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1. INTRODUCCION



1.1 HIPERPLASIA INTIMAL

La hiperplasia intimal es una respuesta celular y molecular en el endotelio vascular, caracterizada
por una proliferacion continua, anormal, excéntrica, predominantemente de células musculares
lisas. Posteriormente hay proliferacion de tejido conectivo y matriz extracelular, siendo el resultado
final la hiperplasia de la pared del vaso y la estenosis luminal. En derivaciones arteriales y accesos
vasculares| | si ns pro u nl pori nv nos pr xim un anastomosis arterial. La lesion

endotelial secundaria al trama quirdrgico y las turbulencias del flujo juegan un papel importante®.

La hiperplasia intimal fue identificada como una complicacién de las reconstrucciones arteriales
s 1906, u n o C rr Iy Guthri obs rv ronl form i n un “ ngros mi nto tr nslt i 0"
semejante al endotelio en las anastomosis de injertos venosos implantados en arterias.
Habitualmente la hiperplasia intimal se presenta como una reaccién normal al trauma endoluminal

pero puede ocurrir fisiolégicamente como se observa en el sitio de cierre espontaneo del conducto

arterioso después del nacimiento.

El proceso de hiperplasia intimal envuelve una cadena de reacciones celulares, moleculares e
inmunolégicas, que varian en su intensidad y expresion dependiendo el tipo de trauma inicial, de la

localizacién en el sistema arterial o venoso y de factores asociados’.

Una limitaciéon importante de las intervenciones vasculares periféricas para el tratamiento de
lesiones isquémicas es que inevitablemente dafian a los vasos. Mas del 20% de todas las
intervenciones fallan debido a estenosis. La falla ocurre en una etapa temprana (en las primeras
horas) debido a problemas técnicos y mas tarde (1-12m s s) bio | “i triz’in ui  por
lesion. En etapas mas avanzadas (> 12 meses) la falla resulta a causa de aterosclerosis

subyacente.



El trauma directo a la pared arterial provocado por diseccion, tension, suturas o angioplastia
provoca invariablemente una denudacion del endotelio, o cual promueve |la apoptosis de células
musculares lisas. Esta agresién al endotelio ademas provoca la deposicion inmediata de plaquetas

en el sitio secundario a la liberacion de factor de crecimiento derivado de plaquetas.

La inflamacién es un proceso fundamental en la generacion de hiperplasia intimal. La adhesion y
migracién leucocitaria también parece depender de la funcidén plaquetaria. Ademas los
conglomerados plaquetarios funcionan como un andamio sobre el cual las células de musculares

lisas migran, sintetizan y degradan los componentes de la matriz extracelular.

La secuencia de eventos posterior a una lesion inducida por balén se resume en la Figura 1. En
una etapa inicial (primeros 30 minutos) hay pérdida de hasta el 70% de células musculares lisas

(CML) de la capa media posterior al inicio de su apoptosis.

A las 12 horas, se produce un pico de liberacion factor de crecimiento derivado de plaquetas y
radicales libres. Este factor de crecimiento es un quimioatrayente importante que estimula la
migracién de CML de la capa media hacia la capa intima principalmente dentro de los primeros 7
dias, siendo su maxima actividad hacia el séptimo dia, tiempo en el cual tasa de proliferacion de
estas células aumenta del 0,06% antes de la lesion al 10% - 40%. Las células musculares lisas aun

viables pasan del estado fenotipico contractil (quiescente) hacia el de sintesis.

En la capa media la actividad de las CML vuelve a su estado basal a las cuatro semanas, a partir
de este punto comienza el proceso de remodelacion endotelial en donde las metaloproteinasas
juegan un papel primordial3. Finalmente las CML en la superficie endoluminal sin endotelizar

contintan proliferando a baja velocidad.



= Apoptosis CML

& Liberacion de PDGF / Agregacion
plaquetaria

Migracién / Proliferacién (CML)

“ Remodelacién endotelial /
Produccién de MEC

Secuencia de eventos posterior a una lesién endotelial. CML (células musculares lisas).

MEC (matriz extracelular).

1.2 LA MAGNITUD DEL PROBLEMA CLINICO

La hiperplasia intimal produce estenosis en las venas usadas como injerto para derivaciones
arteriales en pacientes con patologia aterosclerdtica o en la porcion venosa de fistulas
arteriovenosas usadas en pacientes con hemodialisis. La estenosis y trombosis son las causas

mas frecuentes de falla de una derivacién arterial o acceso vascular.

1.2.1 HIPERPLASIA INTIMAL EN INJERTOS ARTERIALES

Las reconstrucciones arteriales en las cuales se usa un injerto venoso habitualmente fallan a
causa de estenosis y trombosis secundaria. La incidencia de este resultado desfavorable a
dos afios es tan alto como 30% después de derivaciones femoropopliteas en las cuales se
utiliza vena safena como injerto autélogo. La hiperplasia intimal con acumulacién de células
musculares lisas y matriz extracelular con evidencia de intensa proliferacion y apoptosis

celular es la principal causa de falla en este tipo procedimientos“.



1.2.2 HIPERPLASIA INTIMAL EN ACCESOS VASCULARES

En la poblacién que requiere terapia sustitutiva de la funcion renal, la cual se estima en
aproximadamente 230,000 pacientes en Estados Unidos, la hiperplasia intimal que
condiciona falla del acceso vascular representa una de las principales causas de morbilidad
en este grupo poblacional. En este pais los costos relacionados a la falla del acceso vascular

se calculan en mas de un billén de dolares al afio’.

