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Efecto del AMPc sobre la funcion de las células endoteliales
y la proliferacidn fioromuscular tras la lesion de las arterias
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Introduccion y objetivos. El adenosinmonofosfato
ciclico (AMPc) restablece la funcién de barrera del endo-
telio vascular y previene la liberacion de citocinas proin-
flamatorias. Evaluamos in vivo si el aumento de las con-
centraciones de AMPc acelera la reendotelizacion y
atenua la proliferacion fiboromuscular.

Métodos. Media hora antes de causar la lesién de am-
bas arterias carétidas con balén, 5 cerdos fueron tratados
con 2 ml (10 mg) intravenosos en bolo de forskolin, un
activador de la adenilciclasa, y otros cinco con 2 ml de
suero fisioldgico. Estos animales fueron sacrificados a los
8 dias y se valord el grado de reendotelizacion. En otros
19 cerdos se caus6 con aterotomo la lesion de la arteria
coronaria descendente anterior. Nueve animales fueron
tratados con forskolin en bolo y otros 10 con suero fisiol6-
gico. Se midi6 el AMPc intraleucocitario basal, a los 28 y
60 min de administrar el suero o el forskolin, y a los 90 de
causar la lesién de la coronaria descendente anterior. Es-
tos animales fueron sacrificados a las 4 semanas y se va-
loraron el grado de reestenosis y el remodelado arterial
geométrico en ambos subgrupos.

Resultados. La reendotelizacion fue superior en el gru-
po tratado que en el control (p = 0,02) y el nimero de cé-
lulas CD31 positivas fue significativamente superior en el
grupo de estudio (38 + 11 células) que en el control (11 £
9 células). El grado de lesion causado con el aterotomo
fue similar en la totalidad de las arterias. En el grupo con-
trol se produjo reestenosis en el 40% de los animales. El
andlisis de correlacion demostrd que tanto en el grupo de
estudio como en el control las concentraciones de AMPc
elevadas se relacionan con una menor proliferacion fibro-
muscular y un aumento del diametro de la luz del vaso le-
sionado.

Conclusiones. Nuestros resultados sugieren que el au-
mento de las concentraciones de AMPc incide en la reen-
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dotelizacién precoz de los segmentos lesionados. El
AMPc intracelular puede condicionar el remodelado del
vaso y el calibre de su luz.

Palabras clave: Endotelio. AMPc. Reestenosis. Remo-
delado.

(Rev Esp Cardiol 2001; 54: 981-989)

Effect of cAMP on Endothelial Cell Function
and Fibromuscular Proliferation in an Injured
Swine Carotid and Coronary Artery

Introduction and objective. Reendothelization of da-
maged blood vessels protects against the vascular injury
response. We evaluated in vivo whether a systemic incre-
ase in cAMP accelerates reendothelization and attenua-
tes intimal hyperplasia in injured swine carotid and coro-
nary arteries.

Methods. Both carotid arteries of 10 swines were sub-
jected to balloon injury. Five animals had been treated
with 2 ml (10 mg) of Forskolin, an activator of the adeny-
late cyclase, and another 5 with 2 ml of saline solution.
These animals were sacrificed at day 8, and carotid artery
reendothelization was evaluated. The descendent coro-
nary (DC) artery of another 19 pigs was injured by athero-
tome. Nine animals had been treated with 2 ml of Forsko-
lin, and another 10 with 2 ml of saline solution. These
animals were sacrified at day 28, with myointimal prolife-
ration and arterial geometric remodelation being evalua-
ted. Likewise, in these animals intracellular cAMP levels
were measured at baseline and 28 and 60 minutes after
saline solution or Forskolin administration and 90 min af-
ter arterial injury.

Results. Eight days after balloon injury, carotid artery
reendothelization was greater in the Forskolin-treated
group compared with the control group (p = 0.02), and the
number of CD31 possitive cells was statistically increased
in the treated group (38 + 11 cells) versus controls (11
9 cells). Although the degree of vascular injury caused by
atherotome was similar in all of the arteries in the control
group, restenosis was only observed in 40% of these ani-
mals. Correlation analysis demonstrated that intracellular
cAMP may condition arterial geometric remodeling and
the diameter of the lumen after vascular injury.
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ABREVIATURAS

AMPc: adenosin monofosfato ciclico.

DA: descendente anterior.

VEGEF: factor de crecimiento derivado del endotelio
vascular.

PGE, y PGL,: prostaglandinas E, e L.

Conclusion. Our results suggest that cAMP may pro-
mote reendothelization and attenuate fibromuscular proli-
feration.

Key words: Endothelium. cAMP. Restenosis. Remodeling.

