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RESUMEN

Efecto de Paclitaxel comparado con cilostazol, sobre la expresion de HIF-
1ALPHA, PDGF, la cantidad de actina y el grosor de hiperplasia intimal a los

primeros 7 dias, en un modelo experimental.

Objetivos: Comparar las mediciones en milimetros cuadrados, del grosor de la
hiperplasia intimal, en cortes histolégicos de venas femorales de conejos de Nueva
Zelanda, una semana después de haberlas sometido a barotrauma mediante un
modelo de fuerza tensional radial intravascular, en un grupo control al que se realizé
angioplastia con balén mas administracion via oral de Cilostazol y un grupo
experimental al que se realiz6 angioplastia medicada con Paclitaxel.

Materiales y Métodos: Estudio experimental, de no inferioridad entre dos farmacos:
Cilostazol y Paclitaxel, el intervalo de la diferencia entre ambos farmacos planteada
fue de 0.21 mm?.

Resultados: fueron obtenidas 14 muestras de conejos en el grupo de cilostazol y
14 en el de Paclitaxel. El area de la luz vascular para el grupo de cilostazol fue 1.17
mm? (DE 1.02, IC 95% 0.56 a 1.77 mm?) y para el grupo de Paclitaxel de 1.10 mm?
(DE 1.0, IC 95% 0.47 a 1.72 mmz), el area de hiperplasia intimal para el grupo de
cilostazol fue de 0.33 mm? (DE 0.15, IC 95% 0.24 a 0.42 mm?) y para el grupo de
Paclitaxel de 0.31 mm? (DE 0.14, IC 95% 0.22 a 0.40 mm?). El Paclitaxel y el
cilostazol tuvieron una reduccion en la expresion de la hiperplasia intimal de 61% y
63% respectivamente. La diferencia entre ambos farmacos fue de 0.0193 mm? (IC
95% -0.1175 a 0.156 mm?).

Conclusioén: El Cilostazol es no inferior al Paclitaxel en la inhibicién de Hiperplasia
intimal en venas femorales de conejos de Nueva Zelanda, cuando se realiza la

medicion 7 dias después de haberles realizado barotrauma mediante angioplastia.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en los paises
desarrollados, en México dichos padecimientos predominan entre la poblacién
adulta representando de igual manera, la principal causa de morbimortalidad
general '. En 2004, se realizaron en Estados Unidos mas de 6 millones de
procedimientos cardiovasculares con la finalidad de disminuir la mortalidad
asociada a padecimientos vasculares: se estima que se realizaron 1.2 millones de
angioplastias, 0.4 millones de bypass y 1.4 millones de procedimientos de
cateterizacion diagnostica. El costo de las enfermedades cardiovasculares y los
accidentes cerebrovasculares en los Estados Unidos fue de 431.800 millones de
ddlares en el afio 2007 2. Desafortunadamente en nuestro pais no contamos con los
mismos datos estadisticos.

Por su parte, la patologia venosa no se queda atras en cuanto al impacto en la salud
mundial, la trombosis venosa profunda representa la primera causa de
morbimortalidad prevenible en pacientes hospitalizados; la complicacion mas grave
es la Tromboembolia pulmonar, catalogada como la tercera causa de muerte
vascular después de la cardiopatia isquémica y el evento vascular cerebral;
representando el 5% de muertes totales en la poblacion mundial. Ademas, el uso
continuo de venas en técnicas quirurgicas de tipo arterial y debido al propio
entendimiento de las manifestaciones clinicas de la enfermedad venosa, se ha
hecho hincapié en la importancia de estudiar de igual manera el funcionamiento de
la pared de las venas, su respuesta al estimulo quirurgico y complicaciones pos
procedimientos >.

Para tratar de entender la fisiopatologia de la enfermedad cardiovascular, es
necesario remontarse a los elementos anatomo-fisiolégicos que se ven implicados
en la enfermedad vascular oclusiva cronica. La estructura de los vasos sanguineos
esta determinada por 3 componentes principales: el elemento mas interno se
denomina intima, una capa media o muscular y la porcion mas externa se llama
adventicia. El endotelio vascular es el recubrimiento celular especializado ubicado

en la capa intima, en contacto e interaccion con el torrente sanguineo. Se encarga



de complejos sistemas de regulacidn del tono vascular, agregacién plaquetaria,
coagulacion, flujo sanguineo, respuesta a estrés intra y extravascular, expresion de
diferentes sustancias y ademas funciona como barrera fisica, separando los
elementos de la sangre de las moléculas que componen la matriz interna. Las
células endoteliales producen moléculas de adhesién que interactuan con el
citoesqueleto intracelular, permitiendo el intercambio selectivo de moléculas entre
la sangre y el tejido vascular. El endotelio de igual manera sintetiza anticoagulantes
(por ejemplo, heparina, trombomodulina, prostaglandina 12 [PGI2] y el factor de
transcripcion Kruppel-2) para mantener una superficie luminal libre de trombos.
También es responsable de la expresion de vasodilatadores como la PGI2 y el 6xido
nitrico (ON), sustancias que controlan la activacion, adhesion y agregacidon
plaquetaria. Es importante sefalar, que el ON inhibe la secrecion de mediadores
quimicos y moléculas de adhesion de células inflamatorias, incluyendo la molécula
de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) y la molécula de adhesion celular vascular-1
(VCAM-1). Se han descrito mas de sesenta funciones del endotelio vascular, sin
embargo, algunas reacciones especificas, son las que jugaran un papel importante
en la fisiopatologia de la hiperplasia neointimal *®.

Por su parte, la capa media venosa esta conformada por células de musculo liso
(CML), en menor cantidad, comparada con el sistema arterial. La estructura y
funcién de la capa media estan regulados por diferentes mecanismos encaminados
en mantener un bajo indice de migracion celular, proliferacién y apoptosis (estado
quiescente). Por ejemplo, el factor de crecimiento de transformacién-8 disminuye la
mitogénesis de las CML y asi estabiliza la matriz extracelular. Ademas, la heparina
del endotelio neutraliza el factor de crecimiento de fibroblastos para de igual
manera, regular la proliferacion celular. Las lesiones o cambios en dichos
ambientes, pueden aumentar las tasas de proliferacion, migracion, diferenciacién o
apoptosis de las células que le conforman .

La adventicia es la capa mas externa de la pared vascular y generalmente es mas
gruesa en venas de mayor calibre. Las células del musculo liso de la capa media,
orientadas longitudinalmente se intercalan con fibras de colageno y elastina en esta

capa. En comparacion con la vasa vasorum de las arterias correspondientes, es



mucho mas extensa en las venas, posiblemente por la tension de oxigeno que es
menor en la sangre venosa °.

Estas conformaciones estructurales, dotan de caracteristicas propias a las venas
respecto a las arterias, otorgandoles el atributo de vasos de capacitancia. Una vena
relajada puede aumentar su diametro en un 200% como respuesta a un discreto
aumento en la presion transmural de 0 a 10 mmHg. Este aumento refleja un cambio
en la geometria venosa, cambiando de una forma elipsoidal con paredes casi
coaptadas a una circular, ampliando enormemente el area de seccion transversal e
incluso la longitud del vaso. La diferencia entre la presion intraluminal que actua
para expandir una vena y la presion tisular que actua para colapsarla se denomina
presion transmural. La abundancia de colageno en la adventicia y la falta de elastina
en la media, hacen de las venas un reservorio capaz de albergar el 60% al 80% del
volumen sanguineo total °.

Los cambios en la capacidad venosa se modulan pasivamente (por distension y
retraccion), y activamente (por cambios en la actividad de los musculos lisos de las
paredes de las venas). La actividad del musculo liso es, a su vez, controlada por el
sistema nervioso simpatico '°. En condiciones fisioldgicas, el flujo sanguineo venoso
es laminar y genera en promedio 1 a 6 dinas/cm2 de fuerza de cizallamiento sobre
la pared, difiriendo de las arterias, donde el flujo genera fuerzas de 15 dinas/cm2.
Las células endoteliales detectan esta fuerza de cizallamiento fisiolégico, liberando
mediadores como el ON vy el factor 2 de Kruppel para mantener en reposo a las
células del musculo liso y asi la homeostasis de toda la pared del vaso. Por ende,
una fuerza de cizallamiento baja, acelera el crecimiento y grosor de la intima, ya
que las células endoteliales responden a estas condiciones hemodinamicas
elaborando moléculas de adhesion, citocinas proinflamatorias y otras sustancias
bioactivas que aumentan la proliferacién celular y la acumulacion de matriz
extracelular. Por otro lado, el aumento del flujo sanguineo en los vasos con una
capa intima engrosada ya establecida, induce la regresion intimal. Aunque los
mecanismos exactos aun no se han dilucidado por completo, estudios
experimentales sugieren que una fuerza de cizallamiento alta cambia los

mediadores celulares de un estado proinflamatorio a uno antiinflamatorio, regulando



la diferenciacion del crecimiento intimal. En la anatomia venosa, es esperada una
fuerza de cizallamiento baja, y esta condicion fisioldgica del flujo, puede ser una de
la condicionantes por las cuales, los procedimientos quirurgicos de reconstruccion
venosa tienen menores tasas de permeabilidad comparados con los procedimientos
arteriales. Sin embargo, no parece ser el unico mecanismo implicado en el

5,11

crecimiento de la capa intima venosa (Figura 1).

Figura 1. Diferencias histologicas entre una arteria y una vena.

Corte transversal de segmento de vena y arteria femorales de un conejo de Nueva Zelanda con
tincion de H&E (aumentada 40 veces). Se observan las diferencias morfolégicas entre la vena (a la
izquierda) y la arteria (a la derecha).

Cuando se pierde el equilibrio entre las funciones del endotelio, se activan
complejos mecanismo encaminados a reparar la estructura y funcion vascular. Al
crecimiento hacia la luz vascular de la capa intima, se denomina hiperplasia intimal
(HI); resulta de la migracion y proliferacion de células musculares lisas al espacio
sub endotelial, asi como deposicién de componentes extracelulares en el sitio de
lesion intimal. Esta respuesta aparece al haber cambios hemodinamicos en los

vasos implicados; como respuesta a un mecanismo activador, por ejemplo, la



manipulacién del endotelio o el barotrauma 2.

Se estima que las lesiones
hiperplasicas se presentan en 5 al 30% de las reconstrucciones terapéuticas
vasculares invasivas, incluyendo la angioplastia, y representa la principal causa de
falla de un procedimiento de revascularizacion a mediano y largo plazo. La pérdida
de luz vascular es proporcional a la proliferacion del tejido de neoformacion intimal
y como resultado, afecta las tasas acumuladas de permeabilidad primaria para los
procedimientos quirurgicos y endovasculares. La tasa de reestenosis intra-stent
después de una angioplastia coronaria es del 10% al 60%, en el sector iliaco la
permeabilidad disminuye al 76%, 59% y 49% a 1, 3 y 5 afios respectivamente,
debido a la hiperplasia intimal . En el caso del bypass periférico, la tasa de
reestenosis a un afo es de 30%, y del 50% para la angioplastia en el sector
femoropopliteo™. En la endarterectomia carotidea o stents carotideos la hiperplasia
intimal se presenta en el 5.8% de los casos, a 1 afio. Finalmente, el 60% de las
fistulas arteriovenosas creadas como accesos vasculares para hemodialisis, no
maduran ya que los procesos obliterantes por hiperplasia cercanos a la
anastomosis, se asocian con la mitad de estos fallos. De forma similar, la durabilidad
de los injertos protésicos, sigue siendo deficiente debido justamente a la hiperplasia
intimal en el flujo de salida '°.

Aunque molecularmente este proceso comienza inmediatamente después de la
lesion endotelial que acompana al procedimiento quirurgico, las manifestaciones
clinicas o hemodinamicas aparecen semanas después '°.

La HI es un fendmeno complejo cuya comprension total aun no se ha logrado. Sin
embargo, se ha identificado la participacion de procesos inflamatorios, de citosinas
estimulantes de crecimiento y proliferacion celular (como Interleucina uno beta [IL-
1B], factor de necrosis tumoral-a [FNT-a], Factor de crecimiento derivado de
plaquetas [PDGF], factor de crecimiento transformante- [TGF-], factor inducible
por hipoxia [HIF-1alpha] y de quimiocinas, por ejemplo, IL-8 y proteinas monociticas
quimioatractivas [MCP]), disfuncion endotelial, diferenciacidon y migracion de células
de musculo liso (CML), asi como cambios transcripcionales en diferentes grupos

celulares.



Fisiopatologia de la Hiperplasia Intimal

La hiperplasia intimal es un proceso sumamente complejo que involucra varios
tejidos (perivascular, pared vascular y sangre), numerosas lineas celulares y
multiples vias de interaccion molecular. Aunque mucho se ha aprendido en las
ultimas décadas, aun no se comprende del todo este fenomeno. El paradigma actual
se basa en el postulado de que la hiperplasia intimal es una respuesta vascular a la
lesion, con eventos celulares y moleculares similares a la cicatrizacion de heridas
en otras regiones del organismo "’.