Segun los estandares de tratamiento en pacientes no candidatos a trasplante renal, la
hemodidlisis es el tratamiento mas adecuado. Para realizar este tipo de terapia de
sustitucion renal el paciente debe de tener un acceso vascular que permita el intercambio de

sangre entre el paciente y la maquina de hemodialisis con un adecuado flujo y presién. 6

El acceso vascular ideal debe de reunir, al menos tres requisitos: permitir el acceso seguro
y continuo al sistema vascular, proporcionar flujos suficientes para suministrar la dosis de
hemodialisis programada, y carecer de complicaciones. Existen diferentes tipos de acceso:
fistula arteriovenosa, injerto vascular protésico y catéter central.” La fistula arteriovenosa es
una anastomosis que se realiza entre una arteria y una vena®. Segun las guias NKF-KDOQI
(2006), el mejor acceso vascular es la fistula arteriovenosa autéloga, recomendando utilizar
este tipo de acceso en mas del 65% de pacientes en una unidad de hemodidlisis. La base de
esta preferencia son las bajas tasas de complicaciones (episodios de infeccidn, trombosis,
salvamento de acceso), hospitalizaciones y muerte comparando fistulas autélogas con

catéter venoso y fistulas con injertog.

Se ha estimado que la disfuncion de accesos vasculares es responsable del 20% de todas
las hospitalizaciones en pacientes con hemodidlisis. A pesar de ser el acceso ideal las
fistulas arteriovenosas autologas tienen un indice de permeabilidad primaria al afio variable,

oscilando entre el 40 y el 80%"°.



Las causas de disfuncién temprana del acceso vascular son falla técnica, deficiente
planeacion  preoperatoria, patologia cardiovascular concomitante (principalmente
insuficiencia cardiaca) y referencia tardia al servicio de nefrologl’a”. Sin embargo, dentro de
éstas, la principal causa de disfunciéon de un acceso vascular es la estenosis venosa como

resultado de hiperplasia intimal'.

1.3 FISIOPATOLOGIA DE ESTENOSIS EN DERIVACIONES ARTERIALES Y ACCESOS

VASCULARES

Cuando una vena es implantada en un sistema de alto flujo y presion ocurre necesariamente
denudacién del endotelio que sera mayor o menor dependiendo de las condiciones de preparacion
del injerto, el trauma durante la diseccidn, la presién utilizada para la dilatacion del conducto y el
tipo de solucién utilizada. El engrosamiento intimal es mayor en la porcion venosa de una
anastomosis arterial. La velocidad del flujo esta directamente relacionada con el estrés de cizalla y

el estrés tensional sobre el endotelio venoso favoreciendo la adhesion de plaquetas y leucocitos .

Normalmente las células musculares lisas de la capa media se encuentran en una fase inactiva.
Estas son células bien diferenciadas y se caracterizan por tener en su estructura abundantes
proteinas contractiles predominantemente actina y miosina, pero con pobre reticulo endoplasmico
rugoso. Después del trauma, las células musculares adquieren un abundante reticulo

endoplasmico e inician la sintesis de matriz extracelular™.

1.3.1 DIFERENCIAS EN LA GENERACION DE HIPERPLASIA INTIMAL ENTRE ARTERIAS

Y VENAS

Mucha de la investigacion actual sobre hiperplasia intimal se enfoca en estos procesos en
rtris jno Isvns n |l“%trol o | biologi v sulr, nl obsuri .Ls

venas son estructural y funcionalmente diferentes de las arterias'®.



Tanto las venas como las arterias estan constituidas por las mismas capas, la capa intima
que contiene células endoteliales, la tunica media que estd compuesta por células
musculares lisas, elastina y colageno; y la capa mas externa o adventicia que contiene

fibroblastos, colageno y elastina.

Sin embargo existen diferencias importantes en las venas. Constituidas por una capa de
células musculares mas delgada comparada con las arterias pero teniendo la capacidad de
almacenar el 70% del volumen circulante, las venas son importantes reguladores de la

homeostasis cardiovascular'®.

Debido a estas diferencias estructurales, existen también diferencias importantes tanto en
la contractilidad como en las propiedades sintéticas de arterias y venas las cuales pueden
impactar de forma significativa en la funcién cardiovascular. En las venas la contracciéon en
respuesta a receptores agonistas es menor comparado con la respuesta de las arterias. El
tiempo requerido para alcanzar su contraccion maxima es mas corta para una vena que para
una arteria. Se han encontrado diferencias significativas en la produccion de especies

reactivas de oxigeno y marcadores de estrés oxidativo.

Diferentes resultados de arterias y venas usados como injertos en derivaciones arteriales
ha impulsado la investigacion comparando estos dos tipos de vasos sanguineos y los
factores que pueden influenciar su permeabilidad a largo plazo. El mejor ejemplo para este
concepto son los resultados de injertos de vena safena comparados con injertos de arteria

mamaria interna para puentes coronarios.

La vena safena mayor y la arteria mamaria interna se han utilizado de forma frecuente y
rutinaria como injertos en cirugia de puentes coronarios para patologia aterosclerdtica’. La

vena safena autéloga es el injerto utilizado con mas frecuencia debido a su localizacion,



longitud y facil procuracion, sin embargo a costa de permeabilidades mas reducidas debido a
una tasa mas elevada de estenosis. Después del primer afio de revascularizacion
miocardica mas de 15% de los injertos venosos se encuentran ocluidos'’. A partir del primer
afo las tasas de trombosis son tan altas como 4% por afo, resultando Unicamente 50% de
permeabilidad primaria a 10 afios de la cirugia'®. En contraste con la vena safena, la arteria
mamaria interna ha demostrado tener mas resistencia a la estenosis con tasas de

permeabilidad tan altas como 80% a 10 afios después del procedimiento19.