(Rev Esp Cardiol 2001; 54: 981-989)

INTRODUCCION

La angioplastia coronaria transluminal percutdnea
(ACTP) constituye un procedimiento ampliamente uti-
lizado para la revascularizacién miocardica. Aunque
las complicaciones de la ACTP se han reducido de ma-
nera significativa, la reestenosis ocurre en casi el 35%-
50% de los casos'. La lesion causada en la pared del
vaso por el inflado del balén desencadena una cascada
de reacciones, siendo la estimulacion de las células
musculares lisas (CMLs) y/o fibroblastos un aconte-
cimiento critico en la iniciacién de la hiperplasia inti-
mal'"!%. Sin embargo, el empleo en la clinica humana
de varios agentes antiproliferativos que inhiben la ac-
cion de los factores de crecimiento ha fracasado en la
prevencién de la reestenosis'"'2. En la actualidad, la
reendotelizacidn precoz (restauracion de la integridad
y funcién del endotelio vascular lesionado lo mds rédpi-
damente posible) constituye un concepto emergente
para reducir la incidencia de reestenosis'?. El endotelio
vascular es la barrera entre la sangre circulante y la pa-
red vascular e inhibe la proliferacion de las células
miointimales>'>!*, produce factores que regulan el cre-
cimiento vascular y la funcién plaquetaria, y contribu-
ye de forma importante a la regulacion global de la
coagulacion y la trombosis'>!>!7, Sin embargo, algu-
nos autores encontraron que en las zonas reendoteliza-
das se desarrollé mas neointima que en las no reendo-
telizadas'® y que las zonas reendotelizadas fueron més
trombogénicas que las no endotelizadas'. Estos resulta-
dos, contradictorios con los previamente citados!'>!>!7,
sugieren la importancia que puede tener el tipo de
agente farmacoldgico empleado para inducir la reen-
dotelizacién'>!7. Asi, la utilizacion del factor de creci-
miento derivado del endotelio vascular (VEGF), si
bien causa la reendotelizacién?, produce de manera si-
multdnea la extravasacion de fibrinégeno y trombina
dentro de la pared del vaso, como consecuencia de lo
cual cabe esperar trombosis, inflamacién y mitogéne-
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sis'>!7. White et al*' han descrito que la administracién
sistémica de estrégenos reduce la formacién de neoin-
tima, en parte facilitando la reendotelizacién de la pa-
red dafiada sin causar las complicaciones citadas.

Ningtn trabajo previo ha evaluado el papel del
AMPc en la inhibicién de la proliferaciéon miointimal
tras la lesién causada en la pared arterial por balén de
angioplastia en animales vivos. Diversos datos indi-
rectos sugieren que el AMPc podria facilitar la reen-
dotelizacion selectiva de la zona lesionada y, de este
modo, incidir en la reduccién de la proliferacién
miointimal sin causar las complicaciones citadas. Las
prostaglandinas E, (PGE,) e 1, (PGIL,), sintetizadas
en el endotelio vascular, inhiben la agregacién pla-
quetaria®? e inducen la inhibicién de la proliferacién
fibromuscular aumentando la sintesis de AMPc al ac-
tivar la adenilciclasa via proteina G acoplada al recep-
tor’>?3, Estudios in vitro sugieren que el aumento de
AMPc en las células endoteliales podria incrementar
la capacidad antitrombdtica del endotelio vascular,
dado que el AMPc inhibe la expresion del factor tisu-
lar inducida por ciertas citocinas'®, que el aumento de
la permeabilidad de las células endoteliales ocurre
como consecuencia del descenso del AMPc celular, y
el AMPc previene y normaliza por completo los cam-
bios inducidos por la hipoxia en la funcién de barrera
que ejerce el endotelio®?. Estudios ex vivo demostra-
ron que el AMPc previene el aumento de la permeabi-
lidad microvascular inducida por la isquemia-reperfu-
sién?, asi como la liberacion de ciertas citocinas?’28.
Recientemente, Nguyen et al** demostraron en ratas
recién nacidas la gran importancia que tiene el AMPc
en el cierre del ductus arterioso. Cuando las concen-
traciones de AMPc en el tejido ductal se reducen de
manera significativa se produce la migracién y proli-
feracion de las células musculares lisas en la regién
subintimal y el posterior cierre del ductus, mientras
que cuando las concentraciones intracelulares de
AMPc en el tejido ductal se mantienen elevadas se
evita la migracion y proliferacion de las células mus-
culares lisas en la region subintimal, lo cual condicio-
na que el ductus permanezca permeable.

Finalmente, se sabe que la reendotelizacién comien-
za 2-4 h después de la lesion de la pared del vaso'” vy,
por otro lado, que la elevacién del AMPc por estimula-
cién de la produccién endégena es eficaz durante al
menos 12 h*,

A la vista de los propuestos efectos del AMPc sobre
la prevencién y normalizacion de los cambios induci-
dos por la deprivacion de oxigeno en la funcién de ba-
rrera que ejerce el endotelio, pretendemos comprobar
la hipétesis de la posible regulacién por la elevacion
temporal de la concentracion sistémica de AMPc sobre
la biologia de las células endoteliales, y proliferacién
de fibroblastos y células musculares lisas in vivo, en
un modelo animal, como es la lesion de la arteria caro-
tida y arteria coronaria descendente anterior del cerdo.

