| INVESTIGACION BASIcA

Neovascularizacion en arterias coronarias humanas con distintos

grados de lesion

Josep O. Juan-Babot, José Martinez-Gonzalez, Maria Berrozpe y Lina Badimon

Centro de Investigacion Cardiovascular. CSIC-ICCC. Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Barcelona. Espana.

Introduccion y objetivos. Los factores de crecimiento
producidos por las células musculares lisas activadas, las
células inflamatorias y especies moleculares plasmaticas
infiltradas en la lesion pueden modular la funcién endote-
lial. El objetivo de este estudio ha sido cuantificar la pre-
sencia de neovasos en lesiones ateroscleréticas de arte-
rias coronarias humanas con diferentes grados de lesion
en relacion con la infiltracion de células inflamatorias y
moléculas del plasma.

Pacientes y método. Se estudiaron 60 arterias corona-
rias procedentes de pacientes sometidos a operaciones de
trasplante cardiaco. Por técnicas de histologia convencio-
nal, inmunohistoquimica y andlisis de imagen se analiza-
ron y cuantificaron los marcadores celulares (célula mus-
cular lisa, monocito/macréfago), la presencia de lipidos, de
trombina/protrombina y los valores de expresién del factor
de crecimiento endotelial de origen vascular (VEGF).

Resultados. Se detectaron neovasos en lesiones avanza-
das y se observé una correlacion positiva con el grado de in-
trusion, la infiltracion de monocitos/macréfagos y el contenido
lipidico. Las células musculares lisas fueron las principales
productoras de VEGF, tanto en la intima como en la media
de las lesiones avanzadas. En estas lesiones se observé co-
localizacién de zonas con un alto contenido de trombina/pro-
trombina, con células musculares en estado activado.

Conclusiones. La presencia de neovasos en las lesio-
nes de las arterias coronarias se correlaciona con el con-
tenido de células inflamatorias, de material lipidico y de
trombina/protrombina. La expresién de VEGF se asocia
principalmente a las células musculares lisas, lo que indi-
ca un papel clave de estas células como moduladoras de
las células endoteliales.

Palabras clave: Angiogénesis. Aterosclerosis. Célula
muscular lisa. VEGF.
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Neovascularization in Human Coronary Arteries With
Lesions of Different Severity

Introduction and objectives. Endothelial function can
be modulated by growth factors produced by activated
smooth muscle cells, inflammatory cells and plasma pro-
ducts that infiltrate the lesion. The aim of this study was to
quantify neovessels in human coronary arteries with athe-
rosclerotic lesions of different severity and analyze their
relationship with inflammatory cell and plasma product in-
filtrates.

Patients and method. We studied 60 coronary arteries
from patients who underwent heart transplant. Cellular
markers (smooth muscle cell, monocyte/macrophage),
the presence thrombin/prothrombin and expression of
vascular endothelial growth factor (VEGF) were analyzed
and quantified by conventional histology, immunohisto-
chemistry and image analysis techniques.

Results. Neovessels were detected in advanced le-
sions, and a positive correlation was observed with the
degree of vessel remodeling, monocyte/macrophage infil-
tration and lipid deposition. Smooth muscle cells were the
main producers of VEGF in both the intima and media la-
yers of advanced lesions. In these lesions thrombin/proth-
rombin-positive areas colocalized with activated smooth
muscle cells.

Conclusions. The presence of neovessels in coronary
arteries correlated with inflammatory cell infiltration, lipid
deposition and thrombin/prothrombin content. VEGF ex-
pression was mainly associated with smooth muscle cells,
indicating a key role of these cells in the modulation of
endothelial cell function.

Key words: Angiogenesis. Atherosclerosis. Smooth
muscle cell. VEGF.
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INTRODUCCION

La arteriosclerosis es una enfermedad sistémica y
multifactorial en la que se hallan implicados diversos
factores de riesgo'®. Multiples factores de crecimien-
to, citocinas y otras sustancias producidas por las célu-
las endoteliales, células musculares lisas (CML), mo-
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ABREVIATURAS

CML: células musculares lisas.

MD: miocardiopatia dilatada.

MI: miocardiopatia isquémica.