Después del implante en la circulacion arterial el endotelio venoso es expuesto a
importantes cambios hemodinamicos. Estos incluyen alta presién pulsatil en el endotelio no
adaptado20 y de forma secundaria esto resulta en la secrecion anormal de agentes
vasoprotectores entre ellos prostaciclina y &xido nitrico. La exposicion de la matriz
subendotelial facilita la deposicién de leucocitos, plaquetas y citocinas que inducen la
diferenciacién de células musculares lisas desde un fenotipo contractil hacia un fenotipo

proliferativo, invasivo y secretor?".

Es importante reconocer que las células musculares lisas de venas y arterias son
estructuras derivadas de diferentes origenes embriolégicos y exhiben distintas
caracteristicas moleculares®. Las células del endotelio venoso tienen una tasa de
crecimiento mas alta comparadas con su contraparte tanto en estado basal en respuesta a
estimulos mitogénicos®. La funcién del endotelio también es diferente en venas comparadas
con arterias. El endotelio venoso produce menos prostaciclina24 y oxido nitrico® que el

endotelio arterial.

Otro de los eventos criticos que aumentan el riesgo de hiperplasia del endotelio venoso es
la fase de procuracién y preparacion del injerto venoso. Esto incluye la exposicion aguda a
fuerzas tensionales mecanicas, la distensiéon del conducto inducida por el cirujano para

identificar fugas de ramas adyacentes y la exposicion a soluciones acidas. En estos

10



escenarios los factores de crecimiento se producen de forma exponencial en el endotelio

Venoso.

Con estas diferencias en la estructura vy fisiologia de las venas, tedricamente representan
un endotelio con mas predisposicion a desarrollar hiperplasia intimal que las arterias. Asi
mismo las diferencias mas importantes en expresién basal génica entre arterias y venas se

refleja en moléculas de sefalizacion: Eph-B4 en venas and Ephrin-B2 en arterias®.

1.3.2 PASOS PARA EL DESARROLLO DE HIPERPLASIA INTIMAL VENOSA

Los eventos mas importantes para el inicio de la patogénesis de |a hiperplasia intimal venosa

son?’:

A. Lesién quirdrgica en el momento de la creacion de la anastomosis vascular debido

a que la vena es frecuentemente elongada y manipulada

B. Fuerzas biomecanicas de estiramiento tangencial.

C. Fuerzas hemodinamicas en el sitio de la anastomosis arteriovenosa como

resultado de la combinacion de fuerzas de cizallamiento y turbulencia.

—_—
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D. Durante la fase permeabilidad primaria asistida, en el tratamiento de una estenosis,
la cual es habitualmente realizada con balon de angioplastia. Sin embargo este tratamiento
puede volver a inducir una lesion del endotelio y de esta forma dando paso a la generacion

de mas hiperplasia intimal y estenosis.

1.4 FUERZAS HEMODINAMICAS EN LA GENERACION DE HIPERPLASIA INTIMAL

Los cambios hemodinamicos presentes en una anastomosis arteriovenosa son muy complejos y
existen diferencias significativas dependiendo del momento y mecanismo de accién de estos

eventos fisiologicos y fisiopatologicos.

El paso de sangre a través de un sistema vascular genera dos fuerzas hemodinamicas

principalmente:

. El flujo sanguineo produce fuerzas de friccion que actuan en direccion longitudinal sobre la
superficie endotelial, expresada como fuerzas de cizallamiento (shear stress), que esta
directamente relacionada con la velocidad de flujo, la viscosidad de la sangre y el diametro del

vaso sanguineo.

. Por otro lado, la presion sanguinea genera tensién sobre la pared del vaso, generando
fuerzas radiales y tangenciales que dependen de la presién aplicada y de las dimensiones
(diametro y grosor) del vaso sanguineo. De acuerdo a la Ley de LaPlace las fuerzas tensionales
radiales son directamente proporcionales a la presién y al radio del vaso, e inversamente

proporcionales a su espesor.

Las fuerzas hemodinamicas son determinantes importantes de la homeostasis vascular. Las

fuerzas de cizallamiento inducen importantes efectos antiapoptoéticos sobre las células endoteliales,

12



mientras que un nivel basal de tensidn radial es necesario para mantener las CML en un estado

diferenciado Yy fisiologico.

Cuando se producen variaciones significativas en las fuerzas hemodindmicas se inicia un
proceso de remodelacion estructural en la pared vascular cuya finalidad es restablecer condiciones
mecanicas basales. Sin embargo al perderse el balance en este proceso de remodelacion, la

consecuencia final es la generacion de hiperplasia intimal®®.

Para estudiar los cambios hemodinamicos en una anastomosis arteriovenosa es muy importante
separar ambos mecanismos hemodinamicos debido a que son muy diferentes en cuanto a
cronologia, vias de sefializacién y fisiopatologia. El presente trabajo evalla las alteraciones mas

tempranas, enfocadas en el mecanismo fisiopatoldgico generado por fuerza tensional radial.

1.4.1 FUERZAS MECANICAS DE TENSION RADIAL

En estudios experimentales se ha demostrado que las fuerzas tensionales sobre el endotelio
Venoso en una anastomosis arteriovenosa se elevan mas de 10 veces, comparado con el

nivel basal.

Posterior a la exposicion del endotelio venoso a una presion mas alta de su nivel basal, se
modifican las propiedades estructurales y funcionales intentando restaurar la homeostasis,
un proceso denominado remodelacién vascular. La remodelacion endotelial abarca la
migracion, proliferacion y apoptosis de células endoteliales y células musculares lisas. En

fases mas avanzadas desencadena los procesos de degradacion de la matriz extracelular®.