68



Rev Esp Cardiol Vol. 54, Num. 8, Agosto 2001; 981-989

METODOS

En nuestro estudio empleamos cerdos debido a que
es el animal que mds se parece al ser humano, tanto
en la morfologia como en la fisiologia cardiovas-
cular?®.

Se emplearon un total de 39 cerdos domésticos, de
pesos comprendidos entre los 25 y 35 kg. Los anima-
les fueron tratados de acuerdo con el Real Decreto
223/1988 de 14 de marzo sobre proteccion de los ani-
males utilizados para experimentacién y otros fines
cientificos (BOE 1988; n.° 67; 8509-8512). Se coloca-
ron en jaulas y se les administraron comida y agua ad
libitum. Doce horas antes del experimento, los anima-
les no tuvieron acceso a la comida pero si al agua. La
anestesia se indujo con una combinacién de 10 mg/kg
de ketamina, 2 mg/kg de xilacina y 0,04 mg/kg de
atropina administrada intramuscularmente, seguida
de una mezcla de oxigeno al 1%, 6xido nitroso al 2%
y halotano al 2%, administrado con una mdscara de
Hall. Tras la intubacién endotraqueal, la anestesia se
mantuvo con la misma mezcla de gases y se procedid
a la canulacién quirtrgica de la arteria femoral dere-
cha, colocandose un introductor valvulado (INPUT.
TS 10 Fr, Arterial Vascular Engineering, Inc. Galway,
Irlanda). A continuacién se administré un bolo de 100
U/kg de heparina no fraccionada intravenosa (heparina
sodica ROVI S.A., Madrid, Espafia) para permitir la
introduccién de los catéteres de angioplastia sin la ac-
tivacion del sistema de coagulacién. Durante la aneste-
sia la presion sistémica se monitorizé continuamente y
se efectuaron estudios gasométricos.

Protocolo experimental

Los animales fueron divididos en dos grupos (grupo
control y de estudio), y cada uno de ellos fue subdividi-
do en dos subgrupos. Los grupos fueron ciegos para el
patélogo y para el encargado de la medicion del AMPc.

Grupo control

Al. Valoracion del grado de reendotelizacion. Este
grupo estaba compuesto por 5 cerdos en los que se
causo lesion de ambas arterias cardtidas con balén de
6 X 40 mm. Treinta minutos antes de causar la lesién
se administraron 2 ml de suero fisiol6gico. Estos ani-
males fueron sacrificados a los 8 dias bajo anestesia
general. Antes de sacrificarlos se les inyectaron 500 ml
de una solucién al 0,5% de azul de Evans por una vena
periférica, con el fin de valorar macroscépicamente el
area del endotelio vascular que permanecia denudada.
Asimismo, se valoraron la cicatrizacioén y el grado de
reendotelizacién mediante microscopia electrénica e
inmunohistoquimica.

A2. Valoracion del grado de reestenosis. Este sub-
grupo estaba compuesto de otros 10 cerdos en los que
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se causo lesion en una de las dos ramas de la arteria
coronaria izquierda (descendente anterior [DA] o cir-
cunfleja [Cx]) con aterotomo de Simpson. A estos cer-
dos se les suministraron 2 cm de suero fisioldgico por
una vena periférica 30 min antes de causar las lesiones
vasculares. Asimismo, se extrajeron muestras de san-
gre para determinar las concentraciones intracelulares
de AMPc en condiciones basales (inmediatamente tras
la anestesia), a los 30 y 60 min de administrar el suero
o el forskolin, y a los 90 min de causar la lesién de la
DA. Estos animales fueron sacrificados bajo anestesia
general a los 28-30 dias de efectuar la lesion. En los
segmentos de las arterias lesionadas y segmento proxi-
mal sano se efectud el estudio histolégico e inmu-
nohistoquimico.

Grupo de estudio

B1. Valoracion del grado de reendotelizacion. Este
subgrupo de otros 5 animales se diferencia del Al en
que 30 min antes de efectuar las lesiones en ambas ca-
rétidas se suministraron, por una vena periférica,
10 mg de forskolin, un activador de la adenilciclasa.

B2. Valoracion del grado de reestenosis. Este sub-
grupo de otros 9 animales se diferencia del A2 en que
30 min antes de efectuar las lesiones en ambas cardti-
das y arterias coronarias se suministraron, por una
vena periférica, 10 mg de forskolin.

Técnicas de lesion vascular

Lesion de ambas arterias cardtidas con balon

La arteria femoral izquierda fue disecada y ligada
distalmente. Un catéter con un balén de 6 mm con una
guia de 0,25 pulgadas fueron introducidos por la arte-
ria femoral izquierda. Empleando un monitor fluoros-
copico, el catéter fue colocado en la parte media de la
arteria cardtida izquierda. El balén de angioplastia se
inflé con contraste radioopaco por dos veces a 14 atm
durante 60 s. Con el fin de causar la denudacién del
endotelio vascular, después del segundo inflado el ba-
16n fue inflado por tercera vez a 10 atm y, mantenién-
dolo inflado, el catéter fue retirado de la zona de le-
sién. Se empled el mismo procedimiento para causar
el dafio de la media y la denudacién del endotelio vas-
cular, en la arteria homénima contralateral.