VEGTF: factor de crecimiento vascular del endotelio.

nocitos/macréfagos y linfocitos T regulan la respuesta
inflamatoria y la proliferacion celular que se produce
en las lesiones ateroscleréticas. El resultado de la in-
teraccion de estos factores es una respuesta fibropro-
liferativa que hace evolucionar las lesiones ateroscle-
réticas. Uno de los primeros elementos que resultan
afectados en la génesis de las lesiones aterosclerdticas
es el endotelio; de hecho, la disfuncién endotelial es
un denominador comuin durante el proceso aterogé-
nico”®. Ademds, el endotelio se ha revelado clave en
el proceso de formacién de nuevos vasos sanguineos
(neovascularizacion) que tiene lugar en placas ateros-
clerdticas avanzadas'®!.

La formacién de nuevos vasos es activada por dife-
rentes factores de crecimiento, como el factor de creci-
miento endotelial de origen vascular (VEGF) y el fac-
tor de crecimiento de fibroblastos de tipo bdsico
(bFGF), cuya expresién aumenta en respuesta a dife-
rentes desencadenantes del proceso'>'*. El VEGF es
un factor angiogénico, mitégeno para las células endo-
teliales, que aumenta la permeabilidad vascular y mo-
dula la trombogenicidad". En la pared vascular, y
especialmente en las lesiones aterosclerdticas, los fac-
tores de crecimiento producidos por las CML, como el
VEGEF, pueden modular la funcién endotelial y la ex-
presion de genes vinculados a la activacion de la mi-
gracién y proliferacion de las células endoteliales du-
rante la angiogénesis'®. Ademads de estos factores, que
son generados in situ por las células que interaccionan
en las lesiones aterosclerdticas, la trombina retenida
por la matriz extracelular, donde permanece funcional-
mente activa'’, parece desempefiar un papel importan-
te en la regulacién del proceso, ya que puede promo-
ver la activacion de las células vasculares, tanto CML
como células endoteliales.

Los estudios sobre angiogénesis se han realizado in
vitro, en modelos experimentales, principalmente en
animales transgénicos, y en arterias humanas proce-
dentes de autopsias'*!®, pero no conocemos estudios
que analicen sistematicamente el proceso de neovascu-
larizacién en lesiones arterosclerdticas de arterias co-
ronarias humanas obtenidas inmediatamente tras la ex-
traccidén quirdrgica del corazén. El objetivo de este
estudio fue cuantificar la presencia de neovasos en
lesiones coronarias con distinto grado de lesién y es-
tudiar los valores de expresién de factores de creci-
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miento potencialmente asociados a dicha neovascu-
larizacién.

En este estudio realizado en arterias coronarias hu-
manas se ha observado una formacién significativa de
neovasos solo en lesiones avanzadas. En estas lesio-
nes, la expresion de VEGF fue muy significativa vy,
desde el punto de vista cuantitativo, estaba princi-
palmente asociada a CML. Con frecuencia se observo
colocalizacidn entre dreas con alto contenido de trom-
bina/protrombina y CML en estado activado. Estas cé-
lulas podrian desempefiar un papel en el proceso de
formacién de neovasos maduros.

PACIENTES Y METODO

Obtencion y preparacion de las muestras
de tejido

Las arterias coronarias humanas se obtuvieron a
partir de corazones extraidos en operaciones de tras-
plante cardiaco, concretamente de segmentos proxima-
les de unos 2 cm de longitud, a partir del ostium de las
coronarias derecha, circunfleja y descendente anterior.
Las arterias se procesaron inmediatamente tras la ex-
traccién del corazén. Fueron fijadas en paraformalde-
hido, criopreservadas en sacarosa e incluidas en OCT
(Miles Inc.). Finalmente, se conservaron a —80 ‘C has-
ta su andlisis. Un grupo de muestras, después de la fi-
jacion con paraformaldehido, se incluyé en parafina
mediante un procesador automdtico de tejidos
(Shandon-Elliot).

A partir de las muestras congeladas o incluidas en
parafina se generaron secciones seriadas consecutivas
de 5 wm de grosor mediante cridstato (JUNGCM
3000, Leica) o micrétomo (Supercut, Reichert), res-
pectivamente.