13



1.4.1.1 Efectos morfologicos

Las fuerzas de estiramiento tangencial afectan la pared del vaso a nivel celular y
molecular. Estudios experimentales han demostrado que la tensién generada por la
presion intraluminal aumenta el espesor y la composicion de la pared3°. El estiramiento
mecanico ejercido por el aumento de la presién intraluminal favorece la hipertrofia e

hiperplasia de las CML.

1.4.1.2 Efecto en el fenotipo de las CML

Como parte de la fisiologia de la circulacion, las fuerzas tensionales radiales (dentro del
umbral fisioldgico) son esenciales para mantener el fenotipo diferenciado de las células
musculares lisas (contractil). Sin embargo cuando la presion aumenta, el fenotipo cambia

de contractil a sintético.

El fenotipo de CML arterial permanece estable a una presién relativamente mas alta en
comparaciéon con las venas, debido a que las arterias se exponen fisiolégicamente a
presiones mas altas. Siguiendo este Ultimo concepto, las venas tienen mas

predisposicién a generar hiperplasia intimal.

1.4.2 Receptores y transduccién de sefales

Los receptores sensibles a presion presentes en la superficie de CML permiten a los vasos

detectar cambios sutiles en su entorno fisico e iniciar diferentes cascadas de

mecanotransduccién segun la naturaleza del estimulo mecanico percibido. Los receptores y

cascadas moleculares son diferentes para las fuerzas de cizallamiento y fuerzas de tension

radial.

14



Las fuerzas mecanicas pueden asi iniciar cascadas de transduccion de sefales que
conducen a cambios funcionales dentro de la célula, a menudo desencadenados por la
activacion de receptores acoplados a proteina G (cizallamiento), receptores de tirosina-

cinasa (tension radial) o canales iénicos.

Las fuerzas de tension radial en las etapas mas tempranas activan receptores de tirosina-
cinasa, en donde el PDGF juega un papel fundamental. Estos cambios moleculares se
pueden detectar de una forma tan temprana como 8 minutos posterior a la lesion

vascular®’®,

1.4.3. Expresion de PDGF®’

Es importante reconocer la expresion de mediadores durante la patogénesis de la
hiperplasia intimal los cuales incluso pueden ser potenciales blancos terapéuticos. En las
fases iniciales del desarrollo de hiperplasia intimal se ha demostrado que los factores de
crecimiento constituyen importantes reguladores de la migracién y proliferacién celular. Los
factores de crecimiento mas potentes en la promocién de proliferacién y migracion celular
son péptidos que tienen la capacidad de unirse a receptores de tirosina cinasa. Los dos
factores de crecimiento mas estudiados son el derivado de plaquetas y fibroblastos. Existe
evidencia de liberacion de PDGF durante los primeros minutos de la manipulacién de células

endoteliales. FGF tiene una liberacion en etapas mas tardias.

El factor de crecimiento derivado de plaquetas fue originalmente descrito en sangre, pero
también es producido por células musculares lisas y endoteliales. Se trata de una
glicoproteina compuesta por dos cadenas de polipéptidos con peso de 27 a 31 kd. El PDGF
consiste en moléculas diméricas que pueden existir como homodimeros o heterodimeros de

dos cadenas peptidicas diferentes pero relacionadas llamadas PDGF-A y PDGF-B (es decir,

15



PDGF-AA, PDGF-BB y PDGF-AB). Las células endoteliales secretan el homodimero PDGF-
BB. PDGF es un importante mitdgeno y desempefia un papel importante en la migracién de

CML desde la capa media a la capa intima.

La produccion de este factor de crecimiento ha sido evaluada experimentalmente. Los
injertos venosos implantados en la circulacion arterial promueven una produccidén exagerada
de factores derivados de plaquetas. Cuando estos injertos son reimplantados en la
circulacion venosa, la produccién disminuye. La administracion de antagonistas contra el
factor de crecimiento derivado de plaquetas en ratas sometidas a angioplastia arterial

provocoé una reduccion del 40% de hiperplasia intimal.

Tras la liberacion de PDGF, la migracion de células musculares lisas se produce en su
mayoria dentro de los primeros 7 dias. A partir de entonces, el posterior engrosamiento
neointimal depende casi exclusivamente de la deposicién de matriz extracelular, sobre todo

estimuladas por el factor de crecimiento derivado de fibroblastos.

1.5 ESTRATEGIAS PROPUESTAS PARA REDUCCION DE HIPERPLASIA INTIMAL

De la mano de estos conceptos, es necesario proponer estrategias dirigidas a la prevencion de

hiperplasia intimal. Se han propuesto tratamientos farmacoldgicos asi como innovaciones en

cirugia abierta y endovascular, sin embargo hasta el momento sus resultados contindan siendo

controversiales®.

Posterior a una lesion vascular que denuda el endotelio, la exposicion del subendotelio y de la

capa media genera contacto directo con la sangre, un proceso altamente trombogénico, en donde

la fibrina y plaquetas son componentes clave. La adhesion plaquetaria esta mediada por integrinas

y glicoproteinas llb / llla. La agregacion plaquetaria provoca la liberacion de numerosos factores
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incluyendo el tromboxano A2, ADP, serotonina y metaloproteinasas 2 y 9. Ademas se liberan los

factores de crecimiento y quimiotacticos previamente mencionados.

1.5.1 EFECTO DE FARMACOS ANTIAGREGANTES PLAQUETARIOS

La terapia antiplaquetaria tanto en animales como en seres humanos ha demostrado la
importancia de las plaquetas en el proceso de estenosis vascular. Debido a que la
agregacion plaquetaria constituye uno de los principales factores en el inicio y
mantenimiento de la respuesta hiperplasica de la capa intima se ha propuesto utilizar

farmacos que inhiban las funciones plaquetarias para reducir la respuesta endotelial.