Cuando un vaso se manipula o se somete a una fuerza de sobre expansion, se
produce una ruptura celular denominada denudacion endotelial y ocurre ademas un
cambio en la geometria del vaso; el cual, en las venas va de una forma elipsoidal a
una circular y posteriormente a una elongacion de la vena. Al someterse a presion,
el endotelio rompe su estructura aislante, hay muerte celular y contraccion de las
células sobrevivientes, lo que permite el contacto de elementos del torrente
sanguineo con la matriz extracelular (capa donde descansan las células
endoteliales e implicada en la respuesta proliferativa) '8 La denudacion o disfuncion
endotelial da como resultado una reduccion de factores antitromboticos (por
ejemplo, ON, prostaciclinas, y activador del plasminégeno tisular), expresion de
moléculas de adhesién para monocitos, macréfagos y plaquetas. Estas Gltimas
cuando se activan, liberan varios mediadores vasoactivos tales como la serotonina
y el tromboxano A2, que a su vez estimulan la proliferacion de CML '°. La
inflamacion producida por monocitos, aumenta la cantidad de proteinas
quimiotacticas, moléculas de adhesion, interleucinas y proteina C reactiva. Las CML
expresan proteinas promigratorias como metaloproteinasas de matriz (MMP),
especialmente MMP-2 o MMP-9, que sirven para degradar colageno, fibronectina,
laminina y fibrina reticulada; de esta manera las CML puedan migrar de la media a
la intima 2°?. Ademas de la migracion de CML provenientes de la tunica media, se
han identificado células de otros sitios como la adventicia, el tejido perivascular,
células madre provenientes de meédula 6sea y células inflamatorias. Una vez
reclutadas en la lesion intimal, obtienen un fenotipo similar al de las células del

musculo liso mediales, haciéndolas indistinguibles unas de otras.



Como resultado de estos procesos, la hiperplasia neointimal se forma mediante
proliferacion y migracién de CML a la intima, asi como sintesis de una nueva matriz
extracelular 2. Existen genes que codifican componentes de la matriz (proteinas
como acido hialurénico, condroitina, colageno, proteoglicanos, fibronectina vy
elastina) que estaran expresados de forma exponencial en dichas circunstancias.
Por otro lado, la produccion y la actividad del sistema de degradacion de la matriz,
que consta de proteasas (por ejemplo, MMP, plasmindgeno tisular y activador del
plasminégeno urinario), disminuye para favorecer una acumulacion de una matriz
intersticial de Novo, con una composicion alterada *.

La trombosis y la inflamacion se producen 1 a 5 dias después de la angioplastia
(trauma vascular), la proliferacion de células de musculo liso alcanza su pico
maximo en 7 a 14 dias. Todo el proceso de reestenosis tarda aproximadamente 6
meses después de la lesion inicial. Estudios experimentales han demostrado que
la proliferacion de mediadores inflamatorios puede comenzar pocas horas después
del trauma, alcanzar un pico en pocos dias y durar de semanas a meses. El perfil
exacto de estos mediadores varia segun la etapa de desarrollo de la hiperplasia y
pueden actuar sobre las propias células musculares lisas y en otros grupos celulares
a través de funciones autocrinas y/o paracrinas. Por ende, dichos factores se
pueden dividir en tempranos y tardios: los mediadores tempranos sirven para
amplificar la respuesta inflamatoria y favorecer la migracion y proliferacion celular,
mientras que los tardios (liberados por las células del musculo liso ya en la
neointima establecida), facilitan el proceso fibrético. Ejemplos de tales mediadores
son: Citoquinas (Interleucina uno beta [IL-1[], factor de necrosis tumoral-a [FNT-qa]),
Factor de crecimiento derivado de plaquetas [PDGF], factor de crecimiento
transformante-B [TGF-[3], factor inducible por hipoxia [HIF-1alpha]) y quimiocinas
(por ejemplo, IL-8 y proteinas monociticas quimioatractivas [MCP]) 2>%’.

Ademas de la migracion, el fenomeno de proliferacidén, se genera por una mitosis
acelerada de CML y una produccién igualmente acelerada de matriz extracelular.
Durante el desarrollo de la hiperplasia de la intima, las células del musculo liso
también presentan fluctuaciones de expresion o inhibicibn de marcadores de

diferenciacion celular, los cuales varian en diversas etapas de la hiperplasia,
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cambiando la caracteristica contractil de dicha linea celular, a un estado proliferativo
y sintético, para terminar en un estado fibroso. A diferencia del tejido fibrotico
reactivo de una cicatriz, formado principalmente de fibroblastos, las lesiones
vasculares de la intima expresan marcadores inmunohistoquimicos de musculo liso,
tales como a-actina y cadenas pesadas de miosina de musculo liso (SM-MHC).
Como consecuencia, estas células pueden perder sus proteinas contractiles a
través de la des diferenciacion celular y adquirir un fenotipo de miofibroblastos
(forma no contractil), debido a un aumento en la expresion de las proteinas c-Fos y
c-Jun %8, El proceso inicial de des diferenciacion celular conduce a una pérdida de
expresion de la mayoria de los marcadores de diferenciacion previamente
mencionados (tales como a-actina, desmina e isoformas de musculo liso SM1 y
SM2). Una vez establecidos los miofibroblastos, probablemente actuen como
reguladores de diversas sustancias bioactivas, modulando el remodelado
estructural y el crecimiento de la intima en la pared del vaso. Durante mas de 50
afnos, se ha creido que la diferenciacién entre células de musculo liso de tipo
sintético y contractil como respuesta al trauma, se debe a la desdiferenciacion
celular de lineas maduras, y en raras ocasiones, por células madre provenientes de
la médula 6sea o que residen en los propios vasos. Sin embargo, Tang y

29 postulan una teoria donde, posterior a la lesion vascular, la

colaboradores
mayoria de las formas maduras de CLM mueren, y sélo una pequefia poblacién
(<10%) sobrevive para activar el proceso de desdiferenciacion y proliferacion. Por
lo tanto, postulan que, mientras la mayoria de formas maduras de CML
desaparecen, una forma celular no identificada previamente, presentes en las tres
capas de los vasos, denominadas células madre vasculares multipontenciales
derivadas de la media (dependiendo de la expresion de factores de crecimiento),
que se diferenciaran en CML sintéticas, contractiles, o en otras lineas celulares;
encaminadas a la reparacion del vaso lesionado.

De forma complementaria, la lesidon vascular por barotrauma, activa otros caminos
de respuesta celular. Las plaquetas que se agregan al endotelio activado para cubrir
los sitios de colageno y otros componentes de la matriz expuestos al torrente

sanguineo, promueven el deposito de fibrina, formando una superficie adhesiva
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para capturar células inflamatorias circulantes, por ejemplo: monocitos, eosinofilos
y células T,

Este proceso de agregacion celular es de gran importancia, ya que las células
inflamatorias han sido identificadas como orquestadores “clave” del engrosamiento
de la intima hiperplastica. Por ejemplo, se ha demostrado una correlacion entre el
recuento de leucocitos en sangre y la presencia de hiperplasia intimal. Las
estrategias (endogenas o exdgenas) encaminadas a bloquear la adhesion de los
leucocitos o crear leucopenia, inhiben significativamente el engrosamiento intimal
en diversos contextos experimentales. A través de su gran capacidad para producir
mediadores inflamatorios, incluyendo quimiocinas, citocinas y factores de
crecimiento; los leucocitos amplifican la inflamacion aguda, contribuyendo al
engrosamiento de la intima.

La cantidad de cada subconjunto de leucocitos, puede estar determinada por la
participacion de factores iniciadores especificos y la etapa de la lesion, ya sea
temprana o tardia. Por ejemplo, en infiltrados puramente inflamatorios, después de
una lesion endotelial moderada, la prevalencia es de neutrofilos. Por su parte, las
células T estimulan la hiperplasia intimal tardia a través de la promocion de una
respuesta celular tipo 1, mecanismo significativo en la patogénesis de aloinjertos
trasplantados *'.

Los monocitos, al extravasarse, se pueden diferenciar en macréfagos M1 y M2,
desempefnando papeles distintos en la patogénesis y la reparacion de tejidos. Por
ejemplo, la polarizacién M2 de los monocitos es indispensable para el remodelado
arterial provocado por el estrés hemodinamico.

Debido a la complejidad de sucesos, para estudiar el efecto de la lesion endotelial,
muchos investigadores han recurrido a modelos experimentales, intentado variados
métodos para crear lesiones mecanicas o quimicas 2. Masuda et al. Realizé un
estudio experimental en arterias carétidas de conejos, produciendo barotrauma
mediante angioplastia; cuatro semanas después de la denudacion, demostro la
presencia de un grado importante de hiperplasia intimal **. Lu et al. Utilizé un catéter
especialmente disefiado para desnudar el endotelio sin daiar otras estructuras, por

ejemplo, la matriz extracelular. Las arterias mantuvieron una funcién normal
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después de la denudacion, pero desarrollaron hiperplasia intimal **. De esta manera
se ha demostrado que el dafio endotelial es el unico evento dominante que causa
hiperplasia. Los estudios anteriores también mostraron coémo los diferentes
estimulos mecanicos y el dafio luminal vascular cambian la actividad y expresion de
las MMP.EI aumento de la presion transmural (debido a una angioplastia, por
ejemplo), induce la actividad de MMP-2 y MMP-9 . El flujo sanguineo bajo también
aumenta la actividad de MMP-9 %,

El ERK 1/2 es una cinasa de regulacion de sefial extracelular, del tipo MAP quinasa
(cinasas de proteina activadas por mitdgenos), que puede ser activada por fuerzas
mecanicas, especialmente presion aplicada en los vasos o estiramiento ciclico %',
Tal activacion conduce a la expresion de proteinas reguladoras en el citoplasma y
el nucleo celular, promoviendo la proliferacién y diferenciaciéon celular . Esto
sugiere que la activacion de ERK 1/2 por fuerzas mecanicas tiene un papel
importante en el desarrollo de HI y marca otro camino para la diferenciacion genética

de las células de musculo liso *°.

Remodelacion de la pared vascular y cambios geométricos de los vasos
Ademas del engrosamiento de la intima, los vasos sanguineos pueden cambiar
permanentemente sus dimensiones originales después de una intervencion
terapéutica. Este cambio se denomina remodelacion de la pared. Por ejemplo, las
arterias coronarias crecen activamente para aumentar su area transversal y asi
compensar la estenosis de lesiones aterosclerdticas. Como resultado de esta
expansion compensatoria, puede mantenerse eficazmente la permeabilidad del
vaso. El proceso de remodelacidn implica una reorganizacion de las capas media
y adventicia. De forma contrastante, la remodelacion también puede proceder en
direccién opuesta y promover la contraccion de la pared hacia la luz con la
consecuente pérdida del espacio intraluminal “°.

Las fuerzas hemodinamicas, particularmente la fuerza de cizallamiento y la tension
de la pared, son moduladores primarios del proceso de remodelacién vascular. Una
fuerza de cizallamiento elevada, por ejemplo, produce una expansidn o crecimiento

hacia fuera del vaso, mientras que una reduccion en la fuerza de cizallamiento
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promueve el "encogimiento" o el crecimiento concéntrico **'. Por lo general, la
tension de la pared es un factor que favorece un proceso de remodelacion negativo.
Cuando se combina con la Hiperplasia intimal, la remodelacién de la pared puede
mejorar o exacerbar el estrechamiento luminal a través de su efecto sobre la
dimension del vaso 2.

Por otro lado, las fuerzas hemodinamicas locales y la activacidén nerviosa, pueden
ajustar el tono vascular a través de la vasoconstriccidon y vasodilatacion. Un aumento
persistente del tono vascular puede conducir a cambios estructurales permanentes.
La contraccién pasiva de la matriz de colageno y elastina, es también un
determinante critico del diametro del vaso; por tal motivo, después de la distension
sistdlica, los vasos regresan a sus dimensiones originales como resultado de la
contraccién elastica. Este fendbmeno se denomina retroceso vascular. En la pared
del vaso, los componentes estructurales intactos y bien organizados, asi como la
sangre, contrarrestan la contraccion de la pared causada por el retroceso vascular.
En los casos en que se destruye la integridad de la pared, como en la angioplastia,
el retroceso puede causar el 50% de pérdida de la ganancia aguda durante la
dilatacion. Las venas se caracterizan por presentar indices mayores de retroceso
pos angioplastia, comparado con las arterias ***°.

Las venas in vivo se someten no solo a la presion y al flujo sanguineo, también a un
estiramiento axial resultante del movimiento del cuerpo, y otras condiciones no
patolégicas como el embarazo, el aumento o la pérdida de peso, el crecimiento o la
realizacidn de procedimientos quirtrgicos vasculares *°. A medida que las tensiones
mecanicas producidas por el flujo y la presion causan un cambio significativo en la
morfologia y funcion vascular, el estiramiento longitudinal puede causar estrés
mecanico significativo y conducir a cambios funcionales del endotelio y contribuir

también al desarrollo de hiperplasia *"2.

Medicion de la hiperplasia intimal
En los cortes histolégicos vasculares, se pueden realizar dos tipos de mediciones
de acuerdo al crecimiento de la capa intima: morfometria y densitometria. La

morfometria tiene como objetivo realizar mediciones geométricas de regiones
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visibles en una imagen histolégica. Mediante ésta aproximacion se pueden obtener
valores acordes al sistema métrico, principalmente en milimetros o micrémetros. Es
posible establecer el diametro externo e interno en un corte transversal de un vaso
sometido a barotrauma, asi como el tamafio de la neointima. Dichas mediciones
han sido utilizadas en diferentes modelos experimentales de hiperplasia intimal **-
45 Actualmente, mediante la ayuda de programas computacionales, se pueden
expresar en unidades del sistema métrico internacional los resultados obtenidos,
que estaran expresados en unidades de pixel °.