Lesion de la arteria coronaria descendente
anterior con aterotomo de Simpson

Mediante control fluoroscopico se avanzo un catéter
guia de angioplastia hasta el origen de la coronaria iz-
quierda. Tras la realizacién de un angiograma de con-
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trol (Hexabrix 320, Lab Guerbet S.A., Madrid, Espa-
fla) se avanzé una guia de angioplastia de 0,014 pulga-
das hasta el segmento distal de la arteria coronaria que
se pretendia intervenir, y sobre dicha guia se avanz6 el
aterotomo direccional de Simpson (Atherocath-GTO®,
Devices for Vascular Intervention, Inc., California,
EE.UU.) hasta el segmento medio del vaso. Una vez
inflado el balén del aterotomo (2-3 atm) se realizaron
seis avances consecutivos de la cuchilla del aterotomo
sin modificar la posicién del catéter. A continuacién se
desinfl6 el balén y se retird el aterotomo, realizdndose
una angiografia de control para valorar la presencia de
sobredilatacion, diseccién, espasmo o compromiso del
flujo en la arteria intervenida. Tras la sutura de la arte-
ria femoral se permitid la recuperacion de los anima-
les, que fueron mantenidos con dieta normal durante
4 semanas.

Medicion de AMPc intracelular

Tanto en el grupo de estudio como en el grupo con-
trol se valoraron las concentraciones intraleucocitarias
de AMPc mediante la técnica de enzimoinmunoandli-
sis (ELISA). En todos los casos se partié de un volu-
men conocido de sangre (5 ml), que fue recogido en
tubos venoject estériles con EDTA k,. Se procedi6 a
la separacién del plasma y de los leucocitos mediante
un gradiente de densidad con Ficoll (1/4 del volumen
de sangre total) (ISO-PREP for isolation of human
lymphocytes. Robbins Scientific Corporation. Sunny-
vale, CA). Se centrifugaron las muestras a 1.800 rpm
durante 45 min a 4 °C; las fases plasmadtica y leucoci-
taria se recogieron en tubos independientes, se realizo
un lavado de la fase leucocitaria con el fin de eliminar
los restos de Ficoll y se procedié al recuento del nu-
mero de linfocitos en la camara Neubauer. La cantidad
de linfocitos extraidos se expresé en nimero de célu-
las/100 pl.

El contenido intraleucocitario de AMPc se extrajo
mediante sucesivos ciclos de congelacion y desconge-
lacién. Posteriormente se centrifugé a 5.000 rpm du-
rante 5 min a 4 °C, y el sobrenadante se recogio en tu-
bos Eppendorf estériles, que se almacenaron a —80 °C
hasta su posterior utilizacién. La cuantificacion de las
concentraciones intracelulares de AMPc se realizd
mediante ELISA empleando equipos comerciales es-
pecificos para su determinacion (Cayman Chemical,
R and D systems Europe, Abingdon, OX, Reino Uni-
do). Los valores de AMPc se expresaron como
pmol/10° células.

Estudio histomorfométrico
e inmunohistoquimico

Se efectuaron las tinciones de hematoxilina y eosi-
na, el método de tricromico de Masson y el de orceina
para fibras eldsticas. La tincién de orceina facilité la
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valoracién del grado de lesioén causado por el balén en
la pared de cada uno de los segmentos. De acuerdo
con la clasificacién previamente aportada® y la exten-
sion circunferencial de la lesion, la lesion causada serd
de grado: 0 = lesién no apreciable; 1 = lesion de la 14-
mina eldstica interna (LEI) y media comprimida pero
no lacerada; 2 = lesién de la LEI, media lacerada
pero la ldamina eléstica externa (LEE) permanece intac-
ta y la extension circunferencial de la ldmina es igual o
inferior al 25% de la circunferencia del vaso; 3 = se di-
ferencia del grado 2 en que la extension de la lesion es
igual o superior al 25% y menor del 50% de la circun-
ferencia del vaso; 4 = la lesion afecta la LEI, la media
y la LEE y la extensién de la lesion es igual o inferior
al 25% de la circunferencia del vaso, y 5 = se diferen-
cia del grado 4 en que la extensién de la lesion es igual
o superior al 25% y menor del 50% de la circunferen-
cia del vaso.

Valoracion del grado de reendotelizacion
(subgrupos A1y B1)

Las arterias, una vez inyectadas con azul de Evans,
fueron abiertas longitudinalmente y fotografiadas con
una lupa Wild (Leitz) a unos aumentos de 31,5, 35, 40
y 45. La pelicula utilizada fue de 35 mm (Ilford pan-F
50 ASA). Posteriormente, sobre los negativos revela-
dos se procedi6 a realizar las mediciones de las dreas
del endotelio tefiidas de azul empleando el programa
Leica Q5000IW.