En estudios experimentales previos sobre farmacos antiagregantes particularmente sobre
ticlopidina y clopidogrel, se demostré la efectividad de la terapia antiagregante en la
prevencion de hiperplasia neointimal. Existen ademas farmacos aun no evaluados en el

campo de hiperplasia neointimal, tal es el caso de Cilostazol®.

1.5.2 CILOSTAZOL

Cilost zol sunfrm ohbitulmnt us o np i ntsoninsufiini rtrilr ni
y lui inintrmntnt pr mijorrl istni mxim y x nt olorqu pu n

caminar, con resultados favorables®.

Cilostazol es un derivado de 2-oxo-quinoline con actividad antitrombética, vasodilatadora,
antimitogénica y cardioténica. Su compuesto es un potente inhibidor de Fosfodiesterasa lll.
Debido a su mecanismo de accién, inhibe la agregacién plaquetaria y tiene importantes
efectos antitrombdticos in vivo. Aunado a esto, relaja las células musculares lisas ademas de

inhibir su mitogénesis y migracic')nss.
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Otros efectos farmacolégicos en arterias observados con Cilostazol son la inhibicion de la
proliferacién vascular inducida por factor de crecimiento derivado de plaquetas. Este efecto
podria ser responsable del menor nimero de restenosis coronaria observado en pacientes

tratados con cilostazol para insuficiencia arterial periférica.

Cilostazol ministr oporvi orls bsorb rpi mnt | nznol on ntr i n
m xim | s 34 hor s trs sr ministr o, ffnos n un 95-98 prot in s
pl sm ticassobr to o | Ibdmin .

En su metabolismo intervienen fundamentalmente los citocromos CYP450 y CYP3A4. Es
eliminado predominantemente por el metabolismo y la subsecuente excrecion urinaria de los
metabolitos. L s mivi limn i n s 10,5 hor s. Durnt | fs pr lini a,

cilostazol mostré niveles séricos adecuados en ratones, rata, cuyo y conejo36.

De la mano de estos conceptos, es necesario proponer estrategias para la prevencion de
estenosis secundaria a hiperplasia intimal, tanto de injertos de derivacion arterial como de
fistulas arteriovenosas para hemodialsis. Es importante reconocer las diferencias tanto en el
tipo de endotelio involucrado (arterial y venoso), asi como en la cronologia y mecanismo de

las fases de generacién de hiperplasia intimal.

2. HIPOTESIS

El uso de cilostazol reduce la formacién de hiperplasia intimal del endotelio venoso en un modelo

experimental de fuerza tensional radial.
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HIPOTESIS NULA

El uso de cilostazol no genera cambios en la formacion de hiperplasia intimal en la porcion

venosa de una fistula arteriovenosa femoral realizada en un modelo experimental.

HIPOTESIS ALTERNA

El uso de cilostazol reduce la formacion de hiperplasia intimal en la porcion venosa de una

fistula arteriovenosa femoral realizada en un modelo experimental.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las fistulas arteriovenosas autélogas y derivaciones arteriales tienen un indice de permeabilidad
primaria al afio variable, oscilando entre el 40 y el 80%. La principal causa de trombosis de la
fistula es secundario a estenosis de la porciéon venosa secundaria a formacion de hiperplasia

intimal.

4. JUSTIFICACION

A pesar de la magnitud del problema clinico ha habido escasez de intervenciones terapéuticas en
este campo, especialmente en cuanto a investigacion celular y molecular enfocada a hiperplasia

intimal en el endotelio venoso.
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5. METODOLOGIA

Se trata de un disefio experimental, prospectivo, aleatorizado y controlado.

5.1 MODELO EXPERIMENTAL DE FUERZA TENSIONAL RADIAL

La realizacion de este proyecto se llevé a cabo con el apoyo del Departamento de Cirugia de la

Facultad de Medicina UNAM.

Se trata de conejos de raza Nueva Zelanda

Clasificacion taxonémica

Orden: Lagomopha, Familia: Leporidae, Género: Oryctolagus, Especie: cuniculus

Criterios de inclusion

a) Edad: 1 afio — 2 afios

b) Sexo: Macho

c) Peso: 2 a 3 kg

Bioterio

Las condiciones ambientales del bioterio influyen de manera directa en el estado de salud del
animal, por lo que es indispensable asegurar un adecuado control de temperatura, humedad
relativa y horas luz — oscuridad de acuerdo a las necesidades de esta especie, basandose en la

Norma Oficial Mexicana 062-ZOO, referente al uso y cuidado de los animales de laboratorio.
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Alimentacion (alimento y agua)

El alimento para conejo esta constituido por nutrientes balanceados para los requerimientos o

necesidades esenciales de mantenimiento. El alimento comercial se presenta extrudizado. La

composicién nutricional de la dieta recomendada es:

. Proteina cruda: no menos de 16%
. Grasa cruda: no menos de 2.5%

. Fibra cruda: no menos de 14 %

. Cenizas: No menos de 8%

El agua debe ser potable y administrarse a libre demanda

FASE PREOPERATORIA

. Antropometria

. Medicion de signos vitales

. Ayuno de 12 hrs

. Tricotomia de la regidn quirurgica (femoral derecha e izquierda)

INDUCCION ANESTESICA

Farmaco Mecanismo Dosis Via de | Duracién Observaciones
de accion administracion
Xilacina Agonista a2 6 mg/kg IM 30 — 45 mis Sedante,
analgésico vy
relajante
muscular
Ketamina Antagonista 50 mg/kg IM 20-30 mins Produce
NMDAr profunda
sedacion y
relajacion
muscular
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MANEJO ANESTESICO TRANSOPERATORIO

