma célula endotelial
conserve uno de sus MEC's a través del cual envie sefales a la célula muscular lisa, o
que una célula muscular lisa que ha perdido contacto con una célula endotelial, reciba
sefales de otra célula endotelial con la que se haya conservado el MEC. Cowany
Langille (1996), ademas de otros autores ya mencionados (Rhodin, 1967; Spagnoli y
cols. 1982; Taugner y cols. 1984) sugieren que la naturaleza de estos contactos
corresponde a uniones nexus o uniones por hendidura, naturaleza que como ya se
discutié ampliamente no concuerda con los estudios realizados en este trabajo donde
encontramos unicamente aposiciones simples sin especializacion de las membranas
celulares que participan en el contacto ni del citoplasma subyacente a las mismas, lo
cual esta de acuerdo con los estudios previamente mencionados de Sosa-Melgarejo y
Berry (1992a, 1992b, 1995) y Sosa-Melgarejo y cols. (1988).
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7.6 Contactos mioendoteliales y cirugia de revascularizacion coronaria (bypass)

Las propiedades especificas de la pared vascular de los vasos sanguineos
empleados como bypass coronario juegan un papel importante en el comportamiento a
corto y largo plazo de estos conductos. La heterogeneidad de funciones de las células
endoteliales y musculares lisas en vasos distintos puede asignarle a vasos especificos
propiedades que favoreceran su uso como conductos de bypass. Dzimiri y cols. (1996)
discuten como varia la reactividad vascular de los diversos conductos vasculares
utilizados en cirugia de bypass aorto-coronario y las implicaciones clinicas de sus
hallazgos en términos de modulacién de flujo en respuesta a mediadores vasoactivos
tanto fisiolégicos como exégenos asi como de viabilidad a largo plazo. Aqui se ve
claramente que ademas de todos los aspectos ya considerados se le da gran
importancia a la localizacion del vaso sanguineo dentro del arbol vascular y por lo tanto

al hecho de si se trata de un vaso arterial o venoso.

Previamente Barner (1994) realizé una revisién de los vasos alternativos
utilizados para cirugia de bypass tales como la arteria radial, la arteria gastroepiploica
y la arteria epigastrica inferior, ademas de las vasos usualmente empleados, la vena
safena y la arteria mamaria interna. Todos estos estudios muestran la inquietud por
encontrar el conducto vascular idéneo para este tipo de cirugia y la necesidad de

conocer con mas detalle la estructura y funcionamiento de los vasos sanguineos
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utilizados tanto en condiciones normales como patolégicas. Siendo el MEC la
estructura que regula las funciones de los diferentes elementos que constituyen la
pared vascular es de primordial importancia el conocimiento de su presencia,

morfologia, distribucion y densidad en los distintos vasos mencionados.

Con estos datos hemos demostrado cémo los MEC's, en las arterias coronarias,
mamaria interna y vena safena se encuentran en un sitio crucial dentro de la
encrucijada de eventos biofisicos y bioquimicos que regulan el funcionamiento de la

pared vascular.

El uso de vena safena como bypass aortocoronario fue desarrollado por De
Bakey en los 1960s y mejorado en los 1970s. Esto ayud6 dramaticamente a modificar
el manejo de los pacientes con enfermedad cardiaca isquémica. Sin embargo, el papel
de estos injertos permanece en controversia a pesar de numerosos ensayos clinicos
(Virmani y cols. 1991). La utilizacion de la arteria mamaria interna fue introducida por
Kolesov (1967) y usada rutinariamente por Green (1968). Sin embargo, no fue hasta
mediados de la década de los 1980s en que se acumularon datos que mostraban la
ventaja clinica de la arteria mamaria interna sobre la vena safena en términos de
ocurrencia de eventos isquémicos tales como: angina, infarto, hospitalizacion y
reintervencién para angioplastia. Sin embargo, en contraste con la vena safena, los
conductos arteriales son mas dificiles de obtener, se dafian mas facilmente por su

mayor fragilidad y tamafo mas pequeno y sufren con mayor frecuencia vasoespasmo o
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error técnico, lo cual puede resultar en oclusion o hipoperfusion miocardica (Barner,
1994). El uso de injertos venosos autdlogos es en la actualidad un procedimiento
quirirgico comun. Es también un experimento bioldgico interesante, puesto que
después del transplante, la vena esta sujeta a fuerzas fisicas que son totaimente de
caracter arterial. Muchos estudios han documentado las alteraciones estructurales en el
tiempo, de la pared venosa. Brevemente, los cambios histolégicos incluyen areas de
descamacion endotelial, edema de la media y necrosis de musculo liso vascular. Con el
tiempo (semanas a meses), se hace evidente un engrosamiento o hiperplasia de la
intima, con proliferacién y migracion de células musculares lisas, asi como cambios en
la vascularizacion y la inervacion. El espesor de la media no varia de manera notoria,
debido a que conforme esta tunica sufre una transformacion fibrosa con depédsito de
colagena, hay una disminucién relativa en el numero de células musculares lisas. Los
cambios funcionales en segmentos de bypasses venosos de animales incluyen una
disminucién progresiva en la sensibilidad vasoconstrictora a la norepinefrina y un
incremento sostenido en la sensibilidad a la serotonina. También se ha observado una
reactividad vascular y actividad miogénica aumentadas en los injertos de vena safena

(Osol, 1995).