Para el andlisis de VEGF, las arterias fueron subdi-
vididas en fragmentos y se realiz6 una asignacién
aleatoria en tres grupos que se procesaron indepen-
dientemente: mediante fijacion con paraformalde-
hido, por congelacién en nitrogeno liquido o median-
te inclusién en parafina. En las muestras fijadas en
paraformaldehido, la inmunotinciéon del VEGF no
permitié diferenciar areas celulares de areas acelu-
lares. Ademads, la inespecificidad de la tincién del
VEGF enmascar6 la tincién de los marcadores celu-
lares, lo que no permitié identificar tipos celulares.
La inmunotincién del VEGF en muestras congela-
das directamente en nitrégeno liquido fue positiva
en las tinicas media e intima. Sin embargo, el bajo
contraste entre las dreas de celularidad y las zonas
ricas en matriz extracelular no permitié identificar
claramente estructuras vasculares en la intima. En la
doble inmunotincion fue dificil observar colocaliza-
cién de VEGF con las células. Por tanto, para anali-
zar el VEGF se escogié el método de inclusién en pa-
rafina por su mayor especificidad.
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Tinciones histopatoldgicas
e inmunohistoquimicas

Se realiz6 una tincién con tricrémico de Masson'®
para identificar las estructuras vasculares, y una tin-
cién con Oil Red-O (ORO)" para determinar el conte-
nido lipidico. A partir de estas tinciones, las lesiones
se clasificaron de acuerdo con el criterio de la
American Heart Association (AHA)?%?!,

Meétodo de fosfatasa alcalina

Este método se aplicé segtin las técnicas convencio-
nales? para analizar la presencia de los siguientes
marcadores: HAMS6, protrombina, o-SM actina, y
CD34 (tabla 1).

Meétodo de avidina-biotina-peroxidasa

Este método se utiliz6 segun las técnicas convencio-
nales® para la deteccion de VEGF y Ki67 (tabla 1). En
el caso de doble inmunotincién con VEGF y un mar-
cador celular, se utilizé el método avidina-biotina-pe-
roxidasa (ABC Kit, Vector Labs.) para el VEGEF, y el
de fosfatasa alcalina (Vector Labs.) para el marcaje
complementario.

Meétodo de fluorescencia

También siguiendo técnicas convencionales® se uti-
liz6 este método para el marcaje del factor von
Willebrand (vWF) y a-SM actina (tabla 1).

Analisis de imagen

Las preparaciones se observaron mediante un mi-
croscopio binocular de luz transmitida y fluorescencia
(Vanox AHBT3, Olympus). Para bajos aumentos se
utiliz6é una lupa binocular (SCH10, Olympus). La cap-
tacion de imdgenes se realizé mediante una cdmara di-
gital (Sony 3CCD) y el andlisis de imagen se llevé a
cabo informaticamente mediante el programa Visilog
4.1.5 (Noesis).

Calculos de areas generales sobre las coronarias

La imagen de cuatro secciones de cada coronaria tefii-
da mediante la tincién tricromica de Masson se captd
con lupa binocular (X25 aumentos). Mediante el progra-
ma Visilog se midi6 el drea de la media (A,,), de la inti-
ma (A;) y del lumen (A)). Se calcul6 el porcentaje de es-
tenosis y el grado de intrusion (GI) segun las férmulas:

Estenosis (%) = [A/(A, + A))] x 100
GI (%) = [A/(A, + A, )] x 100

Los resultados de las dreas se expresaron en mm? y
el grado de estenosis e intrusion, en porcentajes®>%.

Cuantificacion de las areas de lipidos y macrdfagos

Para la cuantificacién del contenido de lipidos (tin-
cién ORO) y de monocitos/macréfagos (tincién con el
marcador HAMS56) se procedi6 a la captacion de cinco
campos por seccidn con una magnificacion de x200. A
continuacioén se procedi6 a desarrollar un programa in-
formdtico con una subrutina incorporada que permitid
calcular el porcentaje del 4rea de la intima ocupada
por el marcador estudiado mediante el calculo de la re-
lacién (en porcentaje) entre el drea tefiida (drea positi-
va) y el drea total, multiplicado por 100.

Presencia de neovasos en las lesiones

De una seccion elegida al azar entre las incubadas
con la combinaciéon de anticuerpos antifactor von
Willebrand (vWF) y anti-a-actina de mudsculo liso (0
SM actina) se captaron a 200 aumentos las areas tefii-
das con el factor von Willebrand. Se determind el area
ocupada por estos neovasos y se calcularon las relacio-
nes entre la superficie ocupada por los neovasos y las
diferentes dreas indicadas anteriormente.

La densidad de los neovasos (D) se calculé de
acuerdo con la siguiente férmula:

D =ANV/(A,, +A;) x 100

donde ANV es el drea ocupada por los neovasos?’.