Farmaco Mecanismo Dosis Via de | Duracion Observaciones
de accion administracion
Pentobarbital | Barbiturico 40 mg/kg v 40 — 50 min Anestesia
general

5.1.2 CALCULO DEL TAMANO DE MUESTRA

Se realizé el célculo de tamafio de muestra para comparar medias en dos grupos independientes

utilizando la siguiente férmula:

*¥0l \
n=n a2 *Z  *Z J
¢ e D2 \ u/_.': B)
Donde n. es el tam o mu str pr | grupo rfrni ynses del grupo on un

int rv nin Itrmtv,D=(M-M), M; es la media del primer grupo y M, es la media del segundo,
S? es la varizana de ambas distribuciones, Zz s v lor | | | s bsiss I funin

noom!| stn rn n s umul | prob bili (1-B).

Aunque la literatura en cuanto a hiperplasia intimal venosa en modelos experimentales animales,
se utilizaron datos de estudios piloto realizados en el sistema arterial de la misma especie y la
misma localizacion anatémica.

GRUPOS
Se incluyeron en el presente estudio un total de 12 conejos de la especie Oryctolagus cuniculus,

raza Nueva Zelanda, de sexo masculino, cuyos pesos variaban de 2000 grs a 3000 grs y que

fueron obtenidos del bioterio del Departamento de Cirugia de la UNAM.
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+ Dos subgrupos (6 conejos cada uno)

*  Un grupo recibié CILOSTAZOL vy el otro fue control

» El grupo experimental recibié el farmaco en dosis de 20 mg / kg, ¢/ 12 hrs. La
administracion se realizé por via oral y este proceso fue supervisado por el médico

veterinario responsable del proyecto.

5.1.3 DESCRIPCION DE LA TECNICA QUIRURGICA

Todos los conejos fueron debidamente preparados para los procedimientos quirurgicos por el
personal del Departamento de Cirugia (UNAM). Asi mismo la vigilancia y cuidados postoperatorios

también fueron supervisados por el médico veterinario responsable del proyecto.

Descripcion de la técnica quirurgica:

FASE |

Con el modelo experimental colocado en decubito supino. Colocacion de campos estériles, bajo
anestesia general. La anestesia fue inducida con la combinacion de Ketamina intramuscular (50
mg/kg de peso) y xilacina intramuscular (6 mg/kg de peso). La conduccion anestésica se realizé

con Pentobarbital (40 mg/kg).

Esta modalidad de anestesia se realizé apegandonos al squ m “Th institution | nim |

r n us ommitt Hrvrm i Ishool.

El primer paso consiste en realizar la primer toma de muestra sanguinea periférica (oreja - tiempo
0). Posteriormente se realiza incisién inguinal izquierda (por debajo del ligamento inguinal) hasta
localizar paquete neurovascular femoral. Se realiza puncion directa de vena femoral utilizando

catéter #24. S v nz gui hi rofili 0.14" h st v n v inf rior y auricula derecha bajo
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control fluoroscopico. Utilizando sistema de rapido intercambio se avanza balén de angioplastia de

20 x 4 mm. Bajo control fluoroscopico se posiciona baldén en vena femoral ipsilateral.

Se realiza insuflacion controlada a 14 atm de presion (presion de ruptura), para realizar una
lesién en vena femoral secundaria a sobre distension vascular durante 3 minutos. Utilizando este
método se logra realizar una lesién aguda en el endotelio venoso por sobredistension del 300% de

su didmetro normal.

Se retira baléon de angioplastia y posteriormente guia, bajo visién directa se realiza control
angiografico para verificar permeabilidad de sistema venoso profundo y arterias pulmonares. Se

realiza reparacién de sitio de puncién venosa utilizando prolene vascular 8-0. Finalmente se cierra

herida por planos (tejido celular subcutaneo con Vycril 4-0, piel con prolene cuticular 4-0).
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MANEJO POSTOPERATORIO

En este protocolo la vigilancia del modelo durante el periodo de recuperacion fue fundamental. Se
vigilé al modelo experimental hasta que fue capaz de incorporarse y permanecer en postura
habitual, monitorizando continuamente los signos vitales. Durante las primeras horas de

recuperacion se procuré su comodidad general cuidado la temperatura ambiental, alimento, agua y

limpieza del lecho. Evitar hipotermia utilizando mantas térmicas también fue prioridad.

CONTROL DEL DOLOR

El alivio del dolor y evitar el sufrimiento del modelo experimental también fueron son condiciones

éticas y legales imperantes en la realizacion de este protocolo. Estrategia para analgesia:

Farmaco Mecanismo  de | Dosis Via de | Duracion
accion administracion

Paracetamol Inh. PGLD 100 mgr/kg VO 12-24 h

FASE I

A las 12 horas posterior a la angioplastia venosa (tiempo tedrico de la liberacion maxima de factor

de crecimiento derivado de plaquetas) se realizé la segunda toma de muestra de sangre periférica

(oreja).

FASE Il

Al 7mo dia del procedimiento (término de la fase inicial detonante del

hiperplasia intimal), se realiza eutanasia del modelo y procuracion de

muestras.




Con el modelo experimental colocado en decubito supino. Colocacion de campos estériles, bajo
anestesia general. Se realiza en un primer tiempo quirdrgico reexploracion de herida femoral
izquierda. Se localiza paquete neurovascular femoral y se realiza procuracion del segmento venoso
femoral (con angioplastia) por encima del sitio de puncién. Se realiza procuracién del segmento
venoso. En un segundo tiempo quirdrgico se realiza exploracién de herida femoral derecha. Se
localiza paquete neurovascular femoral y se realiza procuracion del segmento venoso femoral

(control). Durante la realizacion del procedimiento se realiza toma de muestra sanguinea (dia 7).