Las controversias anteriormente descritas nos llevaron a seleccionar para su
estudio ultraestructural a la arteria coronaria y a los vasos mas comunmente usados en
la cirugia de bypass: la arteria mamaria interna y la vena safena. Este estudio pretende

aportar nuevos elementos de juicio para seleccionar el vaso mas adecuado para este
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tipo de cirugia. De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion y descritos
en el capitulo correspondiente, el vaso sanguineo mas similar a la arteria coronaria es
la vena safena, debido a que cuenta con una densidad de contactos mioendoteliales en
promedio de 71.20 contactos por mm de longitud estudiada, con un rango de 50-110
por mm, mas similar a la densidad de la arteria coronaria con un promedio de 42
contactos por mm de longitud estudiada. La arteria mamaria interna mostré una
densidad de contactos muy inferior a la de los otros vasos estudiados con un promedio
de 2.10 contactos por mm de longitud estudiada. Surge la pregunta de cual es la razén
de que un vaso venoso sea mas semejante ultraestructuralmente a la arteria coronaria
y para intentar contestarla, resultara util recordar brevemente algunos aspectos de la
embriogénsis de las arterias coronarias. Como se mencioné ya en la introduccion de
esta tesis, en el area cardiogénica se forma inicialmente por la tercera semana el tubo
cardiaco primitivo que sera el futuro corazon. Hacia la cuarta semana se forman
acumulos de células mesenquimales llamadas islotes sanguineos los cuales pronto se
transforman en un plexo vascular que se extiende sobre las diversas estructuras
embrionarias incluido el epicardio del tubo cardiaco primitivo como vasos adventiciales
tipo vasa vasorum. Para el final de la sexta semana, las arterias coronarias se han
desarrollado como brotes endoteliales que emergen del lado derecho e izquierdo de

este tubo cardiaco primitivo.

Estos nuevos vasos se fusionan con el plexo superficial original y asi se forma el

patrén de la circulacion coronaria (Corliss, 1984). Estos conocimientos de que las
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arterias coronarias se desarrollan como vasa vasorum del corazén, tal vez nos
expliquen el hecho de que la vena safena muestre mayor semejanza ultraestructural a

la arteria coronaria que la arteria mamaria interna como podria esperarse.
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Figura 7.1 Descripcién grafica de las caracteristicas estructurales de la pared
vascular en un corte longitudinal. La tunica media (M) formada por varias capas de
células musculares lisas esta separada del endotelio (E) por la ldamina elastica
interna (LEI). Cerca de la superficie celular del musculo liso que esta hacia el lado
de la adventicia (A) se observa una terminacién neuronal (N). Las flechas que se
inician en la adventicia indican el sentido de la propagacién del estimulo nervioso
longitudinal y transversalmente a través de las uniones nexus (x). Por el lado de la
superficie luminal (L), se observa un MEC a través del cual, la célula endotelial
envia sefales diversas (flecha) a la célula muscular lisa y la actividad se propaga
al resto de la musculatura también a través de uniones nexus (Modificado de
Christ y cols. 1996).
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Figura 7.2 Esquema de la relacién aferente-eferente de la célula endotelial
respecto a la célula muscular lisa vascular en que se muestra la interaccién de la
endotelina (ET) y sus receptores. Los receptores ET, y ETg en musculo liso
median la contraccion y la proliferacion muscular. Los receptores ETg en la célula
endotelial estan relacionados con la formacién de NO y prostaciclina PGl,. Estos
mediadores son responsables de la vasodilatacion a través del incremento de
GMPc y AMPc. (Modificado de Luscher, 1993).
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La fijaciéon de las muestras con glutaraldehido y su postfijaciéon con tetroxido de
osmio dio una buena preservacion de los especimenes para el estudio de los MEC's

con microscopia electrénica de transmision.

Se demostro la presencia de contactos mioendoteliales en las arterias coronaria,

mamaria interna y vena safena de ratas Sprague-Dawley y se demostré que la

naturaleza de estos contactos corresponde en todos los casos a aposiciones simples.

El espacio intercelular para los MEC's en los tres vasos sanguineos estudiados

no mostro diferencias significativas entre ellos.

Se describié por primera vez la presencia de fasciculos musculares 2n la tunica

media de la vena safena.

El vaso sanguineo con mayor densidad de MEC's fue la vena safena.

El vaso sanguineo con menor densidad de MEC's fue la arteria mamaria interna.

Desde el punto de vista de los MEC’'s el vaso sanguineo mas parecido

ultraestructuralmente a la arteria coronaria es la vena safena.



Todo vaso sanguineo que se desee utilizar como un bypass coronario debe ser
sometido a un estudio detallado de los MEC’'s mediante microscopia electrénica de

transmision.
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