La densitometria por su parte, permite medir la cantidad de luz que absorbe un
material: dicha cantidad de luz puede estar determinada por ciertas tinciones
encaminadas especificamente a resaltar el color de un elemento. La
inmunohistoquimica (IHQ), es una técnica de tincién de anticuerpos marcados, que
permite demostrar una variedad de antigenos presentes en las células o los tejidos,
basandose en la capacidad de los anticuerpos para unirse especificamente a los
correspondientes antigenos; al juntarse provocaran una reaccion que se hara
visible, debido a que el anticuerpo estara previamente marcado con una sustancia
que absorbe o emite luz o que produce coloracion. La actina es un ejemplo de
marcador inmunohistoquimico utilizado para identificar células musculares en cortes
histolégicos vasculares; es una proteina presente en las células de musculo liso
contractiles y en fase GO o no proliferativa. Se expresa ademas en otras lineas
celulares como miofibroblastos, pericitos, las células glédmicas y las células
mioepiteliales; es por tanto un marcador muy sensible para detectar diferenciaciéon
hacia musculo liso y miofibroblastos, en zonas de hiperplasia. Después del
barotrauma, como ya se ha mencionado, la CML se tornara fibrosa, migrante y
proliferativa, disminuyendo la cantidad de actina presente en su citoplasma.
Teniendo en cuenta que existen 2 formas maduras de CML: una contractil (de forma
alargada y con multiples filamentos de actina) y una sintética (de forma redondeada
y con multiples organelos secretores); se ha observado que, a menor cantidad de
actina, mayor sera la proliferacion de CML. Dicho en otras palabras, la Actina parece
disminuir la proliferacion y migracion celular mediante la inhibicion de proteinas de

la familia RAC1.%°. Los mecanismos implicados para tal proceso sugieren que, al
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disminuir la actina, aumenta la actividad de cinasas de adhesion focal y aumenta la
expresion del receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR) —
beta en las células musculares lisas. Aunque existen diferentes marcadores para
tincion de estructuras musculares, la actina se hace visible en etapas tempranas de
hiperplasia intimal, a diferencia de la cadena pesada de miosina (SM-MHC) que se
presenta en etapas maduras, y que es negativa para células madre vasculares
multipotenciales derivadas de la media *'.

El factor de crecimiento derivado de Plaquetas (PDGF) es un dimero de dos
cadenas polipeptidicas y cinco isoformas (A, B, C, D y un heterodimero AB) que se
une a dos tipos de receptores: alfa y beta. Diferentes células mesenquimales
cuentan con dichos receptores, ya que el PDGF se encarga de estimular la
proliferacion del tejido conectivo, por ejemplo, células de musculo liso ubicadas en
la capa media o provenientes de otros sitios 2. Desde que se denuda el epitelio
secundario a trauma y las plaquetas se agregan para tapar dichos sitios lesionados,
los granulos plaquetarios secretan tal factor de crecimiento. Durante la angiogénesis
y la hiperplasia intimal, el PDGF, ademas, estimula la migracion y proliferacion de
pericitos y células de musculo liso. La isoforma Beta del PDGF, ha mostrado tener
efectos regulatorios positivos en las formas contracties de CML, tanto en
propagacion, migraciéon y expresion genética. Se relaciona ademas con mayor
cantidad de Actina en etapas tardias de la respuesta hiperplasica, de tal manera
que en etapas tempranas (una semana), habra menos células contractiles y mayor
numero del subtipo sintético .

Recientemente, se ha establecido una relacion entre factores de crecimiento y la
expresion de agentes promotores de angiogénesis o hiperplasia secundarios a
hipoxia. Posterior a una angioplastia, al activarse diferentes vias de respuesta a
estrés, la demanda de oxigeno aumenta, y puede haber un periodo similar a la
hipoxia. Ademas, la estasis sanguinea, la marginacion, rodamiento y adhesién de
leucocitos al endotelio, asi como la compresion de los tejidos secundaria a edema,
contribuyen a dicho fendmeno °*. Los factores inducibles por hipoxia (HIFs) son
elementos transcripcionales nucleares heterodiméricos, que consisten de dos

subunidades que regulan la transcripcion de los genes relacionados con la
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respuesta homeostatica celular, en consecuencia, a la oxigenacion alterada. La
subunidad HIF-a (HIF-1a y HIF-2a) y HIF-b se expresan en el nucleo de las células
afectadas. El HIF-1alpha se expresa en todas las células, mientras que la expresidn
de HIF-2alpha esta restringida a algunos tipos celulares especificos, incluyendo
células endoteliales vasculares, células intersticiales renales, hepatocitos,
cardiomiocitos y astrocitos. En condiciones normales, las subunidades proteicas de
HIF-a son hidroxiladas en residuos de prolina, por la accién de la enzima HIF-prolil
hidroxilato (HPD). Para dicha reaccion, las HPD requieren oxigeno y a-cetoglutarato
como co-sustratos para catalizar una reaccion en la cual, un atomo de oxigeno se
inserta en el a-cetoglutarato para formar succinato y didéxido de carbono. Esta
hidroxilacion es esencial para la sintesis de la proteina de Von Hippel-Lindau, que
interactua con la elongina C, facilitando el reclutamiento de un complejo de
ubiquitina ligasa, que a su vez, marcara al HIF-alpha, para su degradacion
proteosémica >°. A falta de oxigeno, no se puede llevar a cabo la funcién de la HPD,
lo que permite la union de HIF-1 y HIF-2 a los elementos sensibles de hipoxia,
presentes en algunos genes (Semenza et al., demostraron que el gen de la
eritropoyetina tiene un elemento de respuesta a la hipoxia en su regién promotora,
desde esa fecha, se ha encontrado en mas de cien genes); cambiando asi la
expresion genética de las células vasculares, manifestandose mediante un aumento
de la migracion, proliferacion y apoptosis irregular en las células de musculo liso,
asi como el aumento en la expresion de factores de crecimiento derivados de otras
células. Sin embargo, ademas del oxigeno, diferentes sustancias se han
relacionado con la expresion de HIF-1 alpha, entre ellos, el PDGF *°. En biopsias
de cancer invasivo de mama (neoplasia con alto grado de angiogénesis vy
diferenciacion vascular), se ha demostrado una relacion significativa entre la
sobreexpresion conjunta de PDGF y HIF-1alpha, lo que demuestra su interaccion
en la angiogénesis de dichas neoplasias, pero no hay estudios al momento,
encaminados a buscar su relacion en hiperplasia intimal.

La importancia de estudiar e identificar agentes presentes en células estromales
como la Actina, factores de crecimiento como el PDGF y de hipoxia como es el caso
del HIF-1 Alpha; radica en la posibilidad de utilizarlos como “blanco” para dirigir
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terapias antiproliferativas en el tratamiento de neoplasias, hiperplasia,
inmunomodulacién, promocién o inhibicién de angiogénesis, entre otras °’. En caso
de encontrar inhibicion en los niveles séricos de PDGF y HIF-1 por el uso de
medicamentos como cilostazol y/o Paclitaxel, se abren nuevas vias de estudio y
tratamiento sobre hiperplasia intimal, mismos que en un futuro pueden ser llevados

a la practica clinica.

Estrategias para inhibir el grado de hiperplasia intimal

A pesar de que en la actualidad se han dado grandes avances tecnoldgicos
relacionados al intervencionismo cardiovascular, la HI aun representa un problema
sin resolucién, las alternativas terapéuticas parecen unicamente medidas paliativas
encaminadas a retrasar la morbimortalidad de los padecimientos vasculares, donde
en realidad el 6érgano afectado nunca volvera a estar sano, e independiente a la
técnica utilizada, todas las intervenciones estaran destinados a ocluirse debido a un
crecimiento intimal pos procedimiento 2° %8,

Se han utilizado diferentes medidas y algunos farmacos para tratar de reducir el
riesgo de reestenosis después de procedimientos vasculares percutaneos.
Disminuir la manipulacién, por ejemplo, controlar los factores de riesgo, o inhibir
alguna de las multiples etapas del proceso de proliferacion y migracién celular,
mediante la administracion de diferentes sustancias, ya sea via oral o intravenosa
. Los antiagregantes plaquetarios son un grupo de farmacos que, al inhibir la
activacion plaquetaria, bloquean el reclutamiento de células inflamatorias. El
cilostazol es un antiagregante con efectos anti plaquetarios, vasodilatadores y
antiproliferativos *°. Es un inhibidor selectivo de la fosfodiesterasa Il y promueve el
aumento de adenosin monofosfato ciclico 3 - 5' (AMPc) en plaquetas y células de
musculo liso (lo cual evita la activacion de dichas células). Las propiedades
farmacoldgicas del cilostazol estimulan la rapida regeneracion de las células
endoteliales, lo que inhibe la formacion neointimal por dos mecanismos: bloqueo del
crecimiento anormal de las células del musculo liso y el segundo consiste en mejorar
la funcién endotelial mediante factores de crecimiento y regeneracion del endotelio
sintetizados a nivel local o a nivel hepatico. Los resultados de varios estudios en

18



animales muestran que el cilostazol inhibe la hiperplasia intimal después de la
angioplastia y/o colocacién de stent. Se piensa que el efecto antiproliferativo es
inespecifico para una variedad de factores como son: el factor de crecimiento
derivado de plaquetas, la insulina, el factor de crecimiento 1 similar a la insulina y el
suero %°.

Ademas, el cilostazol tiene efectos pleiotrépicos; Inhibiendo la MAPK (proteina
quinasas activadas por mitdgenos) y el Anti oncogen p53, promueve la apoptosis
intra placa. Ejerce un efecto anti-inflamatorio mediante la inhibicién de la Integrina
(Mac-1) de leucocitos, de forma directa, e indirectamente mediante la reduccion de
la P-selectina glicoproteina ligando-1 (estimulador de agregacion leucocitaria) °'%3.
Por su parte el Paclitaxel (Taxol) es un diterpenoide antineoplasico que inhibe la
division celular y la migracion de CML mediante la formacion de microtubulos
anormalmente estables durante el ciclo celular y la mitosis, impidiendo ademas la
despolimerizacion y organizacion celular, esencial para las funciones celulares.
Actua sobre la subunidad b-tubulina, lo que impide su desmontaje, interrupcién de
la mitosis y detiene el ciclo celular en la fase G2 y M. La detencion de la division
celular puede conducir a la apoptosis, asi como necrosis de células de musculo liso.
Al igual que el cilostazol, también inhibe la migracion de CML por interacciones con
el citoesqueleto y cuenta ademas con efectos antiproliferativos a través de L-
arginina-dependiente de 6xido nitrico, por union a Mac-160 y proteina C quinasa.
Mediante la induccion de sintesis de interleucina 12, puede contribuir a la inhibicion
inflamatoria .

El efecto terapéutico de estos farmacos esta condicionado a la eficiencia en su
transporte y distribucion en los tejidos. Al tratarse de una molécula lipofilica, el
Paclitaxel es capaz de atravesar el extremo hidrofobo de la membrana plasmatica
celular en el endotelio y, por lo tanto, transportarse con mayor facilidad a través de
la pared arterial. Por lo tanto, los farmacos utilizados para inhibir la hiperplasia
intimal, deben ser lipofilos para una absorcién eficiente. Por todos los atributos antes
mencionados, los inmunomoduladores son medicamentos que se han utilizado y
aprobado para recubrir dispositivos como balones de angioplastia y stents. Los
dispositivos de angioplastia con liberacidon de farmacos (Drug Eluting balloon: DEB)
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se comercializaron por primera vez en Europa en 2009 y desde entonces se han
utilizado para el tratamiento de estenosis en el sector coronario, periférico y en
fistulas arteriovenosas. El concepto de Stent liberador de farmacos (Drug eluting
Stent: DES) surgi6 tras la creciente incidencia de reestenosis intra-stent (15-20%)
en pacientes sometidos a tratamiento con dispositivos de andamiaje desnudos. Los
Stents liberadores de farmacos estan recubiertos de igual manera con
medicamentos anti-proliferativos (como Paclitaxel), que se entregan a la pared
arterial al desplegarse °’.

Hasta ahora, el uso clinico de DEB se ha centrado principalmente en escenarios en
los que la implantacion de stents no es deseable o efectiva. Los datos mas
alentadores con DEB han sido en las arterias coronarias, para el tratamiento de la
reestenosis intra-stent; y en menor medida en vasos periféricos grandes. La terapia
con DEB para la arteriopatia periférica se puede categorizar de acuerdo a dos
"regiones" arteriales: femoropoplitea y debajo de la rodilla. Los resultados de los
ensayos clinicos para los primeros han sido positivos, mientras que los de los
ultimos son menos concluyentes.

El uso de angioplastia medicada también ha jugado un rol positivo en el tratamiento
de estenosis en fistulas arteriovenosas (FAV) para hemodialisis. Se ha reportado
una permeabilidad del 70% para el uso de balones liberadores de farmacos vs 20%
para angioplastia convencional a un afo, en casos de estenosis primaria o
secundaria. Se debe recordar, que las condiciones de flujo a nivel una fistula
arteriovenosa estan alterados, respecto a las condiciones hemodinamicas de una
vena no arteriolizada, la fuerza de cizallamiento aumenta debido al flujo arterial.
Cuando se realizan procedimientos quirurgicos de derivacion por oclusion venosa,
el uso de FAVs aumenta la permeabilidad por dicho principio °°.

La era endovascular, ha representado grandes ventajas para los pacientes y para
los modelos de atencidn sanitaria. Son técnicas minimamente invasivas, con
menores tasas de hospitalizacion, complicacion de heridas, sangrado, dolor pos
procedimiento e incapacidad. Desde su aparicion en 1999, el porcentaje de
amputaciones por enfermedades vasculares ha disminuido del 32.2% al 5% en un
periodo de 10 afios .
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Ademas de la angioplastia convencional (primer método de terapia endovascular),
se ha estudiado la efectividad de la crio-angioplastia, al uso de balones con cuchillas
cortantes, balones de angioplastia con mayor presion y de forma mas reciente, al
uso de balones medicados con inhibidores celulares (como el Sirolimus y el

placlitaxel) en caminados a reprimir el crecimiento y migracion celular (Fig. 2).

Figura 2. Modalidades endovasculares para inhibir la hiperplasia intimal.

A: Imagen ilustrativa de la crio-angioplastia, mediante hipotermia se busca promover la apoptosis, dando
menor diseccion y menor hiperplasia intimal. B: imagen ilustrativa de un balén cortante, adicionado con
cuchillas cuya finalidad era destruir el tejido fibroelastico del anillo de neo intima. C: balén ultra no
compaciente, que puede aportar mayor fuerza tensional de inflado sin aumentar su diametro. D: Imagen
ilustrativa de un balén medicado con paclitaxel.