Tabla 1. Organizacién de procuracioén por cada modelo experimental

Sangre Vena plastia Vena control
periférica Histopatologia Histopatologia
(ELISA)

PDGF

(Tiempo 0)

PDGF

(12 Horas)

PDGF
(7 Dias) w w

6. ANALISIS

6.1 ANALISIS HISTOPATOLOGICO

Se incluyeron las muestras en formol al 10% para su analisis histoldgico.

Cabe mencionar que en todos los modelos experimentales se realizd la procuracion de la vena
con plastia y ademas se procurd la vena femoral contralateral la cual sirvi6 como control

histoldgico.
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Se utilizo el Software Image J, para realizar la medicion del diametro de la circunferencia interna
y externa. De esta forma se puede realizar una medicion objetiva de la hiperplasia intimal y del

porcentaje de estenosis endoluminal generado. La realizacion de estos procedimientos fue

supervisado por un patélogo experto en el area.

Mediante esta técnica experimental se logré producir en promedio 60% de estenosis secundaria
a hiperplasia intimal durante los en los primeros 7 dias comparando la vena con angioplastia con la

vena control.

Control (dia 71

Vaso con Angioplastia (dia 7)

27



6.2 INMUNOHISTOQUIMICA

Las muestras de sangre periférica se utilizaron para medir las concentraciones séricas de PDGF-
BB, utilizando ELISA para la deteccion de anticuerpos especificos para PDGF-BB en conejo. Se

utilizé el Kit RayBio® Rabbit PDGF-BB ELISA.

6.3 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se expresaron como la media +/- error estandar (ES) de 3-5 experimentos. Se utilizd una

ANOVA de una via seguido de una prueba post-hoc de Tukey para comparacién de las medias

(P<0.05), utilizando el Software Prism Graph Pad version 5.0.

7. RESULTADOS

7.1 EL MODELO EXPERIMENTAL

Mediante un modelo de angioplastia venosa se logré reproducir los eventos detonantes de las
primeras fases en el desarrollo de hiperplasia intimal. Estos cambios se reflejaron a nivel sistémico
e histopatoldgico. La experiencia del manejo del conejo como modelo experimental cumplio las
expectativas técnicas y esto aunado a la ausencia practicamente total de complicaciones (0% de

mortalidad, 0% de morbilidad)
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7.2 CAMBIOS HISTOPATOLOGICOS SECUNDARIOS A UNA LESION VASCULAR POR

SOBREDISTENSION DEL ENDOTELIO VENOSO

Con el modelo experimental propuesto se logré reproducir a nivel histopatolégico los cambios

relacionados a hiperplasia intimal durante los primeros 7 dias. El promedio de estenosis generada

con la angioplastia venosa fue de 60 % comparando con el modelo control con el experimental.

Al comparar el grupo experimental y el grupo control se observé una diferencia estadisticamente

significativa observandose menor porcentaje de estenosis luminal en el grupo experimental de

conejos tratados con cilostazol.

150000+

50000+ I

Venous Intimal Hyperplasia
Total area (mm?)

Valores crudos expresados en mm? comparando el grupo control (sin

farmaco) y el grupo experimental
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Venous Intimal Hyperplasia

Total area (mm?)
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Valores crudos expresados en mm? comparando el grupo control (sin

farmaco), el grupo experimental y el grupo con endotelio venoso NORMAL

7.3 EVALUACION DE LOS NIVELES SERICOS DE PDFG CON TECNICA DE ELISA

En ambos grupos e evaluaron los niveles séricos de PDGF-BB en tres periodos cronolégicos

diferentes (Basal, 12 horas y 7 dias).
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7.3.1 GRUPO CONTROL

A las 12 hrs después de la lesion vascular se observd aumento significativo en los niveles séricos

de PDGF-BB. Estos niveles volvieron a las cifras basales hacia el séptimo dia. Estos hallazgos

coinciden con la informacion reportada en la literatura.

e
(o]
1

*

g
(2]
1

Ig (PDGF-BB(pg/ml))
=) =)
N i

0.0~ T
Q) o
AN \q,\
Angioplasty Time

7.3.2 GRUPO EXPERIMENTAL

GRUPO CONTROL

Niveles de Ig para factor de
creciemiento derivado de
plaquetas-BB (pg / ml) en 3
periodos diferentes (Oh, 12hy 7
dias).

Los experimentos por grupo * p
<0,05 indican diferencias con
respecto al control. Se utilizd
ANOVA de una viay
posteriormente una prueba
post-hoc de Tukey para
comparacion de medias.

En el grupo de conejos tratados con cilostazol hubo una reduccién significativa en los niveles

séricos de PDGF-BB a las 12 horas de la lesion vascular y estos cambios persistieron hasta el

séptimo dia.
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GRUPO
EXPERIMENTAL

Niveles de Ig para factor de
creciemiento derivado de
plaquetas-BB (pg/ ml) en 3
periodos diferentes (Oh, 12hy 7
dias).

Los experimentos por grupo * p
<0,05 indican diferencias con
respecto al control. Se utilizd
ANOVA de una viay
posteriormente una prueba
post-hoc de Tukey para
comparacion de medias.

Se compararon los hallazgos del grupo control (sin farmaco) y experimental (cilostazol). Se

encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos, los cuales fueron mas

evidentes a las 12 horas de la lesidon vascular, aunque también se encontré diferencia

estadisticamente significativa en el séptimo dia.