En todos los casos se obtuvo una muestra, seccion
transversal del vaso de 1 mm de grosor, en la zona de
la lesién macroscépica mds severa para llevar a cabo la
microscopia electrénica. El resto de la arteria fue fija-
da en formol tamponado para efectuar el estudio inmu-
nohistoquimico.

Microscopia electronica. Las muestras, una por
cada arteria (zona de lesién) fueron fijadas en glutaral-
dehido al 2,5% en tamp6n fosfato y de cada muestra
se obtuvieron 4-5 bloques. Después se realizé una fija-
cion secundaria con tretoxido de osmio al 2% tampo-
nado que se incluyd en araldita previa estabilizacién
con acetato de uranilo. Se realizaron cortes de una mi-
cra, tefiidos con azul de Toluidina para la seleccién de
cortes ultrafinos. Estos fueron contrastados con citrato
de plomo.

Inmunohistoquimica. Se seleccionaron cortes inclui-
dos en parafina de la zona de la lesién macroscopica
mas severa. Se realizd recuperacién de la capacidad
antigénica con calor en olla a presién durante 3 min en
tampon citrato. Se empled un anticuerpo monoclonal
antiactina de mdusculo liso y anticélulas endoteliales
CD31 (Dakopatts A/s, Dinamarca), y el método de es-
treptavidina-biotina-peroxidasa, que en resumen con-
siste en efectuar la desparafinacion de los cortes en xi-
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lol durante 1 h a temperatura ambiente, la hidratacién
de los cortes por inmersion en alcoholes de concentra-
ciones decrecientes, la inhibicién de la actividad per-
oxidasa enddgena por incubacién en perdxido de hi-
drégeno al 3%, el lavado con tampdn fosfato (PBS) a
pH 7.4, la incubacién de los cortes con suero normal
de cerdo a una dilucién 1:20 en una solucion de albu-
mina al 1% durante 1 h, la incubacidén de los cortes
con el anticuerpo correspondiente, el lavado en PBS
pH 7.4 durante 30 min, la incubacién de los cortes con
antisuero biotinilado de ratén (Biomeda, Foster City,
CA) a dilucién 1:400 en PBS + BSA, el lavado en
PBS pH 7.4, 1a aplicacién sobre los cortes del comple-
jo estreptavidina-biotina-peroxidasa a dilucién 1:800
en PBS + BSA, el lavado en PBS PH 7.4, el revelado
de la reaccién con diaminobencidina (DAB) durante 8-
20 min, el lavado de los cortes con agua destilada du-
rante 15 min, la deshidratacién de los cortes por in-
mersion en alcoholes de concentraciones crecientes en
pases de 5 min cada uno, el aclarado de los cortes en
xilol durante 5 min y, finalmente, el montaje de los
cortes con resina sintética DePex (Probus S.A, Badalo-
na). La zona de regeneracion de cada uno de los seg-
mentos lesionados (control y grupo de estudio) fueron
semicuantificados de 0 a 3 en funcién del maximo de
la tincién inmunohistoquimica: grado 0 = tincién no
detectable; 1 = tincién positiva en < 25% de las célu-
las; 2 = tincién positiva en el 25-50% de las células, y
3 = tincién positiva en mds del 50% de las células®.

Se cuantificaron la longitud de la zona de lesién y el
recuento de células endoteliales de cada uno de los
segmentos lesionados (control y grupo de estudio). La
longitud de la zona denudada se expres6 en micras y el
nimero de células en valores absolutos.

Valoracion del grado de reestenosis
y remodelado arterial geométrico
del vaso (subgrupos A2 y B2)

Por cada segmento afectado y zona sana adyacente a
la zona de lesion se efectuaron mediciones histomor-
fométricas. De acuerdo con estudios previos®*3! se mi-
dieron: a) drea de regeneracion que corresponde al
area de cicatrizacion del vaso caracterizada por la au-
sencia de fibras elasticas (tincion con orceina); b) area
de la media que corresponde al drea comprendida
entre la lamina elastica interna y la lamina elastica ex-
terna; ¢) area total de la pared del vaso lesionado
(ATPVL) que corresponde al drea comprendida entre
la ldmina eldstica externa y la luz del vaso; d) drea to-
tal de la pared del vaso sano (ATPVS) comprendida
entre la ldmina eldstica externa y la luz del vaso; e)
area de la luz residual del vaso (ALRV), y f) drea de la
luz del vaso de la zona sana adyacente (ALVS). De es-
tas mediciones derivaran los siguientes célculos, tanto
para las arterias del grupo control como para las del
grupo de estudio:
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1. Porcentaje de reduccion del area de luz del seg-
mento afectado con relacién al 4rea de luz del segmen-
to adyacente sano = [ALVS-ALRV] x 100/ALVS.

2. Remodelado arterial geométrico o cambios en la
pared del vaso entre el segmento sano y el lesionado =
ATPVL-ATPVS.

Estudio estadistico

Los datos se procesaron en la Unidad de Investiga-
cién del Hospital Clinico San Carlos, con el programa
SAS versién 6.12 bajo Windows. Los datos cuantitati-
vos se expresan como media + desviacién y los datos
cualitativos en forma de porcentajes.