Los resultados de dichos estudios, a nivel coronario (primeros reportes desde el afio
2002) y a nivel arterial periférico (sector iliaco, femoral y popliteo [primeros reportes
desde el ano 2010]) cuentan con resultados prometedores para la inhibicion de HI,
a corto y mediano plazo, ya que podrian dotar de mayor longevidad a los
procedimientos de revascularizacion y podrian disminuir la cantidad de

intervenciones secundarias para perpetuar dicha permeabilidad. La Sociedad
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Europea de Cirugia Vascular (ESVS, por sus siglas en inglés), en sus guias de 2017
sobre el tratamiento de la enfermedad arterial periférica, mencionan que el uso de
balones medicados con Paclitaxel puede ser considerado como una opcion
terapéutica en la enfermedad oclusiva de la arteria femoral superficial.

Por otro lado, aunque las arterias y las venas comparten muchas caracteristicas
similares en su estructura y funcién, difieren en la cantidad de sangre circulante,
capacidad de distension y contraccion, presiones intraluminales, respuesta
adaptativa al estrés, entre otras. Dichas peculiaridades anatomicas y funcionales
son determinantes en la cirugia vascular; por ejemplo, en los procedimientos de
revascularizacion miocardica, un injerto de arteria mamaria interna anastomosado
a una arteria coronaria tiene mayor permeabilidad que un injerto de safena inversa
(fig. 3

Figura 3. arterias y venas como injertos en la revascularizacion

A: bypass coronario usando la arteria mamaria interna. Se han reportado tasas de permeabilidad
primaria del 80% a 10 afios después del procedimiento. B: bypass coronario usando la vena safena
mayor inversa, cuyos reportes sobre permeabilidad primaria a 10 afios de la cirugia son del 50%.
Imagen modificada de: Deng DX, Spin JM, Tsalenko A, Vailaya A, Ben Dor A, Yakhini Z, et al.
Molecular signatures determining coronary artery and saphenous vein smooth muscle cell
phenotypes: distinct responses to stimuli. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2006;26:1058- 65.
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Aunque se han realizado diferentes estudios con la finalidad de entender mejor la
respuesta hiperplasica de los injertos venosos, existen pocos reportes sobre el
estudio de la HI venosa en condiciones de flujo habitual. Es decir, la mayoria de
estudios sobre HI venosa, son abordados como parte del tratamiento de la patologia
arterial y no como un fendmeno que se presenta en padecimientos propios de las
venas, tales como: secuelas postrombaticas, flebitis, sindromes de compresion
extrinseca, oclusion o estenosis venosa central, por mencionar algunos
padecimientos.

Pese a la inequitativa evidencia sobre el estudio de la HI arterial y la HI venosa,
diferentes terapias probadas en el sector arterial se estan utilizando para tratar
estenosis en el sector venoso, bajo una estrategia de similitud. El ejemplo mas
reconocido son las fistulas Arteriovenosas para hemodialisis (FAVs). La FDA (U.S.
Food and drug administration) en 2017 aprob¢6 el uso de balones medicados con
Paclitaxel para el tratamiento de estenosis venosas en FAVs. La ESVS, en sus
guias de 2018 sobre accesos vasculares para hemodialisis, mencionan que el papel
de los balones medicados en el tratamiento de estenosis venosas en FAVs esta
siendo valorado y podria ser una alternativa costo-efectiva. Sin embargo, las
condiciones hemodinamicas de una FAV difieren mucho al de una vena no
arteriolizada, pues se sabe en base a estudios experimentales y clinicos que, a
mayor estrés de cizallamiento (dado por el flujo pulsatil de las arterias), habra mayor
permeabilidad del vaso. Por otra parte, existen publicaciones que reportan el uso
de angioplastia medicada para el tratamiento de estenosis venosa centrales con
resultados que favorecen a la angioplastia medicada. Sin embargo, ensayos clinicos
posteriores han obtenido resultados contrastantes, lo que sugiere diferencias en la
respuesta de la pared venosa al Paclitaxel, respecto al sector arterial.

En 2015, el servicio de cirugia vascular del INCMNSZ inici6 una linea de
investigacion sobre la HI en venas de conejos de Nueva Zelanda, enfocada en
identificar marcadores indirectos de estrés oxidativo y otros mediadores de fase
temprana de este proceso fisiopatoldgico (los primeros 7 dias después de generado
el estimulo hiperplasico), conocidos como posibles blancos terapéuticos.
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Una primera fase del estudio evalu¢ la factibilidad de generar HI venosa mediante
realizacion de barotrauma por angioplastia en la vena femoral del conejo
(procedimiento que genera distension, mayor fuerza tensional y estiramiento de la
pared venosa), obteniendo un grosor initmal mayor al 60% respecto a venas control.
Se evaluaron los niveles séricos de PDGF, Endotelina-1 y HIF-1 alfa en tres
periodos cronologicos diferentes (antes del barotrauma, a las 12 horas y 7 dias
después de la angioplastia), comparandose los hallazgos con el grupo control (sin
angioplastia) y encontrando diferencias significativas entre ambos grupos.

En una segunda fase del estudio, se utilizo cilostazol (farmaco inhibidor selectivo de
la fosfodiesterasa Ill que promueve el aumento de adenosin monofosfato ciclico 3 '-
5" [AMPc] en plaquetas y células de musculo liso, cuyos efectos son anti
plaquetarios, vasodilatadores y antiproliferativos) en la inhibicion de la IH venosa en
el mismo modelo experimental de conejos de Nueva Zelanda comparado con
placebo; obteniendo reduccion significativa en el grosor de la HI en el grupo de
cilostazol. Tales hallazgos sugieren una posible actividad reguladora del cilostazol
en la respuesta hiperplasica temprana (primeros 7 dias).

Estos resultados nos alentaron para continuar con dicha linea de investigacion y
comparar los efectos encontrados en el uso de cilostazol, contra el uso de Paclitaxel,
farmaco que podria definirse como el tratamiento estandar para la inhibicién de Hl
en el segmento arterial, cuyos mecanismos moleculares no han sido explorados del

todo en el sector venoso.

24



OBJETIVOS

Objetivo principal

Comparar las mediciones en milimetros cuadrados de hiperplasia intimal en cortes
histologicos de venas sometidas 7 dias antes a barotrauma, entre un grupo de
conejos medicados con Cilostazol y un grupo experimental al que se realiz6

angioplastia medicada con Paclitaxel.

Objetivos secundarios
e Comparar el numero de células marcadas mediante inmunohistoquimica con
Actina de musculo liso (SMA) entre el grupo de cilostazol y el de Paclitaxel.
e Comparar el numero de células marcadas mediante inmunohistoquimica con
PDGF entre el grupo de cilostazol y el de Paclitaxel.
e Comparar el numero de células marcadas mediante inmunohistoquimica con

HIF-1alfa entre el grupo de cilostazol y el de Paclitaxel.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA

En un modelo experimental de hiperplasia en venas femorales de conejos de Nueva
Zelanda sometidas a barotrauma 7 dias antes, la diferencia en la reduccion del
grosor de la hiperplasia intimal sera igual o mayor a 0.21 mm? entre cilostazol y

Paclitaxel.

HIPOTESIS ALTERNA

En un modelo experimental de hiperplasia en venas femorales de conejos de Nueva
Zelanda sometidas a barotrauma 7 dias antes, la diferencia en la reduccion del
grosor de la hiperplasia intimal sera menor a 0.21 mm? entre cilostazol y Paclitaxel.
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2. METODOLOGIA

Disefo del estudio
Ensayo clinico aleatorizado de no inferioridad.

Modelo experimental
Clasificacion taxonomica: Conejos de Nueva Zelanda.

Orden: Lagomopha, Familia: Leporidae, Género: Oryctolagus, Especie: cuniculus.
Edad adulta: 6 meses.
Edad para el protocolo: 7 meses a 1 afio, peso: 3 a 4.5 Kg. Sexo: machos.
Especie caracterizada por ser un animal de tamafo medio, buen indice de
crecimiento, docil y facil de manejar, apta para estudios multipropdsito. Ya ha sido
utilizado en modelos experimentales de tipo vascular, principalmente vasos del
sector ilio-femoral y cervical, caracterizados por presentar un calibre similar a los
vasos coronarios o vasos tibiales en humanos. Ademas, las estructuras vasculares
de los conejos presentan una reaccion de hiperplasia intimal aceptable con
caracteristicas histoldgicas muy similares a las obtenidas en muestras humanas .
El grosor de la pared de las venas femorales de conejo tiene una media de 0.2mm?.
En modelos de hiperplasia provocada por barotrauma, alcanza hasta 1mm? de
grosor, con una media de 0.86mm?. Existen protocolos ya descritos para el abordaje
quirurgico, especificaciones del material endovascular para generar hiperplasia, etc.
Pese a que se trata de una especie muy delicada, en el estudio del Dr. Laparra no
se reportaron muertes antes del desenlace primario. Por su parte, el Paclitaxel,
igualmente se han utilizado en conejos con fines de inhibicién de hiperplasia, pero
en el sector carotideo, mediante liberacion directa del medicamento en la arteria y
no sobre balones medicados, presentado no soélo el detenimiento del grosor de la
intima (2 micrometros de la basal), de igual manera preservando la forma y
contractibilidad del vaso. El modelo de hiperplasia intimal en venas femorales de
conejos de Nueva Zelanda es novedoso. el desarrollador, Dr. Laparra, se apego a
la metodologia descrita en modelos de hiperplasia intimal arterial, para lograr un

modelo donde se pudo reproducir dicho fenémeno ™.
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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-Z0O0,
referente al uso y cuidado de los animales de laboratorio. Para el presente protocolo
se utilizé el bioterio de la facultad de medicina de la UNAM.

Alimentacion: El alimento se proporciond en base a nutrientes balanceados para los
requerimientos 0 necesidades esenciales de mantenimiento de la especie. El
alimento comercial se presenta extrudizado de 120gr al dia. La dieta consistio en:

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 potable y a libre demanda 2.

Tiempo que durd el experimento para los conejos: 9 dias. divididos de la siguiente

manera;
- 1 dia de preoperatorio (lunes): en el que 12 horas antes del procedimiento se les
dié una dosis de cilostazol via oral, a un grupo, y al otro grupo unicamente ayuno
de 6 horas.

-Dia de la cirugia (martes): toma de muestras sanguineas, una vez sedado el
modelo. Bajo anestesia, se realizo la incisidn inguinal bilateral, el barotrauma, y se
suturaron las heridas. Se vigilo la recuperacion anestésica del conejo, y se
administré analgésico postoperatorio horario. A las 6 horas del procedimiento se
reanudo la via oral, mas el cilostazol segun correspondiera.

-7 dias de seguimiento posoperatorio (martes, una semana despueés): obtencién de

muestras sanguineas, eutanasia del modelo y obtencidon de muestras histologicas
69
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Intervenciones realizadas

Fase preoperatoria: se realizd una medicion Antropométrica de los sujetos

experimentales, asi como medicion de signos vitales, 12 horas y 30 minutos antes
de la induccion anestésica. Ayuno de 6 horas, primera medicacién con Cilostazol o
placebo 12 horas antes para el grupo correspondiente Se realiz6 tricotomia de la
region quirurgica (femoral derecha e izquierda), ya que el animal se encuentraba
sedado "%,
Fase I:

Transportacion: La sujecion del conejo se realizé tomandolo de la piel del dorso y la

nuca con la mano derecha, mientras que con la izquierda se le sujetaba por los
muslos, de tal manera que quedaba sentado sobre la palma de la mano izquierda
con la finalidad de sostener el peso del animal (apegandose a la Norma Oficial
Mexicana NOM-051-Z00-1995, Trato humanitario en la movilizacion de animales)

78

Induccidn anestésica:

Mecanismo Via de
Farmaco | de accion | Dosis administracion Duracion | Observaciones
Sedante,
Xilacaina | Agonista a2 6 M 30 -45 analgésico y
mg/kg mis relajante
muscular
Produce
. profunda
. Antagonista | 50 20-30 .
Ketamina M . sedacion y
NMDAr mg/kg mins S
relajacion
muscular
Manejo anestésico trans operatorio:
Mecanismo _ Via de
Farmaco . Dosis o . . _
de accioén administracion | Duracion | Observaciones
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, o 40 40 — 50 | Anestesia
Pentobarbital | Barbiturico \Y
mg/kg min general

La ketamina 20-40 mg/kg, se administré via intramuscular (inyectada en el muslo
del conejo). Se esperaron de 5 a 10 minutos a que se produjera el efecto del
medicamento. Esta medicacion permitié colocar al conejo sobre la mesa quirurgica,
y contar con acceso venoso mediante un catéter corto en la vena marginal de la
oreja, misma que se canalizé con solucion fisioldgica, en un goteo para mantener
vena permeable.