TABLA 1. Anticuerpos primarios utilizados en inmunohistoquimica

Antigeno reconocido Tipo Clon Dilucién Proveedor Técnica de analisis
HAM56 Monoclonal HAM56 1/50 DAKO FA-POD

VEGF Policlonal Rabbit 1gG 1/400 Sta. Cruz Biotech ABC-POD

Factor von Willebrand Policlonal Rabbit Ig fraction 1/100 DAKO Fluorescencia

CD34 Monoclonal QBEnd/10 1/50 Novocastra FA-POD

o-SM actina Monoclonal 1A4 1/50 DAKO Fluorescencia, FA-POD
Ki67 Monoclonal MIB-1 1/50 Immunotech ABC-POD
Protrombina Policlonal Sheep IgG 1/100 DAKO FA-POD

Marcadores: CD34 y vWF (marcadores de endotelio, neovasos); HAM56 (marcador de monocitos/macrofagos); a-SM actina (marcador de células musculares li-
sas, CML); Ki67 (marcador de proliferacion). Métodos: ABC, avidina-biotina; FA, fosfatasa alcalina; POD, peroxidasa.
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Analisis estadisticos

Los resultados se expresaron como el valor medio
+ EEM (error estindar de la media) y se analizaron
con el programa estadistico Statview™ (Abacus
Concepts). La comparacion entre dos grupos se rea-
liz6 mediante la prueba de la U de Mann-Whitney, y
la regresién, con el andlisis no paramétrico de
Spearman. Las diferencias se consideraron significa-
tivas cuando p < 0,05.

RESULTADOS
Caracteristicas de los pacientes

Se analizaron las arterias coronarias de 20 pacientes
de raza blanca (el 90% varones y el 10% mujeres) so-
metidos a trasplante, con edades comprendidas entre
los 18 y los 63 afios, seleccionados durante un periodo
de 18 meses (desde octubre de 1999 a marzo de 2001).
En la tabla 2 se muestra la distribucién de factores de
riesgo en estos pacientes, de acuerdo con la enferme-
dad subyacente: miocardiopatia dilatada (MD) o is-
quémica (MI). En la MI destac6 la presencia de hiper-
lipemia (88%), hipertension arterial (67%) y diabetes
(11%), frente a la ausencia de dichos factores de ries-
go en los pacientes con MD. Todos los pacientes con
MI tenian antecedentes de infarto de miocardio anti-
guo.

TABLA 2. Factores de riesgo en los pacientes
incluidos en el estudio

Miocardiopatia dilatada Miocardiopatia isquémica

a(n=11) (n=9)
Hiperlipemia 0(0,0) 8 (88,0)
Hipertension 0(0,0) 6 (66,6)
Tabaquismo 6 (54,5) 5 (55,5)
Antecedentes familiares 2(18,0) 5(55,5)
Alcoholismo 4 (36,3) 4 (44,4)
Diabetes 0(0,0) 1(11)

Los valores expresan las cifras absolutas de los factores de riesgo. Entre pa-
réntesis se indica el porcentaje de pacientes con miocardiopatia dilatada o
miocardiopatia isquémica que presentan el factor de riesgo estudiado.
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Clasificacion de las lesiones
estudiadas

Se analizaron un total de 60 lesiones correspon-
dientes a 60 coronarias. En la tabla 3 se muestra la
distribucién de las lesiones de acuerdo con los facto-
res de riesgo. En general, se observé que las lesiones
avanzadas correspondian a pacientes con MI (24 de
25 lesiones, tipos IV a VIII), mientras que las lesiones
tempranas se observaron en pacientes con MD no
isquémica (32 de 35 lesiones analizadas, tipos I-III).
En la figura 1 se muestran ejemplos caracteristicos
correspondientes a dichas lesiones. Los estudios de
correlaciéon de Spearman mostraron que la gravedad
de las lesiones, que conlleva un aumento del gra-
do de estenosis, se correlaciond positivamente con la
infiltracién de monocitos/macréfagos (r = 0,536;
p = 0,0001), alcanzando el maximo en la lesién tipo
VI, para luego disminuir en los estadios finales (tipo
VII y VIII), y con el contenido lipidico (r = 0,647,
p =0,0001).