La correlacién de datos cuantitativos se analizaron
mediante el coeficiente de correlacion de Pearson o el de
Spearman, dependiendo de la distribucion de los datos.

Se estudié la homogeneidad del grado de lesion en
ambos grupos de estudio mediante la prueba de Krus-
kal-Wallis. Se efectu6 MANOVA para medidas repeti-
das para comparar las concentraciones de AMPc entre
los dos grupos y entre las cuatro mediciones efectua-
das en cada uno de ellos.

Se usaron diferentes modelos de regresién lineal
para valorar el efecto del aumento de AMPc respecto al
control. Se emplearon como variables dependientes el
porcentaje de estenosis de la luz del vaso y el remode-
lado arterial geométrico del vaso, y como variables in-
dependientes el grado de lesion y los valores de AMPc
basal, y a los 30, 60 y 180 min. Se estudi6 la relacién
con el grado de respuesta vascular a la lesion y el grado
de tincién inmunohistoquimica dentro de cada grupo
con el coeficiente de correlacion de Spearman.

RESULTADOS

Ningtn animal presentd problemas dignos de rese-
far. En el subgrupo A1, la lesion fue de grado 1 en una
cardtida, de grado 2 en tres, de grado 3 en cinco y de
grado 4 en otra carétida. En el subgrupo Bl, la lesion
fue de grado 1 en 2 cardtidas, de grado 2 en 2 arterias,
de grado 3 en cuatro y de grado 4 en 2 carédtidas. En
los subgrupos A2 y B2, las lesiones fueron de grado 4
y 5 en 7 y 8 arterias, respectivamente, y de grado 3 en
las restantes 3 y 2 cardtidas. El estudio estadistico puso
de manifiesto que en ambos grupos no existen diferen-
cias en el grado de lesion causada por el balén (sub-
grupos Aly B1) y el aterotomo (subgrupos A2 y B2).

Se emplearon 10 mg de forskolin, un activador de la
adenilciclasa, en dosis dnica para aumentar las con-
centraciones intracelulares del AMPc. Durante los pri-
meros 10-15 min de la administracion intravenosa
lenta de dicho farmaco se produjo un aumento signifi-
cativo de la frecuencia cardiaca basal (87 + 10 frente a
216 £ 18 lat/min tras la administracién) y una reduc-
cién significativa de la presion arterial sistémica (112
+ 4 mmHg basal frente a 45 + 2 mmHg). El efecto
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Fig. 1. A: microscopia electronica, AD x 70.000. Se observan 2 célu-
las endoteliales que ponen de manifiesto uniones (flechas), reticulo
endopldsmico rugoso y dilatado (RD). Se aprecian vacuolas de pinoci-
tosis (VP). B: microscopia electronica AD x 4.800. Recubriendo la luz
(L) se observan localmente células que presentan caracteristicas de
células activas con presencia de miofilamentos y dreas densas en la
membrana citoplasmica y membrana basal incompleta.

cronotrépico del forskolin se debe a que dicho farma-
co es un activador de la tirosinhidroxilasa, una enzima
llave en la sintesis de adrenalina y noradrenalina, lo
que se traduce en un aumento de los valores circulan-
tes de las catecolaminas y el consiguiente incremento
de la frecuencia cardiaca®. No obstante, dado que el
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forskolin activa la adenilciclasa, se produce un aumen-
to del AMPc, un relajante de la musculatura lisa®, con
la consiguiente reduccién de la presion sistémica.

Area total de lesion por balon-area
no reendotelizada (subgrupos A1y B1)

El estudio estadistico del andlisis planimétrico demos-
tré que no existian diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre el drea total de la zona inicialmente lesiona-
da por el balén en el grupo control (151 + 26,5 mm?) y
el grupo tratado con forskolin (155,5 + 23,1 mm?).

La evaluacién de la zona no reendotelizada (zona tefida
de azul) efectuada con la administracion de azul de Evans
puso de manifiesto que existen diferencias estadisticamen-
te significativas (p = 0,02) en el porcentaje de la zona de
lesion no reendotelizada entre el grupo control (29,3 +
8,5%) y el grupo tratado con forskolin (20,1 + 7,5%).

La evaluacion del drea reendotelizada efectuada con
CD31 puso de manifiesto que no existe diferencia es-
tadisticamente significativa en la longitud de la lesién
entre el grupo control (2.719,4 £ 1.859 ) y el de estu-
dio (1.859 + 986,5 W), mientras que existid diferencia
con significacion estadistica (p = 0,01) en el nimero
total de células que expresan positividad para CD31
(células endoteliales) entre el grupo control (10,8 +
9,11 células) y el de estudio (38,4 £+ 11 células).

No se encontraron diferencias estadisticamente sig-
nificativas en el porcentaje de células que expresan po-
sitividad para la alfaactina entre el grupo control (23,3
+6,8%) y el grupo tratado con forskolin (22,3 + 2,3%).