Segunda fase anestésica: se utilizo Pentobarbital sédico a dosis de 40 mg/kg
intravenoso, administrando el 50% de la dosis total junto con la misma cantidad de
solucion fisioldgica "°"%. En este momento se vigilaron las constantes fisioldgicas
del conejo, reflejos (palpebral y pedal), tono muscular mandibular, y se determiné el
plano anestésico hasta que el modelo llegé al tercer plano de anestesia
(inconsciencia con pérdida progresiva de los reflejos, ventilacion toracoabdominal).
Durante el procedimiento se cuidd que el modelo no presente hipotermia, problemas

respiratorios, cardiovasculares, entre otros >4,

Se coloco al conejo en decubito
supino, se realiz6 antisepsia de la region a intervenir con Yodopovidona, colocacion
de campos estériles. Se realizé la toma de muestras sanguinea (tiempo 0) en la
oreja, con una aguja de 22 Gaujes, un total de 2 ml de sangre en la oreja y
posteriormente se realizé el procedimiento quirurgico, se infiltr6 ademas la zona
quirurgica con lidocaina al 1%, con 5 ml, subdérmico y posteriormente en el plano
quirurgico correspondiente, empezando por la incisién a nivel inguinal bilateral, por
debajo del ligamento inguinal (referencia anatomica), para lograr una diseccion de
la vena femoral. Bajo vision directa se realizo control vascular proximal y distal en
un segmento de 2 cm de la longitud de la vena, puncién en el area quirurgica femoral
con aguja de 24 Gauges e introduccion de guia hidrofilica de 0.035 pulgadas, bajo
vision fluoroscoépica, ubicando la punta de la misma en vena cava superior y auricula
derecha. Posteriormente sobre la guia hidrofilica se introdujo balon de angioplastia
de 20 mm de longitud x 4 mm de diametro, hasta que la zona insuflable quedase

completamente intravascular. Se realizé insuflacidn controlada a 14 ATM de presion
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durante un tiempo de 3 minutos. En el primer grupo de conejos, el balon fue no
recubierto con farmacos, con una diseccion de la vena femoral contralateral y
puncion como: “‘sham surgery” o barotrauma; segun corresponda y toma de
muestras cuando no fue posible obtener sangre suficiente por la oreja del modelo
79.

En el segundo grupo se utilizé un Baldn recubierto con Paclitaxel marca Freeway®
(Eurocore, Alemania) y de la linea Joker® de balones no medicados. Se realizé de
igual manera insuflacion controlada a 14 ATM de presion durante un tiempo de 3
minutos, con la intencidén de provocar una lesién en el endotelio de la vena femoral,
secundario a sobre distensién vascular ®. Concluido dicho periodo de tiempo, se
logra realizar una lesion aguda en el endotelio venoso por sobredistension de
aproximadamente 300% de su diametro normal . Posteriormente se desinflé el
balon y se retird de la vena en cuestion. Una vez retirados los instrumentos de
trabajo bajo vision directa y fluoroscopica, se realizé una inyeccion intravenosa de
medio de contraste no idnico diluido al 50% (5 ml) para verificar la permeabilidad
del sistema venoso pulmonar y periférico. En todos los modelos fue necesario
colocar un punto hemostatico en el sitio de puncién con sutura monofilamento de
Polipropileno No. 8-0 (Ethicon, Somerville, NJ, Estados Unidos de América, circulo
6.5 mm y 3-8). Se verifico adecuada hemostasia y se afrontaron los planos de
diseccion con sutura poliflamento de Acido poliglicdlico 4-0 en tejido celular
subcutaneo y sutura monofilamento de Nylon 3-0 para piel (Ethicon, Somerville, NJ,
Estados Unidos de América, circulo 6.5 mm y 3-8), no se cubrio el sitio quirurgico,
porque los apdsitos resultaban molestos para el modelo una vez recuperado de la

anestesia.

Como se menciond, en el segundo grupo de conejos, se realizo el procedimiento
con balones de angioplastia medicados con Paclitaxel a dosis de 3 pg/mm?,
cubiertos como excipiente por una resina natural llamada Shellac. Dichos balones
ya han sido utilizados por Drachman y Cols. En modelos arteriales de hiperplasia
intimal en conejos de Nueva Zelanda, obtenido una disminucién de la hiperplasia a
7 dias, 3 veces mayor, comparado con balones no medicados .
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Ya que la concentracion de Paclitaxel que se absorbe por los tejidos es dependiente
del tiempo de contacto con la pared del vaso, el periodo de insuflado también fue
de 3 minutos ®°. De tal manera que ambos grupos fueron expuestos en una sola

ocasion al barotrauma, bajo las mismas condiciones mecanicas.

Fase Il: Se mantuvo vigilancia sobre el modelo hasta que recuperaba sus
constantes vitales, de forma gradual y libre de excitacion, hasta que fue capaz de
levantar la cabeza e incorporarse a su actividad normal. Durante el seguimiento pos
operatorio, los conejos se valoro la capacidad de incorporarse y permanecer en
postura habitual y se aplico una escala de valoracidén de signos de dolor, asi como
exploracion diaria del estado de la extremidad intervenida (edema, cambios de
temperatura, cambios de coloracién, dehiscencia de sutura, entre otros). A las 6
horas posteriores a la angioplastia venosa se restituyo la via oral. La analgesia
posoperatoria se dio de la siguiente manera: Pos operatorio inmediato: buprenorfina
0.02 mg/kg subcutaneos, dosis unica. Ocho horas después se inicié Paracetamol a
dosis de 100 mg/Kg cada 12 horas, via oral, durante los primeros 3 dias, y
posteriormente en caso de identificarse signos de dolor: (anorexia, masticacion
anormal, excesiva masticacién, renuencia al movimiento, postracion, mordedura en
las heridas, cambios de coloracion en las heridas, postura anormal, anorexia, area
rectal himeda, lacerada, comportamiento anormal al defecar u orinar, etc.) 8. En
el grupo correspondiente, se reinicio la administracién oral de Cilostazol a 12 horas
del posoperatorio, toda medicacién bajo supervision por parte del médico
veterinario, a dosis de 20 mg/kg de peso, dividido en 2 tomas, una cada 12 horas,
posologia ya utilizada en otros estudios, y que no ha presentado efectos adversos
(todas las dosis de medicamento fueron administradas via oral con una jeringa
directamente en la boca del conejo, vigilando que éste ingiriera el 100% de la dosis)
82.

La evaluacion del dolor se realiz6 cada 12 horas, y se tom6é como escala de
referencia el formato de criterios de punto final, el cual consta de una escala de 0 a
18 puntos, obtenidos de evaluar la apariencia fisica, alimentacion e ingesta de agua,
hidratacion, comportamiento no provocado, respuesta de comportamiento a los

32



estimulos externos, y signos clinicos. Cuando se obtienen de 0 a 4 puntos, se llama
al veterinario, considerando ajustes en la analgesia; puntajes de 5 a 9, requeririan
de una monitorizacibn mas estrecha y de ajustes en la medicacién, segun
recomendaciones del veterinario. Puntajes de 10 a 18 se tom6 como punto final
humanitario, y se realizaria eutanasia del modelo con Pentobarbital intraperitoneal

a dosis de 90 a 210 mg/kg, vigilando hasta la ausencia de signos vitales (Anexo 2)
83

Fase lll: analisis histopatolégico. Para obtener la muestra tisular fue necesario
realizar eutanasia del modelo y obtencion de tejido mediante intervencion
quirurgica, 7 dias después del primer evento (tiempo en el que se da la mayor
expresion de marcadores como: PDFG y HIF-1alpha, y tiempo en el que las células
de Musculo liso migran a la intima y expresan Actina de Musculo liso). Previo a la
eutanasia, ya realizada la sujecion, sedacion, analgesia y anestesia bajo el mismo
protocolo del procedimiento previo; se realizo la ultima toma de sangre (en la oreja,
con aguja de 22 Gauges, 2 ml de muestra). Bajo al mismo protocolo perioperatorio
ya mencionado, se realizd una incision quirurgica bilateral, para obtener una
muestra de la zona previamente trabajada de tejido, en ambas venas femorales en
ambos grupos; para obtener un tejido no manipulado que sirvid6 de control para
calibracion de las mediciones morfométricas y densitométricas, asi como para
constructo de cambio en el analisis de resultados. Bajo la misma técnica quirurgica
de diseccion vascular, se realizo un corte circunferencial, para obtener una muestra
de 2 cm de longitud y el tejido se colocd en un recipiente con formaldehido
amortiguado (un litro contiene 100ml de formol, 4 gr de fosfato monobasico, 6.5 gr
de fosfato dibasico y 900 ml de agua destilada). La eutanasia se realizé con el
conejo bajo efectos anestésicos, con Pentobarbital diluido, intravenoso a dosis de

90 a 210 mg/kg, vigilando hasta la ausencia de signos vitales.

Disposicion de cadaveres: Los desechos tales como cadaveres, tejidos, liquidos

propios de los modelos, materiales punzocortantes, jeringas, agujas hipodérmicas,
entre otros; considerados residuos peligrosos bioldgico- infecciosos, fueron
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manejados y eliminados de acuerdo con la Norma NOM-087-SEMARNAT-SSA1-
2002, asi como a la Ley General del Equilibrio Ecolégico y la Proteccion al Ambiente.
Se tom6é como manual operacional la guia de cumplimiento de la NOM-087-
SEMARNAT-SSA1-2002 ®.

Procesamiento de muestras: Se obtuvieron 2 muestras de tejido de cada modelo

(derecha e izquierda), la muestra se insertd y cortd en tres o cuatro bloques de 2-3
mm utilizando la técnica descrita anteriormente. Después de la insercién en
parafina, cada pieza se cortd en secciones de 4 micrémetros para el analisis
histologico e inmunohistoquimico. Las muestras se evaluaron con tinciéon de
hematoxilina y eosina (H&E) tincién de Masson. Fueron procesadas para su revision
histopatoldgica por 2 investigadores diferentes, quienes desconocian qué tejido se
sometio a barotrauma y a qué grupo farmacoldgico correspondian. Para el analisis
morfométrico se utilizaron las tinciones de Hematoxilina-eosina y para el analisis
inmunohistoquimico se utilizaron anticuerpos Actina de musculo liso (SMA), HIF-
1alfay PDGF.

Se midio el area de la luz vascular (definida como: el area interna a la lamina elastica
interna) y el area de hiperplasia intimal; en los cortes mas representativos se
tomaron fotografias a un aumento de 4x para hacer un tratamiento digital de cada
una de ellas mediante un analizador de imagenes Image J (National Institutes of
Health) y calibrado previamente un milimetro en pixeles, en cada fotografia. El
resultado de la inmunohistoquimica se reporté por parte de 2 patdlogos que
realizaron un reporte cualitativo, de la siguiente manera: resultado negativo: total
negatividad o menos del 50% de las células “diana” con menor intensidad que el
control, resultado débilmente positivo: mas del 50% de las células “diana” con menor
intensidad que el control, resultado positivo: mas del 50% de las células “diana” con
mayor intensidad que el control. Se reportaron dichos hallazgos en las 3 capas de
las venas 8%’

Las muestras de sangre periférica obtenidas en el dia cero (antes del barotrauma)
y el dia siete (obtencion del tejido) para medir las concentraciones séricas de PDGF-
BB y HIF-1alpha, fueron almacenadas a -80° pues en un segundo protocolo se
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correran los kits de RayBio® Rabbit PDGF-BB ELISA y RayBio® Human HIF-1

alpha Western blot (compatible para conejos de Nueva Zelanda), respectivamente
88

Tamano de la muestra:
Segun reportes de Kanamasa y colaboradores ?°, el area intimal en el sector iliaco-
femoral, de conejos de Nueva Zelanda, es de 0.01 mm? con una desviacion estandar

de 0.05 mm?. Basados en los reportes de Kakuta et al.”

y el antecedente reportado
por el Dr. Laparra™, se espera un crecimiento de hiperplasia de 0.8 mm?, sin la
intervencidon de medicamentos, una semana después del barotrauma. La
reproducibilidad de dichos valores se corrobor6é con 4 modelos piloto, a los que se
sometioé unicamente a barotrauma sin accién de medicamentos, obteniendo valores
dentro del rango reportado.

Se esperaba un crecimiento de hiperplasia intimal en el grupo de Cilostazol de 0.5
mm?, con una desviacién estandar de 0.18 mm?, segtin resultados del Dr. Laparra.

m Se anticipa que la desviacién estandar sea de 0.18 mm?.

m El limite de no inferioridad entre cilostazol y Paclitaxel es una diferencia de
0.21 mm?, considerando que dicha cifra corresponde al 30% de la distancia
entre 0.8 mm?y 0.01 mm? y que un procedimiento de revascularizacién por
angioplastia se considera exitoso cuando la estenosis o hiperplasia residual
es igual o menor al 30%. De tal manera que el 30% seria una cifra
hemodinamicamente y clinicamente determinante. Ya que no existen
estudios que hayan comparado a ambos farmacos, el valor se obtuvo
mediante los reportes de Kudo™, para el efecto de cilostazol en la inhibicion
de hiperplasia intimal, asi como los reportes del Dr. Laparra "y para
Paclitaxel; lo reportado por Cremers '°, sobre el efecto de dicho farmaco en
la inhibicion de hiperplasia intimal en coronarias de modelos porcinos.

m Suponiendo un error de tipo | del 5% y 80% de potencia.

m La razén de asignacion de 1, mas 10% de pérdidas por cada grupo (2
conejos, que de no presentarse serian considerados como pilotos para
calibraciones).
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m 16 Conejos por Grupo
m N: 32 conejos

Se estim6 un tamafio de muestra de 16 modelos por grupo, considerando un 10%

de pérdidas por cada grupo (en caso de que el modelo presente algun evento

considerado como criterio de eliminacion durante los 9 dias que dura el

experimento).

Se utilizé la formula para no inferioridad de un ensayo con grupos paralelos, donde

se pretende comparar dos promedios:

| N2 2
h= (r+ D (Z1_p/z + Z1_¢)0°

2
rdg

Donde n es el tamafio de muestra probabilidad.
r=1

0=0.18

de=0.21

o= 0.05

B=0.8

n=14

Criterios de inclusion:
e Conejos de Nueva Zelanda Machos.
e Mayores a 7 meses y menores a 2 afos.

e Peso entre 3 a 4.5 kilogramos.

Criterios de Exclusion:

e Conejos con patologias agregadas al experimento.

e Antecedente de traumatismos en la region femoral.
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Criterios de eliminacion:

e Modelos que murieran durante el desarrollo del protocolo.

¢ Que desarrollen patologias que alteren la hemodinamica drasticamente.

e Modelos que requieran eutanasia por presentar signos de sufrimiento tales

como: pérdida de peso mayor a 25%, inapetencia o deshidratacion por mas

de 48 horas, pilo ereccion, postura encorvada o pupilas dilatadas; por mas
de 3 dias.

e imposibilidad para poder realizar el procedimiento de angioplastia, o para dar

los medicamentos.

e Presencia de reacciones adversas a los medicamentos.