Neovascularizacioén en las lesiones
ateroscleroéticas humanas

En las lesiones tempranas (tipos I y II) no se detec-
taron neovasos. Estos aparecen a partir de las lesiones
intermedias (tipo III), y su nimero aumenta hasta la
lesion tipo VI, para finalmente disminuir en las lesio-
nes avanzadas (tipo VII y VIII). Los neovasos se en-
contraron no sélo alrededor del nicleo lipidico, sino
también en la capa media y en la frontera entre la
media y la intima. Los estudios de doble inmuno-
localizacion mostraron que las dreas que rodean a los
neovasos son ricas en células inflamatorias, espe-
cialmente monocitos/macréfagos. Por lo general, son
areas donde aumenta el contenido de CML (marcador
0-SM actina). En la figura 2 se muestra un ejemplo re-
presentativo de una lesién avanzada con un elevado
contenido de neovasos. El resultado de la cuantifica-
cion de las dreas ocupadas por neovasos en los di-
ferentes tipos de lesion se muestra en la tabla 4. Es-
tudios de correlacion de Spearman mostraron una
correlacién positiva entre el contenido de neovasos y
el grado de estenosis (r = 0,740; p = 0,0001), de intru-

TABLA 3. Distribucion de las lesiones segun el factor de riesgo

Factores de riesgo EIA (n=12) I-1l (n = 16) M(n=7) IV-V (n = 6) Vi(n=7) VII-VIII (12)
Diabetes (%) 0 0 0 0 28,5 8,3
Hipertension (%) 0 12,5 14,2 50 71,4 83,3
Hiperlipemia (%) 0 12,5 14,2 85 100 66,6
Antecedentes familiares (%) 8,3 375 0 33 85,7 50
Alcoholismo (%) 25 43,7 0 33 42,8 58,3
Tabaquismo (%) 25 81,2 42,8 85 42,8 50

EIA: engrosamiento de la intima arterial.
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sién (r = 0,758; p = 0,0001), la infiltracién de monoci-
tos/macréfagos (r = 0,537; p = 0,0001), el contenido
lipidico (r = 0,663; p = 0,0001) y la presencia de trom-
bina/protrombina (r = 0,650; p = 0,0001).

Expresion del factor de crecimiento endotelial
de origen vascular en las lesiones

El método de inclusién en parafina fue el més eficaz
para analizar el VEGF. Este se colocalizé con dreas ce-
lulares y definié dreas perivasculares en el endotelio
vascular y en los neovasos de la intima (fig. 3B y F).
Los vasa vasorum de la adventicia también mostraron
una tincién positiva para el VEGFE. La tincién del
VEGF se colocalizé principalmente con las CML de
las capas media e intima (fig. 3C, D y G), y también
con las células endoteliales (fig. 3E) y los macréfagos
(fig. 3H). Las dreas ricas en coldgeno fueron negativas
para el VEGF. Como se aprecia en la figura 3, estruc-

Fig. 1. Tincion tricromica de
Masson de arterias coronarias en
diferentes grados de lesion. EIA:
engrosamiento de la intima arterial;
a: adventicia; ¢ core lipidico; ca:
calcificacion; i: intima; L: lumen; m:
media; t: trombo (x25).

Fig. 2. A: Lesion avanzada con un
elevado contenido de neovasos.
Inmunolocalizacién de a-SM actina
(verde) y factor von Willebrand
(rojo) (x100). B: Ampliacion de la
imagen indicada en A. Las flechas
indican la posicion de los neova-
S0s. i: intima; L: lumen; m: media.

turalmente, los neovasos maduros estan formados por
una monocapa de células endoteliales rodeada de mus-
culatura lisa (positivo para o-SM actina).

Expresion de moléculas proangiogénicas:
trombina

No se detectd trombina/protrombina en las arterias
con engrosamiento intimal (EIA) (fig. 4C); en cambio,
su presencia aumentd en la intima a medida que evolu-
ciono la lesidn, alcanzando su nivel mas alto en la le-
sién tipo VI (fig.4 D). En las lesiones de tipo 11 y III se
encuentra asociada a la presencia de monocitos/macré-
fagos, CML y material lipidico. En las lesiones avan-
zadas, su distribucién esta relacionada con las CML,
monocitos/macréfagos y matriz extracelular. Se obser-
vé una colocalizaciéon de zonas con un alto contenido
de trombina/protrombina con CML en estado activado
(positivo para Ki67) (fig. 5).