Microscopia electronica

En la periferia de la lesién y en continuidad con el
endotelio no lesionado se apreciaban células endotelia-
les cubriendo de forma discontinua la lesion. Estas cé-
lulas presentaban un aspecto menos aplanado que la
célula endotelial habitual, el citoplasma sobresalia ha-
cia la luz y entre las células adyacentes se observaron
uniones bien constituidas (fig. 1A). En las zonas cen-
trales de la lesion se objetivaron células musculares
modificadas que se disponian paralelas a la luz del
vaso, tapizaban la lesion, evidenciaban un reticulo en-
dopldsmico rugoso muy dilatado, en su citoplasma se
podian observar filamentos y en la membrana citoplas-
mica densidades focales, pero carentes de membrana
basal (fig. 1B). Estas células, al ser células musculares
modificadas, expresan positividad para la alfaactina.

Valoracion del grado de reestenosis
y remodelado arterial geométrico del vaso
Subgrupos A2 y B2

En la tabla 1 se aportan los valores de las variables
evaluadas en ambos subgrupos de animales.
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TABLA 1. AMPc, remodelado arterial geométrico
y reestenosis

Variables Grupo control Grupo tratado
AMPc basal 0,0084 + 0,0435 0,0729 + 0,0223
AMPc 30 min

anestesia 0,0673 + 0,0262 0,1170 = 0,0566*
AMPc 60 min

anestesia 0,0671 + 0,0428 0,1157 + 0,0623*
AMPc 90 min

poslesion 0,1297 + 0,0569**  0,1465 + 0,1055™*
% Reduccion luz VASO -1,7+£285 1+18
RAGV 46+25 —7+20

(remodelado negativo) (remodelado positivo)

Los valores de AMPc se expresaron como pmol/10° células. RAGV: remodela-
do arterial geométrico del vaso (cambios pared vaso sano-vaso lesionado, por
lo que el signo (-) indica endrosamiento de la pared del vaso lesionado sin
que esto reduzca la luz del vaso). Basal: determinacion efectuada inmediata-
mente tras la anestesia. *: diferencias estadisticamente significativas (p <
0,001) entre los grupos control y el de estudio. **: diferencias estadistica-
mente significativas (p < 0,01) entre los valores de AMPc obtenidos en condi-
ciones basales y los obtenidos a los 90 min de causar la lesion.

El MANOVA para medidas repetidas demostré que
en cada uno de los dos grupos se producen diferencias
estadisticamente significativas s6lo entre los valores
de AMPc obtenidos en condiciones basales y los obte-
nidos a los 90 min de efectuar la lesién vascular. El
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mismo test demostré que entre ambos grupos existen
diferencias significativas entre los valores de AMPc
obtenidos a los 30 y 60 min.

El andlisis de correlacién demostré que tanto en el
grupo control como en el de estudio existe una corre-
lacién inversa entre los valores de AMPc antes de
efectuar la lesion y el remodelado arterial geométrico
(r=-0,76 y r =-0,77, respectivamente) y una relacién
directa con el porcentaje de estenosis (r = 0,72 y r =
0,90, respectivamente). Es decir, concentraciones de
AMPc elevadas se relacionan con una menor prolifera-
cién fibromuscular en la zona de lesién y un aumento
del didmetro de la luz del vaso lesionado con respecto
al didmetro del segmento sano. El andlisis de regresién
modelo lineal confirmé dichos coeficientes de correla-
cién (grupo control; remodelado arterial geométrico
del vaso: R2 = 58%, error estandar de estimacion
[EEE] = 10,0229; porcentaje de estenosis; R2 = 53%,
EEE = 0,01921. Grupo de estudio; remodelado arterial
geométrico del vaso: R2 = 59%, EEE = 0,02294. Por-
centaje de estenosis: R2 = 80,5%, EEE = 0,015909).

Asimismo, encontramos que, en cuatro de los
10 animales empleados en el grupo control, se produjo
una reduccion significativa de la luz del vaso con respec-
to al segmento sano (fig. 2A), siendo el porcentaje de re-
duccién de —17, —18, — 48 y de —29%, mientras que en