Definicidn y operacionalizacion de variables:

endotelio a la lamina

basal interna

Variable Definicion teérica Definicion Tipo de Indicadores
operacional variable
Grosor de la | Espacio Medicion entre el | Cuantitativa | Expresada
capa intimal | comprendido entre el | borde luminal del en micras
endotelio a la lamina | endotelio a la lamina
basal interna basal interna.
Se determiné el
mayor y el menor
grosor de HI, de
cada corte
transversal.
Zona de | Al crecimiento la | Mayor grosor de la | Cuantitativa | Expresada
mayor capa intima, | capa intima en micras
hiperplasia secundario a estrés. | expresada en
intimal milimetros
cuadrados, del
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Area de | Al crecimiento la | Borde delimitado | Cuantitativa | Expresada
Hiperplasia | capa intima, | trazando un ROI en
Intimal secundario a estrés. | sobre la lamina milimetros
basal interna, menos cuadrados
el area de la luz
vascular.
Area de la producto de 1T por el | Borde delimitado Cuantitativa | Expresada
luz vascular | radio (r) al cuadrado | trazando un ROI en
alrededor de la luz milimetros
venosa, tomando cuadrados
como referencia el
borde luminal del
endotelio venoso.
Area de toda | producto de 1 por el | Borde delimitado Cuantitativa | Expresada
la radio (r) al cuadrado | trazando un ROI en
vena sobre el borde milimetros
externo de la cuadrados
adventicia, menos el
area de la luz
vascular.
Expresion Marcador molecular | a) Resultado Cualitativa | a)
cualitativa gue se expresa en el | negativo: total Resultado
Inumo citoplasma de las | negatividad o menos negativo
histoquimica | células de musculo | del 50% de las
Con actina | liso, manifestada por | células “diana” con b)
de musculo | una tincion | menor intensidad Resultado
liso, HIF- | caracteristica que el control, débilmente
1alfa, PDGF resultado positivo

b) Débilmente
positivo: mas del
50% de las células
“diana” con menor
intensidad que el

control

c) Resultado

positivo
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c) resultado positivo:
mas del 50% de las
células “diana” con
mayor intensidad

que el control

Aleatorizacion

Los conejos fueron aleatorizados usando una secuencia aleatoria generada en el
portal en linea http://www.randomization.com. El momento de la asignacion fue pre
quirurgico mediante un muestreo probabilistico en conglomerados de 3 conejos por

dia quirurgico.

Cegamiento
Se realiz6 en la evaluacidn de resultados, tanto por el operador del equipo Image J,
como de los patologos que realizaron el reporte de inmunohistoquimica.

Analisis estadistico:

Se compararon los valores basales de ambos grupos con las pruebas de T de
Student, “U” Mann-Whitney y Chi cuadrada. La distribucién de las variables se
evaluo de acuerdo con las medias, desviacion estandar, medianas y proporciones,
se determin6 la normalidad de los valores mediante el sesgo y la curtosis. Los
resultados del area de hiperplasia intimal, se expresaron como media vy
desviaciones estandar y se calculo el intervalo de confianza al 95% (IC 95%). Para
considerar no inferioridad, se calculdé el IC 95% de la diferencia entre ambos
farmacos y se compard con el limite establecido. Se declaré no inferioridad si el

intervalo era menor a 0.21mm?>.

Los resultados de la inmunohistoquimica se compararon con la prueba de Chi
cuadrada entre ambos farmacos, y la prueba de Kruskall-Wallis para comparar los

farmacos y los controles.

Se considerd un valor de p<0.05 como estadisticamente significativo.
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INFRAESTRUCTURA

Recursos humanos:

Investigadores principales:
Dr. Rubén Arguero Sanchez
Jefe del Servicio de Cirugia, Facultad de Medicina UNAM.

Dr. Carlos A. Hinojosa Becerril.
Subdirector de investigacion y Jefe de servicio de angiologia y cirugia vascular del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”.

Co Investigadores:

Dr. Rodrigo Lozano Corona

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”. Angiologia y
cirugia vascular.

Lic. En medicina, Especialista en cirugia General, Angiologia, Cirugia vascular y
endovascular, alumno del programa de Maestria en ciencias Médicas UNAM.

- Responsable del manejo, procedimientos y cuidados peri operatorios de los
modelos.

- Encargado de los procedimientos quirurgicos: cuidado de los modelos en el
posoperatorio inmediato y durante 7 dias, realizo la obtencidn de cortes histologicos,
ayudante en la evaluacion y aplicacidon de la eutanasia, analisis de datos, redaccidn
del articulo y del protocolo.

Dr. Hugo Laparra Escareiio

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”. Angiologia y
cirugia vascular.

Lic. En medicina, Especialista en Angiologia, Cirugia vascular y endovascular,
Maestro en ciencias Médicas, alumno de doctorado en Ciencias Médicas UNAM.
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- Realizé el analisis de datos, estadistica descriptiva e inferencial, cegamiento y
aleatorizacion, ayudd en los procedimientos quirdrgicos y procesamiento de

muestras.

Dr. Javier E. Anaya Ayala

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”. Angiologia y
cirugia vascular.

Lic. En medicina, Especialista en Angiologia, Cirugia vascular y endovascular,
alumno del programa de Maestria en ciencias Médicas UNAM.

- Ayudo en el procesamiento de datos, analisis estadistico, discusion de resultados,

y publicacion del protocolo.

Dr. Jesus Javier Baquera Heredia
Centro médico ABC. Especialista en patologia quirurgica. Realiz6 el procesamiento

de las muestras para tincion e inmunohistoquimica, si como el analisis de laminillas.

Dra. Iris Gabriela Camacho Partida
Centro médico ABC. Especialista en patologia quirurgica. Colaboré en el
procesamiento de las muestras para tincién e inmunohistoquimica, si como en el

analisis de laminillas.

Dr. Manuel Villalobos Huerta
Departamento de Cirugia, Facultad de Medicina, UNAM. Cirujano General.

- Colaborador en los procedimientos de cirugia experimental
Dr. Gerardo Jiménez Lopez
Médico General. Departamento de Cirugia, Facultad de Medicina, UNAM.

- Colaborador en los procedimientos de cirugia experimental

Enf. Carolina Bafios Galeana
Departamento de Cirugia, Facultad de Medicina, UNAM.
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- Colaboradora en los procedimientos de cirugia experimental.

M.V.Z. Andrés Montiel Rodriguez

Departamento de Cirugia, Facultad de Medicina, UNAM.

Fue el encargado del cuidado anestésico, posanestésico inmediato, y realizo la
eutanasia de los modelos.

Alumnos de la licenciatura de medicina de la UNAM, cursando su servicio social en

investigacion. Auxiliares en el cuidado y alimentacion de los modelos

experimentales

Recursos materiales

- Laboratorio de cirugia experimental de la UNAM: cuenta con quiréfano equipado
con todos los requerimientos para el protocolo, asi como un arco en “C” para realizar
estudios endovasculares.

- Bioterio de la Facultad de medicina de la UNAM: Apto para el bienestar de los
modelos previo durante y después del protocolo, asi como en el procesamiento de
los desechos derivados el estudio.

- Laboratorio de biologia molecular del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutriciéon “Salvador Zubiran”. Analisis de PDGF y HIF-1 alfa. Aimacenamiento y
procesamiento de muestras.

- Servicio de cirugia vascular y estadistica del INCMNSZ: analisis estadistico y
preparacion de la publicacion.

Servicio de Patologia quirargica y Molecular el Centro Médico ABC, Campus
Observatorio.
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Recursos financieros

Patrocinio por parte de la empresa Medstent, distribuidora de material endovascular.
Aportaron balones de angioplastia, balones medicados con Paclitaxel, guias
endovasculares, asi como financiamiento econdmico para adquirir materiales

quirurgicos, y de procesamiento de datos.

Convenios de colaboracion

1.- Silvera Ciencia e Ingenieria A. C. Donacion y distribuciéon de muestras de
antigenos para inmunohistoquimica de Alpha-Smooth  Muscle Actin
(ACTAZ2) Antibody, Rabbit PAb, Antigen Affinity Purified Presentation, HIF-1 alpha /
HIF1A Antibody, PDGF-A Antibody (E-10).

2.- Laboratorio de Patologia Quirurgica y Molecular del Centro Médico ABC
Observatorio. Procesamiento de muestras, lectura e interpretacion de laminillas, asi
como facilitacion de equipos para realizacion de mediciones e interpretacion de

inmunohistoquimica.

3.- Laboratorio de medicina trasnacional del Instituto Nacional de Cancerologia

(INCAN). Almacenamiento y procesamiento de muestras.
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CONSIDERACIONES ETICAS Y/O CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO
INFORMACION

El protocolo se apega a las guias éticas internacionales Research and testing using
animals, del Reino Unido, asi como a directrices nacionales, como lo es la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, sobre las especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio. Se trata de un estudio
categoria D de invasividad, respecto al dafio o malestar que causa a los animales,
ya que se conlleva 2 procedimientos quirurgicos, uno con recuperacion y otro sin
recuperacion, asi como modificacion de agua o alimento para la administracion de
farmacos y placebo y restriccion de agua y alimento por 12 horas en 2 ocasiones.
El segundo procedimiento es categoria E, pues se realiz6 eutanasia de los modelos
77.

Se propone realizar el estudio en un Bioterio que cuenta con un Comité Interno para
el Cuidado y uso de animales de Laboratorio y que cumpla con lo estipulado en las
siguientes normas oficiales mexicanas: NOM-003-ZO0O-1999 (Sobre los criterios
para la operacion de laboratorios de pruebas aprobados en materia zoosanitaria) 8
NOM-029-Z00-1999 (sobre las caracteristicas y especificaciones par las
instalaciones y equipo de laboratorios de pruebas y/o analisis en materia

zoosanitaria), entre otras .
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METAS POR ANO

Junio-septiembre 2017: Presentacién y aprobacién de protocolo por comité

correspondiente.
Noviembre 2017: Inicio de actividades en Bioterio UNAM, con 3 pilotos de modelos

de hiperplasia, de los cuales se corrobor6é la delta de dafio del modelo de
angioplastia.
Diciembre 2017: analisis histopatologico de los tejidos obtenidos en los 4 pilotos.

Abril a mayo 2018: realizacidn de los procedimientos en 14 conejos

Junio a julio 2018: realizacion de los procedimientos en 14 conejos restantes.

Agosto 2018: analisis histopatologico y sérico.
Septiembre 2018: analisis estadistico.
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3. RESULTADOS

En el periodo de abril a agosto del 2019 se intervinieron 32 conejos de Nueva
Zelanda, acorde al calendario trazado desde el inicio de la investigacion. En cuatro
de ellos (pilotos) se realizé el fendmeno de hiperplasia intimal con el modelo de
angioplastia en una vena femoral, y se compar6é con la vena contralateral (sin
barotrauma), se comprobé el 60% (DE 10%) de aumento en el grosor del espacio
sub intimal, como lo descrito por el Dr. Laparra "*. Los otros 28 conejos fueron
asignados en cada grupo de medicamento (14 por grupo), sin haber presentado

pérdidas o eliminacion de los mismos.

Figura 4. Resumen del ensayo.

Procedimiento
exitoso (n=14)
14 grupo cilostazol
Laminillas
analizadas (n=14)

Procedimiento
exitoso (n=14)

14 grupo Paclitaxel

32 conejos)

Laminillas
analizadas (n=14)

Aleatorizacion

(n

Procedimiento
exitoso (n=4)

4 barotrauma

Laminillas
analizadas (n=4)

En la tabla 1 se resumen las caracteristicas basales de cada grupo. Como
complicacion se presentaron 2 dehiscencias de herida, una para cada grupo, de
medicamentos, no fueron consideradas como criterio de eliminacion, pues solo
comprometian la capa mas externa de la herida (la piel) y no hubo cambios

macroscopicos evidentes en la zona intervenida.
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Tabla 1: Caracteristicas basales de los modelos experimentales.

Variables Grupo Cilostazol Grupo Paclitaxel Valor de P
Sexo

Macho 14 (100%) 14 (100%) /S
Edad 10.75 (2.21) 10.9 (3.13) N/S
Peso 3,677 (334) 3,820 (320) N/S
Angioplastia 14 (100%) 14 (100%) N/S
Medicacion 14 (100%) 14 (100%) N/S
Obtencidn de tejido 14 (100%) 14 (100%) N/S
Complicaciones 1(7%) 1(7%) N/S

Valores totales y porcentaje entre paréntesis, o medias y desviacion estandar entre paréntesis.

Se obtuvieron 64 muestras de tejido fijado en formaldehido (14 de venas tratadas
con cilostazol, 14 tratadas con Paclitaxel y 28 venas controles), de las cuales se
procesaron: 64 laminillas con tincion de Hematoxilina y Eosina (H&E), 64 laminillas
con tincion de bandas elasticas de Verhoeff y 10 laminillas con tincion de Masson
(respecto a éstas ultimas, los patdlogos las solicitaron en algunos casos, porque
consideraban necesaria dicha tincion para discernir mejor las capas de la pared
vascular).

Se entregaron las laminillas codificadas, para cegar a los patélogos que les
analizaron, sobre el tratamiento que habian recibido. Se les informé unicamente que
se trataban de venas femorales de conejos, sin comentarles que éstas podrian
contener HI o alguna otra alteracion.

Del grupo de venas sometidas a barotrauma, todas fueron reportadas como
anormales, de la siguiente manera: agregados inflamatorios y fibroblasticos,
eritrocitos en la pared vascular, presencia de trombo intraluminal, o engrosamiento
de las 3 capas de la vena (fendbmeno de arteriolizacion), y crecimiento del espacio
intimal (figura 5).
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Figura 5.