Ig (PDGF-BB(pg/ml))

-~ Control
- Cilostazol

0.8-
*

0.6+
0.4~

*
0.2+
0.0 T T

Angioplasty Time

GRAFICA COMPARATIVA
ENTRE GRUPO
CONTROLY
EXPERIMENTAL

Niveles de Ig para factor de
creciemiento derivado de
plaquetas-BB (pg / ml) en 3
periodos diferentes (Oh, 12hy 7
dias).

Los experimentos por grupo * p
<0,05 indican diferencias con
respecto al control. Se utilizd
ANOVA de una viay
posteriormente una prueba post-
hoc de Tukey para comparacion
de medias.
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8. DISCUSION

Posterior a una angioplastia con balén en el endotelio venoso se crea una obvia lesion vascular.
Esta lesion genera denudacion de las células endoteliales. Inmediatamente después de la lesion se
adhieren y de granulan plaquetas dentro del vaso afectado. Las células musculares lisas inician su
proliferaciéon en la capa media aproximadamente en las primeras 12 horas después de la lesion.
Durante los cuatro dias siguientes las células musculares lisas migran hacia la capa intima donde

algunas de ellas continuan proliferando generando estenosis del lumen del vaso.

Posteriormente existe deposicion de matriz extracelular alrededor de la capa intima, lo cual
agrava la estenosis. Se ha demostrado que uno de los eventos que regula las fases iniciales de
proliferacién de células musculares lisas en la capa media y su migracion a la capa intima es
detonado por el factor de crecimiento derivado de plaquetas el cual es liberado de plaquetas y

células endoteliales.

Después de una lesién vascular secundaria a fuerzas de tensién radial, la matriz extracelular se
encuentra desorganizada, las células pierden contacto entre ellas y entran en apoptosis. Para
compensar aquellas células que sobreviven a la lesion inicial, los factores de crecimiento facilitan el

engrosamiento de la capa intima.

Una pregunta que surge a raiz de estas observaciones es si alguno de estos mediadores tiene
un papel mas importante en la formacion de hiperplasia intimal, siendo esto fundamental debido al
interés en desarrollar blancos terapéuticos para mejorar la permeabilidad de injertos venosos y
fistulas para hemodialisis. Existe numerosa informacion experimental la cual sugiere que el factor
de crecimiento derivado de plaquetas es especialmente importante. Esto fue comprobado en
nuestro trabajo en donde se observé mayor concentracion sérica y de igual importancia, se

observé una correlacion con los hallazgos histopatolégicos.
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Con base en estos hallazgos el bloqueo tedrico del factor de crecimiento derivado de plaquetas
puede generar prevencion y disminucion efectiva de la hiperplasia intimal debido que afecta tanto
la proliferacién como la migracion de células musculares lisas. Este concepto se reflejo en los
cambios sérico e histoldgicos en el grupo experimental, y cuya causa se atribuye al bloqueo de la

agregacion plaquetaria secundario a los efectos farmacoldgicos de Cilostazol.

Por otro lado estudiar la cronologia de la generacion de hiperplasia intimal fue un punto
fundamental en la realizacién de este trabajo. Se ha demostrado pérdida aguda de células
endoteliales en la capa media como de forma tan temprana como 20 minutos posterior a una lesién
del endotelio inducida por distensién con baldn. Asi mismo, se han observado numerosas células
apoptoticas en la capa media tan temprano como 30 minutos después de la insuflacion y un 70%

de pérdida en la celularidad evidente después de 90 minutos de la lesion.

De hecho se ha demostrado la actividad de sefales mediadoras apoptéticas las cuales se
encuentran significativamente elevadas después de 10 minutos de una lesion vascular por

elongacion del endotelio.

De la mano de estos conceptos la intencién de este trabajo fue precisamente estudiar los efectos
de la agregacion plaquetaria usando cilostazol durante las fases mas tempranas de la formacién de
hiperplasia intimal venosa. Como pudimos observar cilostazol bloqueé de forma significativa PDGF
en las primieras 12 horas (pico teérico de liberacion) y esto asociado a también a la reduccion en el

porcentaje de hiperplasia intimal a nivel histopatolégico.

9. CONCLUSION

A pesar de los innumerables ensayos clinicos basados en el sistema arterial sorprendentemente

pocos estudios han evaluado profundamente los mecanismos de reparacion de una lesién vascular
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en el endotelio venoso. En particular existe poca formaciéon en cuanto al patrén, tiempo, curso y

mecanismos moleculares fisioldgicos y patoldgicos que son la base de este proceso.

Los mecanismos de generacién de hiperplasia intimal en una fistula arteriovenosa o derivacién
arterial son diferentes tanto en mecanismo de accion y cronologia, por lo que la mejor estrategia es
estudiar estas fases por separado y en forma especifica. La generacién de hiperplasia intimal tiene
vias de sefalizacion molecular diferentes dependiendo su mecanismo fisiopatolégico (Stretch /
Shear stress). En este trabajo nos enfocamos en estudiar los mecanismos durante las primeras

etapas de generacién de hiperplasia intimal enfocados en el PDGF como principal mediador.

El uso de Cilostazol demostré una reduccion significativa de hiperplasia intimal posterior a una
lesion vascular de un endotelio venoso durante su fase mas temprana. Esto fue asociado a una
disminucion significativa en los niveles séricos de PDGF, asi como en el porcentaje de estenosis
intraluminal reflejados en los hallazgos histopatoldgicos. La principal importancia es que a raiz de
estos resultados se pudiera considerar al uso de cilostazol como una estategia terapéutica lo que

podria justificar la realizacién de un ensayo clinico controlado.
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