Fig. 2. A: microscopia dptica, x20. Se aprecia una proliferacion fibromuscular que reduce la luz del vaso. B: microscopia 6ptica, x20. Se observa
proliferacién fiboromuscular que no reduce la luz del vaso. LEI: lamina elastica interna.
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los restantes 6 cerdos el calibre de la luz del vaso no se
modificé (n = 2) o se produjo un aumento de la luz del
vaso (fig. 2B) que oscil6 entre un 8 y un 43% (n =4). En
los segmentos arteriales en los que se redujo la luz del
vaso se produjo un engrosamiento de la pared del vaso,
mientras que en las restantes 6 arterias tuvo lugar un
adelgazamiento de la pared del vaso. En dos de los ani-
males tratados con forskolin, a pesar de que se les admi-
nistré la misma dosis de dicho farmaco, las concentra-
ciones de AMPc no variaron de forma significativa
(basal; 0,052 y 0,0043 frente a 0,061 y 0,038, respectiva-
mente) y, en estos animales, a los 30 dias se produjo una
reduccidn significativa en el calibre de la luz del vaso
(de -6 y —27%, respectivamente), mientras que en los
restantes animales del mismo grupo se produjo un au-
mento de la luz, acompafiada de un remodelado arterial
geométrico positivo de la pared del vaso. En estos 6 ani-
males (cuatro del grupo control y dos del grupo tratado),
el valor medio del AMPc intraleucocitario basal era de
0,048 £ 0,019, mientras que en los restantes cerdos el
valor medio del AMPc era de 0,104 + 0,029, existiendo
una diferencia estadisticamente significativa (p = 0,001)
entre ambos valores. El porcentaje de reduccién de la luz
del vaso lesionado con respecto a la luz del segmento
sano era de —24 + 14%, mientras que en los restantes
cerdos el valor medio era de 13 + 17%, existiendo una
diferencia estadisticamente significativa (p = 0,0003) en-
tre ambos valores. El remodelado arterial geométrico del
vaso era de 17 = 18,5 y de 10,2 + 20, respectivamente,
existiendo una diferencia estadisticamente significativa
(p = 0,01) entre ambos valores.

DISCUSION

Nuestro trabajo demostré en animales vivos que el
aumento de las concentraciones de AMPc causo, a los
8 dias, un aumento estadisticamente significativo en el
numero de células endoteliales y redujo de manera sig-
nificativa el drea denudada pero no reendotelizada con
respecto al grupo control. La migracion de las células
endoteliales es un proceso relacionado con la angiogé-
nesis normal y patolégica, y con la reendotelizacion
que tiene lugar tras la lesion de la pared vascular con
balén®. Aunque el proceso de migracion de las células
endoteliales no es conocido en su totalidad, se sabe
que se producen uniones y desuniones celulares con-
troladas, contraccién de los filamentos citopldsmicos,
cambios en la plasticidad del citosqueleto y comunica-
ciones celulares controladas®. Todos estos procesos
son regulados por numerosos factores, pero las sefiales
de dichos factores son transducidos por corrientes 16-
nicas, proteincinasas y por el AMPc?. Por tanto, al ser
el AMPc uno de los factores mds relevantes en la
transduccion de estas sefiales se puede sugerir que el
aumento en el nimero de células endoteliales encon-
tradas en nuestro trabajo puede ser atribuido al aumen-
to de las concentraciones intracelulares del AMPc.

988

Panayotis Fantidis et al.— AMPc y reendotelizacién precoz

De acuerdo con estudios previos>!?!7, existe una clara
relacion inversa entre la integridad del endotelio vascular
y la proliferacién de las células musculares lisas. Por
tanto, dado que en los animales tratados con forskolin a
los 8 dias el nimero de células endoteliales era muy su-
perior al del grupo de estudio, cabria esperar que en los
animales tratados con forskolin y sacrificados a los 28-
30 dias se produjese una reduccion significativa en el
porcentaje de estenosis de las arterias coronarias tratadas
con respecto al grupo control. En el presente estudio en-
contramos que concentraciones de AMPc elevadas se re-
lacionan con una menor proliferaciéon fibromuscular en
la zona de lesidn y un aumento del didmetro de la luz del
vaso lesionado con respecto al didmetro del segmento
sano, pero no encontramos diferencias estadisticamente
significativas en el porcentaje de estenosis entre el grupo
control y el de estudio. Dado que se trata de animales de
la misma especie, de pesos similares, la lesién se indujo
con el mismo procedimiento, no hay variacion en el gra-
do de lesion causada en las arterias lesionadas, no se
produjo ningtin cambio en la alineacidn, habitat y condi-
ciones ambientales durante la duracion del estudio, nues-
tros resultados son, al menos en apariencia, contradicto-
rios. La explicacién de esta contradiccion se puede
encontrar en el comportamiento de los animales del gru-
po control. Habitualmente, en los numerosos trabajos
publicados relacionados con el tema, en el grupo control
se produce reestenosis en la totalidad de los animales
que lo componen, mientras que en el grupo de estudio se
produce una reduccién significativa de la reestenosis.
Nosotros encontramos que s6lo 4 de las 10 arterias que
componen el grupo control (40%) presentaron reesteno-
sis significativa. Lo mismo ocurrié en 2 animales del
grupo de estudio, en los cuales, a pesar de administrar la
misma dosis de forskolin, no se produjo aumento de las
concentraciones del AMPc intracelular. En estos 6 ani-
males, el valor del AMPc intraleucocitario era significa-
tivamente inferior a su respectivo valor obtenido en los
restantes animales sin estenosis. Se ha demostrado que
el aumento de la produccién intracelular de AMPc pro-
duce la supresién o disminucién de la liberacién de los
mediadores inflamatorios®, por lo que se podria sugerir
que las concentraciones intracelulares de AMPc pueden
condicionar el remodelado arterial geométrico y el dia-
metro de la luz del vaso de los segmentos lesionados,
bloqueando o reduciendo la liberacién de los mediadores
de la inflamacion.
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