Corte transversal de segmento de vena con tincion de H&E (aumentada 40 veces). Se observa
hiperplasia dependiente de la capa intima (segmento medido desde el endotelio a la lamina basal
interna) y una proliferacion fibroblastica y células inflamatorias que ocluyen el 90% de la luz del vaso.
También se observa hemorragia focal que diseca la pared del vaso. Es notable el engrosamiento de
la pared del vaso a expensas de las tres capas, fendbmeno conocido como arteriolizacion.

Del grupo de cilostazol se reportaron, 4 laminillas fueron reportadas como normales,
en el resto se reportaron de igual manera agregados inflamatorios y fibroblasticos
en la luz vascular (n=2), presencia de eritrocitos en la pared vascular (n=4),
engrosamiento de las 3 capas de la vena (fendbmeno de arteriolizacion) (n=3) y

crecimiento del espacio intimal (en 6 de ellas) (figura 6).
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Figura 6.

Corte transversal de segmento de vena con tincion de H&E (aumentada 40 veces). Se observan
segmentos de engrosamiento endotelial y una zona menor al 10% de la luz del vaso, con hiperplasia
dependiente de la capa intima (segmento medido desde el endotelio a la lamina basal interna).

Del grupo de venas sometidas a angioplastia medicada con paclitaxcel, 2 de ellas
fueron reportadas como normales, en 6 de ellas se reporté unicamente proliferacion
fibroblastica y células inflamatorias a nivel de la luz vascular, en 4 piezas se reportd
un remodelamiento positivo de la pared, es decir hiperplasia intimal que crecia hacia
la pared del vaso, sin ocluir hacia la luz del mismo (Figura 7).
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Figura 7.

500 um

Corte transversal de segmento de vena con tincién de H&E (aumentada 40 veces). Se observan dos
zonas con hiperplasia dependiente de la capa intima (segmento medido desde el endotelio a la
lamina basal interna) que corresponden a menos del 20% de la luz vascular pero que crece hacia la
pared del mismo y no hacia la luz, ademas de engrosamiento de la pared venosa a expensas de las
3 capas.

Del grupo de venas control, se analizaron 32 laminillas, de las cuales 28 fueron
reportadas como normales, en 4 de ellas se reportd proliferaciéon fibroblastica y
células inflamatorias a nivel de la luz vascular, asi como engrosamiento de todo el

vaso (Figura 8). Resultados de todos los grupos condensados en la tabla 2.
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Figura 8.

Corte transversal de segmento de vena femoral (aumentada 40 veces). A la izquierda con tincion de
H&E, se observa regularidad de la luz vascular, asi como la pared uniforme. A la derecha tincion de
fibras elasticas, donde hay mayor contraste entre el endotelio y la capa muscular (color mas oscuro),

respecto al resto del vaso (coloracion rosa).

Tabla 2. Reporte histopatoldgico cualitativo por grupo.

Caracteristicas cilostazol Paclitaxel Barotrauma Control
histolégicas

Normal 4 2 0 28
Agregados inflamatorios/

fibroblasticos ? ‘ ] 0
Diseccion 2 3 2 0
Trombo intraluminal 2 5 2 4
Engrosamiento 3 2 4 4
Hiperplasia intimal 6 4 4 0
Arteriolizacion 4 2 2 0
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Respecto a las mediciones o analisis morfométrico, la primera que se obtuvo fue el
area de la luz vascular, misma que se determind en las fotos representativas
tomadas a cada laminilla (los patélogos las eligieron). Previa calibracion, se obtuvo
con el programa ImageJ (Figura 9). Para los controles se obtuvo una media luminal
de 0.939 mm? (DE 0.70, IC 95% 0.66 a 1.20 mm?), para las venas con barotrauma
de 2.64 mm? (DE 1.08, IC 95% 1.58 a 3.71 mm?), grupo de cilostazol fue 1.17 mm?
(DE 1.02, IC 95% 0.56 a 1.77 mm?) y para el grupo de Paclitaxel de 1.10 mm? (DE
1.0, IC 95% 0.47 a 1.72 mm?).

Figura 9.

3.56x2.67 mm (1024x768), RGB; 3MB
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Corte transversal de segmento de vena femoral con tincion de H&E (aumentada 40 veces), que
Ejemplifica como se obtuvo el area luminal en cada corte.

Utilizando el mismo principio de medicion, posteriormente se obtuvo una
delimitacion del borde intimal, tomando como referencia la lamina basal. El
programa arrojaba el valor de un area; a dicha medida se le resto el area de la luz
vascular, para obtener el area intimal (el desenlace primario del presente protocolo).
Finalmente, se demarco el borde de todo el vaso y el programa arrojaba un valor de
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area, al cual se le rest6 el area de la luz vascular para determinar asi el area de todo

el vaso (figura 10).

Figura 10.
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Corte transversal de segmento de vena con tinciéon de H&E (aumentada 40 veces), que ejemplifica
como se determiné el area luminal (A), el area de hiperplasia intimal (B) y el grosor de todo el vaso
(C).

En cuanto al area de hiperplasia intimal, los valores obtenidos fueron: controles con
una media de 0.160 mm? (DE 0.05, IC 95% 0.13 a 0.18 mm?), para las venas con
barotrauma de 0.86 mm? (DE 0.08, IC 95% 0.78 a 0.94 mm?), en el grupo de
cilostazol fue 0.33 mm? (DE 0.15, IC 95% 0.24 a 0.42 mm?) y para el grupo de
Paclitaxel de 0.31 mm? (DE 0.14, IC 95% 0.22 a 0.40 mm?). El Paclitaxel y el
cilostazol tuvieron una reduccion en la expresién de la hiperplasia intimal de 61% y
63% respectivamente, al compararse con los modelos de barotrauma realizados en

los conejos pilotos (figura 11).
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Figura 11.
Resultados sobre el area de hiperplasia intimal con intervalos de confianza al 95%.
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Area de hiperplasia intimal en mm?2

La diferencia entre ambos farmacos fue de 0.0193 mm? (IC 95% -0.1175 a 0.156
mmz), de tal manera que se puede deducir no inferioridad de cilostazol, comparado
con Paclitaxel ya que el intervalo de la diferencia no rebas6 la diferencia
clinicamente significativa planteada de 0.21 mm?, en la inhibicién de la hiperplasia
intimal en venas femorales de conejos de Nueva Zelanda, cuando ésta se mide 7

dias después de ser provocada (Figura 12).
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Figura 12.
Diferencia entre el area de hiperplasia intimal con Cilostazol y Paclitaxel mas

intervalos de confianza al 95%.
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En cuento al area de todo el vaso, los resultados fueron los siguientes: controles
con una media de 0.390 mm?® (DE 0.20, IC 95% 0.32 a 0.47 mm?), para las venas
con barotrauma de 2.18 mm? (DE 0.57, IC 95% 1.61 a 2.75 mm?), en el grupo de
cilostazol fue 1.62 mm? (DE 0.99, IC 95% 1.03 a 2.21 mm?) y para el grupo de
Paclitaxel de 1.28 mm? (DE 0.72, IC 95% 0.83 a 1.7 mm?).

La ultima variable morfométrica fue la medicion de la mayor y menor zona de
hiperplasia intimal. Los resultados fueron los siguientes para la zona de mayor Hl:
controles con una media de 31.9 uym (DE 15.6, IC 95% 26.01 a 37.83 ym), para las
venas con barotrauma de 395.61 um (DE 123, IC 95% 274 a 516 ym), en el grupo
de cilostazol fue 261 ym (DE 273, IC 95% 99 a 422 ym) y para el grupo de Paclitaxel
de 216 ym (DE 273, IC 95% 47 a 386 um).

En cuanto a la zona de menor HI se obtuvo: controles con una media de 13 uym (DE
5.4, 1C 95% 11 a 15 ym), para las venas con barotrauma de 33.7 um (DE 7.5, IC
95% 24 a 41 uym), en el grupo de cilostazol fue 21 ym (DE 18, IC 95% 10.3 a 32.2
pum) y para el grupo de Paclitaxel de 16.6 ym (DE 10.1, IC 95% 10.3 a 22.6 pym).
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Analisis densitométrico de inmunohistquimica

Se realizo la tincion inmunohistquimica en las piezas de patologia con los siguientes

anticuerpos:

- Alpha-Smooth Muscle Actin ([ACTAZ2Z], Rabbit PAb, purificada de afinidad
antigénica, presentacion de 200ug, Marca Sino Biological, EUA), dilucion 1 a 100.

Se usé como control positivo un corte de apéndice cecal humana.

- PDGF-A ((E-10), anticuerpo de ratbn monoclonal de cadena ligera, presentacion
de 200ug/ml, Marca Santa Cruz, EUA), dilucion 1 a 100. Se us6 como control
positivo un corte de amigdala humana.

- HIF-1a ((28b), anticuerpo monoclonal de raton IgG1 de cadena ligera Kappa,
presentacion de 200ug/ml, Marca Sino Biological, EUA). dilucién 1 a 100. Se usé

como control positivo un corte de vejiga humana.

De las 64 muestras de tejido fijado en formaldehido (14 tratadas con cilostazol, 14
tratadas con Paclitaxel y 28 venas controles), 64 fueron tefiidas con anticuerpos de
ACTAZ2, 64 | con PDGF-A y 64 mas con HIF-1alpha. De los controles, 3 laminillas
fueron excluidas por no ser valorables (en las 3 el anticuerpo no logré tinciones
optimas), del grupo de Paclitaxel 2 laminillas y de cilostazol 2 laminillas mas, fueron
excluidas (el anticuerpo no logré tinciones éptimas), se analizaron en total 185
laminillas. Al representar pérdidas menores al 20%, se considerd aceptable no
repetirlas. No fueron excluidas laminillas de venas sometidas unicamente a
barotrauma. Los resultados reportados por los dos patdlogos se muestran en la
tabla 3. Para el caso de actina, un marcador que es positivo en todos los vasos (en
la capa media), el criterio de positividad fue cuando éste se encontraba fuera de la
capa muscular, hacia el espacio subintimal (Figura13). El PDGF, un marcador de
igual manera positivo en condiciones normales en el endotelio venoso, se considero
positivo cuando éste se encontraba en zona subintimal, capa media y adventicia
(Figura 14). El HIF-1alpha, se encuentra positivo unicamente en hipoxia, por lo que
los criterios de positividad fueron, encontrarlo de forma débil o francamente positiva

en cualquier capa del vaso (figura 15).
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Tabla 3. Resultados cualitativos de inmunohistoquimica.

Grupo Resultado cualitativo ACTA2 PDGF HIF-1 a
Cilostazol  Negativo 1 2 0
N=12 Débilmente positivo 8 7 3

Positivo 3 3 9
Paclitaxel = Negativo 1 2 2
N=12 Débilmente positivo 4 9

Positivo 7 1 1
Control Negativo 23 15 20
N=25 Débilmente positivo 2 7 5

Positivo 0 3 0
Barotrauma Negativo 0 0 0
N=5 Débilmente positivo 3 4 2

Positivo 2 1 3

ACTAZ2: Actina de musculo liso, PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas, HIF-1a: factor
inducible por hipoxia 1 alfa.

Figura 13.

Corte transversal de segmento de vena con anticuerpo de ACTA2. A: resultado negativo, pues el
marcador se expresoé en el sitio habitual (flecha roja, foto con aumento 4x). B. Resultado positivo,
pues el marcador se expresé en un territorio mayor al habitual (flecha roja, foto con aumento 10x).
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Figura 14.

Corte transversal de segmento de vena con anticuerpo de PDGF. A: resultado negativo, pues el
marcador se expres6 con mayor intensidad en el sitio habitual (flecha roja, foto con aumento 4x). B.
Resultado positivo, pues el marcador se expresd con gran intensidad en un territorio mayor al
habitual (flecha roja, foto con aumento 10x).

Figura 15.

Corte transversal de segmento de vena con anticuerpo de HIF-1 a. A: resultado negativo, pues el
marcador no se expreso (flecha roja, foto con aumento 4x). B. Resultado débilmente positivo, pues
el marcador se expreso en la zona de hiperplasia intimal (flecha roja, foto con aumento 4x).
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La prueba de Chi cuadrada resultdé no significativa entre Paclitaxel y Cilostazol en
cuanto a la expresion de Actina y PDGF. Fue significativa en la diferencia de HIF-1
alfa (p= 0.001), para los valores positivos. Las diferencias entre los resultados de
todos los anticuerpos entre medicamentos y los controles, fueron significativas (p=
0.001), excepto en PDGF para cilostazol y sus controles, para los resultados

positivos.

4. DISCUSION

A nuestro conocimiento, éste es el primer ensayo clinico experimental de no
inferioridad que se realiza para comparar el efecto de Paclitaxel vs Cilostazol en la
inhibicion de la hiperplasia intimal venosa, en conejos de Nueva Zelanda, 7 dias
después de haber sometido dicha vena a barotrauma. Aunque se trata de
medicamentos con farmacocinética y farmacodinamia diferentes, asi como el
tiempo de prescripcion e indicaciones diferentes, en la practica real su uso se ha
expandido a territorios anatomicos y nosoldgicos similares, mas alla de lo
inicialmente descrito y han coincidido en su uso para el tratamiento de la
enfermedad vascular periférica; existen reportes sobre el efecto inhibitorio que
ejercen sobre la HI arterial, en ambos farmacos %", Por otro lado, el estudiarles de
forma conjunta nos ha permitido indagar en posibles efectos sobre vias moleculares

que pudieran participar en la hiperplasia intimal venosa.

Nuestros resultados sugieren no inferioridad de cilostazol, comparado con Paclitaxel
respecto a la inhibicién del area de hiperplasia intimal venosa en etapas tempranas.
Estos resultados pueden tener relevancia clinica; para el Paclitaxel, las ventajas
serian que se administra en una sola ocasidén, no aumenta riesgo de sangrado,
ademas, la dosis de 2 a 3.5 microgramos no ha presentado los efectos anafilacticos
descritos para dosis oncoldgicas. En el caso de Cilostazol que, puede ser de ayuda
en pacientes con claudicacion, o necesidad de antiagregacion plaquetaria
prolongada; aunada a la necesidad de inhibir la hiperplasia intimal. Posiblemente
estos resultados alienten a continuar las investigaciones sobre el efecto de
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Cilostazol y Paclitaxel en la hiperplasia intimal venosa. Seria interesante en otros
estudios, valorar el efecto que tienen dichos medicamentos usados de forma
conjunta, ya que, a nuestro conocimiento, no existen hasta el momento

descripciones de efectos benéficos o perjudiciales al usarse de forma concomitante.

Respecto a los resultados del analisis morfométrico, el area de hiperplasia intimal
represento el grosor de las capas celulares de reciente formacion, secundario al
aumento en el numero de células de musculo liso, estimuladas por el barotrauma.
Fue considerada como el desenlace primario para el presente protocolo, por la
intencion de estudiar la respuesta celular, mas alla de los cambios en el diametro
interno o externo del vaso. Ademas, el area de HI ha sido reportada por otros
autores como una capa vascular con variaciones importantes después del
barotrauma, refiriéndose en la mayoria de ellos como una variable de distribucion

normal 376

, cumpliéndose dicha distribucion en los resultados que obtuvimos. Por
su parte, el area de la luz vascular, asi como el diametro externo del vaso
presentaron distribucion no parameétrica. Creemos que la variacion entre dichos
valores se debe a que, pueden verse modificados en el tejido explantado por
cambios propios de las piezas sometidas a formol, asi como la retraccién o
deformacion que sufren las muestras al ser procesadas para su analisis al
microscopio. Las arterias, por ejemplo, tienden a mantener una forma circular
después de ser procesadas para su analisis histopatolégico (debido al grosor
otorgado por la capa media); a diferencia de las venas que tienden a deformarse, y

por ello la variacién en el lumen, diametro interno y externo (figura 1) °*.

Aunque los resultados sobre el area de la luz vascular y el area de todo el vaso
presentaron distribucion libre, con DE amplias (excepto en las venas control),
permiten identificar una tendencia: el vaso permanece dilatado después de 7 dias
del barotrauma, pero dicha dilatacion podria ser menor, si se agrega Cilostazol o
Paclitaxel, ya que el diametro externo de las venas con dicho farmaco, fue igual
entre ellos, pero diferente respecto al control y al grupo de venas con barotrauma.
Tal fendbmeno podria significar que el vaso tiende a volver a su diametro original

(caracteristica fundamental para que conserven sus funciones). Sin embargo,
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supuesto tendria que ser valorado mediante otros métodos, de forma longitudinal e
idealmente, bajo condiciones hemodinamicas reales. Herdeg y Cols. ¢’ reportaron
qgue el Paclitaxel en modelos animales, podria preservar la capacidad contractil de
los vasos y evitar la deformacion del mismo, en tres mediciones, a los 7, 28 y 56
dias después de haberles sometido a barotrauma.

Por su parte, los reportes histopatolégicos en ambos farmacos, también arrojan
resultados interesantes, por ejemplo, Cilostazol y Paclitaxel no tuvieron diferencia
en cuanto al area de HI, pero hubo tendencia hacia una remodelacion positiva en
éste ultimo grupo, es decir, una proliferaciéon de la capa intima hacia la pared del
vaso que no causa alteraciones hemodinamicas tan marcadas, contrario al caso de
la remodelacion negativa (crecimiento de la HI hacia la luz vascular y por lo tanto,
obliterante). Algunos reportes relacionan a la remodelacion negativa, como una
zona de hiperplasia con mayor actividad inflamatoria y por ende peor prondstico
post revascularizacion endovascular %2. Mintz y Cols. reportaron asociacién entre la
remodelacion negativa y la expresion de HI después de colocar un Stent medicado

con Paclitaxel, en pacientes con enfermedad coronaria *.

Aunque existen
controversias sobre el papel que juega le remodelacién positiva o negativa en la
permeabilidad de un vaso post angioplastia, se ha visto que dicha respuesta es

9 También es de

modificada por el mecanismo de accion de cada farmaco
destacarse mayor “arteriolizacion” en el grupo de cilostazol, lo que concuerda con
el trabajo del Dr. Laparra, cuyas imagenes muestran venas con engrosamiento
intimal uniforme cuyas caracteristicas histomorfologicas son similares a las de una

arteria 4.

Por otro lado, los resultados de inmunohistoquimica, permiten hacer algunas
inferencias sobre el mecanismo de accién de ambos farmacos en la respuesta
vascular al barotrauma, que no habian sido estudiados en conjunto y de forma
comparativa. A decir de la Actina de musculo liso, no hubo diferencias en su
expresion entre ambos farmacos, pero si una tendencia a mayor nivel en el grupo
de Paclitaxel, representado por mayor intensidad a nivel intracelular, principalmente
en la capa media y subintimal de las venas. Esto puede deberse posiblemente, a un
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mayor numero de células musculares lisas maduras, o a mayor crecimiento de éste
grupo celular (en futuros analisis podriamos hacer un conteo celular de la HI). En
CML maduras, las fibras de actina se encuentran bien organizadas y expresan mas
éste biomarcador. Dicha estabilidad se altera en condiciones de estrés y las CML
cambian a una forma secretora, disminuyendo asi la cantidad de Actina. Gomez-
Alvis y Cols. reportaron mayor actividad contractil en la capa media de venas de
mamiferos sometidos a tratamiento con Paclitaxel *. Por lo tanto, una tendencia a
mayor expresion de Actina en el grupo de Paclitaxel, podria significar mayor numero
de CML maduras, ya que se han descrito efectos estabilizadores para éste farmaco,
y para cilostazol se han reportado propiedades antiproliferativas %8

En cuanto a la captacion de PDGF, fue similar en ambos farmacos, pero con menor
expresion comparados con venas sometidas unicamente a barotrauma. Por otro
lado, fue el marcador mas positivo en las venas control (comparado con HIF-1a y la
AML, anticuerpos que fueron negativos en venas sanas), es decir, el estrés
quirurgico al que fueron sometidas todas las venas analizadas (sin requerir de
barotrauma), al parecer fue suficiente para su mayor expresion. La razén de valorar
PDGF a nivel de tejidos, fue para determinar el papel que juega en cada capa
vascular, pues se sabe que su expresion también puede ser dada por células
circulatorias, por ende, su medicidn en plasma habria reflejado dichos valores (tanto
plasmaticos como a nivel vascular). Una constante en las venas control fue la
integridad del endotelio, representado por una captacion lineal e ininterrumpida del
antigeno de PDGF. Esto a su vez, se tradujo por los patdlogos como integridad
endotelial. En las venas sometidas a barotrauma, se observo gran discontinuidad
de éste marcador, lo que se interpreté como lesién endotelial. Tang y Cols %,
mencionan que después de una angioplastia mas del 80% de las células
endoteliales sufren apoptosis, por lo que el proceso de reparacion celular es muy
activo en etapas tempranas después del barotrauma. Derivado del efecto sobre el
GMPC vy el oxido nitrico, secundario a la inhibicion de la fosfodiesterasa lll, al
cilostazol se le ha atribuido un efecto benéfico en la re endotelizacion vascular. En
el presente estudio, se encontr6é una tendencia hacia mayor continuidad endotelial
en el grupo de cilostazol. Por lo tanto, podria haber mayor regeneracion endotelial
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y, por ende, una recuperacion de la funcidn vascular optimizada por dicho farmaco.

Por su parte, el HIF-1 alfa, es un marcador que de forma mas reciente se ha
relacionado en la génesis de la hiperplasia intimal, su expresion promueve
angiogénesis, ademas de apoptosis y migracion celular **. Estudios mencionan un
mayor aumento a nivel sérico de éste marcador en el contexto de la hiperplasia
intimal, su presencia se ha determinado como crucial, por ejemplo, para la
cicatrizacion de heridas, pero en la HI al parecer su inhibicion disminuye la
proliferacion y migracién de CML . Laparra et al ", reportaron mayor expresién de
HIF-1alfa después de barotrauma, respecto a venas control. Por esta razén, en el
presente estudio se trataba de identificar qué medicamento podria inhibir mas la
expresion de HIF-1alfa, ademas de establecer si el aumento de HIF-1 alfa estaria
correlacionado con aumento en PDGF, ya que se han descrito mecanismos de
“feedback” entre ellos, pero no fue asi. El HIF-1alfa, se encontré6 con mayor
positividad en el grupo de cilostazol, donde a su vez, el PDGF no mostro diferencias
significativas con los controles. Por otra parte, se ha descrito un efecto antagonista
entre HIF-1 alfa y Paclitaxel en el terreno de la oncologia. Los tumores sdlidos (en
Su mayoria con centros hipdxicos o necroéticos) expresan mayores niveles de HIF-1
alfa, y por otro lado (sin que esto sea necesariamente causalidad) responden menos
a tratamiento con taxanos. Una posible explicacién es que HIF-1 alfa participa en la
expresion de la tubulina Il beta, lo que le confiere resistencia a los taxanos %. Pero
en la fisiopatologia de la hiperplasia intimal, el HIF-1 alfa y el Paclitaxel pueden tener
una interaccion diferente, ya que se expres6 menos cuando se administro éste

farmaco, en relacion al grupo de barotrauma y al grupo de cilostazol.

Con los resultados encontrados en el presente protocolo, se abren posibilidades
sobre ciertas similitudes en vias de accion moleculares entre ambos farmacos. Se
han descrito efectos en la inhibicion del HIF-1 alfa, PDGF, migracion y diferenciacion
de CML, asi como vias anti inflamatorias para ambos farmacos ®73. Otra via que
podran compartir en comun (y que no fue estudiada en el presente estudio), es en
la activacion de la AMPK (proteina kinasa activada por AMP), descrita ya para

cilostazol ¥”. Por otro lado, las vias de PPAR- gamma, parecen ser inhibidas por
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Paclitaxel y activadas por cilostazol, lo cual, en su uso conjunto, podrian verse

compensadas a favor de la funcién endotelial ®1%,

Limitaciones de estudio

Se trata de un estudio experimental, los fenbmenos se encuentran muy controlados,
en el escenario clinico otros factores podrian estar relacionados a la formacion de

eventos hiperplasicos.

Las dosis de Cilostazol utilizadas (20 mg/kg de peso), no correlacionan con las dosis
recomendadas en humanos, lo que podria limitar la transferencia de los resultados

obtenidos en modelos experimentales, al terreno clinico.

Varios medicamentos, asi como vias metabdlicas se han relacionado a la Hl, lo que,
llevado a la practica clinica, no siempre es consistente. La medicidn transversal a
los 7 dias no contempla todo el fenbmeno de hiperplasia. Un estudio longitudinal
con varias mediciones habria aportado mejor entendimiento en como se comporta

dicho fendmeno a través del tiempo.

Los reportes de inmunohistoquimica permiten ver en qué zonas de la pared venosa
se expresa el anticuerpo, pero no permiten saber con certeza cuantitativa su
expresion. La tincion de los diferentes anticuerpos de igual manera es multifactorial,
por lo cual no se puede inferir causalidad. Dichos resultados seran posteriormente
comparados con los niveles de PDGF, HIF-1alfa y AML (mediante prueba de ELISA
y/o Western blot), en muestras de tejido vascular crio preservado y a nivel sérico,
que fueron obtenidas en todos los modelos, y seran procesadas para presentarse
en un futuro protocolo, asi como un re calculo del tamafo de la muestra para dichas

inferencias.
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5. CONCLUSION

El Cilostazol es no inferior al Paclitaxel en la inhibicion de Hiperplasia intimal en
venas femorales de conejos de Nueva Zelanda, cuando se realiza la medicién 7
dias después de haberles realizado barotrauma mediante angioplastia. Ambos
farmacos presentan una expresion similar de anticuerpos para PDGF y ACM, con
tendencia a mayor elevacion de HIF-1alfa en venas tratadas con Cilostazol.
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Anexo 1. Punto de fin humanitario para los modelos experimentales.

7. ANEXOS

Formato de criterios de punto final

Animal #: Esp Edad: Sexo:
Fecha inoculacién 1 (inmunizacién): Fechaiii lacion 2 (reto):
Fecha
Parédmetro Score
Normal

Falta general de acicalamiento

ia fisica

Pelo duro, enrojecimiento de ojos
ylo nariz

Piloereccién, postura encorvada,
pupilas dilatadas

Normal

< 10% pérdidad de peso

ingesta de agua

10-15% pérdida de peso

> 20% pérdida de peso

Hidratacion

Normal

Prueba de pellizco de la piel anormal

Normal 0
c Cambios menores 1
no provocado | Movilidad reducida, asilado pero 2
alerta
Automutilacién, muy inquieto o 3
inmoévil
Normal 0
Respuestas de | Depresion menor o exageracion de 1
p i la respuesta
alos estimulos | Respuestas moderadamente 2
externos anormales
Reacciones violentas o en estado de 3
coma
Frecuencia respiratoria normal 0
Cambios leves en el ritmo de la 1
Signos respiracion
9 Aumento de la frecuencia 2
respiratoria abdominal
Respiracion abdominal marcada, 3
cianosis
* Total (0-18)

* 0-4 = Notificar al veterinario; 5-9 = Monitorear cuidadosamente; 10-18 = Eutanasia

Criterios de punto final:
Adicional a la escala de punto final, los animales deben ser eutanasiados si:
- La pérdida de peso es mayor al 25%

- Inapetencia o deshidratacién por mas de 48 horas.

77



	Portada 

	Índice

	Resumen 
	1. Introducción 
	2. Metodología  
	3. Resultados 
	4. Discusión  
	5. Conclusión
	6. Referencias
	7. Anexos