TABLA 4. Contenido de neovasos en las lesiones ateroscleroticas

Tipo lesidn EIA Il n

V-V ] Vil-vill

Neovasos  0,00% (n=12) 0,00% (n=16)

0,06% (n=7)

0,27% (n = B2 0,69% (=7  0,53% (n=12)

Neovasos, expresados como porcentaje de superficie transversal de coronaria (An + A;) ocupada por marcadores de endotelio.
ap< 0,05 frente a EIA y I-11; °p < 0,05 frente a EIA, I-11, [Il'y IV-V; °p < 0,05 frente a EIA, I-Il y I1I. EIA: engrosamiento de la intima arterial.
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Fig. 3. Inmunotincién de VEGF en secciones parafinadas. A: tincion tri-
crémica de Masson. B: localizacién inmunohistoquimica de VEGF. C y
D: doble inmunotincién de VEGF (marrén) y a-SM actina (rojo). E: do-
ble inmunotincion de VEGF (marron) y CD34 (rojo, célula endotelial).
F: inmunotincion de VEGF. G: doble inmunotincion de VEGF (marron)
y a—SM actina (rojo). H: doble inmunotincion de VEGF (marrén) y
HAM56 (rojo, macrofago). En A, las letras indican la zona de las iméa-
genes mostradas en C a H. Las flechas indican la posicion de los neo-
vasos. L: lumen. Ay B (x100), C a H (x600).

DISCUSION

En este estudio nos planteamos analizar la presencia
de neovasos y VEGF en relacion con los marcadores
de evolucién de la lesion en arterias coronarias huma-
nas.

Se incluy6 a 20 pacientes, de los que 9 sufrian MI y
11 MD. Las lesiones avanzadas pertenecian mayorita-
riamente a pacientes con MI, y los factores de riesgo
mds prevalentes fueron la hiperlipemia y la hiperten-
sién. Como la diabetes es una contraindicacion relativa
de trasplante cardiaco, s6lo uno de los 20 pacientes in-
cluidos en el estudio sufria dicha afeccién. Las lesiones
tempranas correspondian principalmente a pacientes
con MD que no presentaron estos factores de riesgo.
La edad de los pacientes con MI fue significativamente
mayor que la de los que padecian MD. De hecho, nin-
gln paciente menor de 45 afos presentd lesiones avan-
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zadas ni evidencias de complicacién trombdtica en sus
coronarias. Este estudio fue llevado a cabo en arterias
procesadas inmediatamente después de la extraccion
quirdrgica del corazén. Esta aproximacion puede apor-
tar informacion mas préxima a la situacion in vivo que
la obtenida del andlisis de especimenes de autopsias, ya
que el tiempo de obtencion de las muestras en estos ca-
sos suele ser de varias horas post mortem. Por otra par-
te, la inmunorreactividad de las proteinas puede alterar-
se en las muestras procedentes de autopsias, y también
puede producirse la liberacidn del contenido celular, lo
que dificulta la localizacién de los marcadores celula-
res y de las proteinas de interés.

En las lesiones analizadas, la presencia de neovasos
en la intima se correlacioné con el porcentaje de este-
nosis, de intrusion, con el contenido de células inflama-
torias, material lipidico y la presencia de trombina/
protrombina. La presencia de lipidos aument6 gradual-
mente hasta la lesién tipo VI, y fueron las lesiones tipo
VI las mads ricas en neovasos. Resultados previos han
relacionado la presencia de neovasos con complicacio-
nes trombéticas®? y, precisamente, son las placas tipo
VI las mds asociadas a complicaciones tromboticas.
Ademas, la colocalizacion de los neovasos con mono-
citos/macrdfagos sugiere un papel importante de estas
células, que producen factores angiogénicos que pue-
den estimular la formacién de neovasos™.

Estudios in vitro e in vivo han mostrado que el
VEGEF es el factor angiogénico mas importante!*!331-33,
Sin embargo, su andlisis se realiz utilizando dife-
rentes métodos de procesamiento/fijaciéon, normal-
mente en arterias humanas procedentes de autopsias
en las que el tiempo de extraccion variaba de 3 a 16 h
post mortem'*". Los resultados de estos estudios son,
en cierto modo, discrepantes; ya que en inmunohis-
toquimica, la obtencién de las muestras y su pro-
cesamiento pueden afectar significativamente a los
resultados®. Nosotros observamos que el método de
inclusion en parafina fue el mas especifico para anali-
zar el VEGF en las arterias coronarias humanas extrai-
das inmediatamente tras la extraccién quirdrgica del
coraz6n en el trasplante cardiaco. El principal tipo ce-
lular que expresé el VEGF en las lesiones fue el de las
CML, de acuerdo con estudios anteriores llevados a
cabo en diferentes arterias humanas'>!432. En los neo-
vasos presentes en la intima, el VEGF se colocaliz6
con las CML vy las células endoteliales. La expresion
del VEGEF se asoci6 con células vasculares, pero tam-
bién con monocitos/macréfagos. Algunos autores han
detectado VEGF en la matriz extracelular, en zonas
préoximas a las CML y en macréfagos®, o de forma
generalizada®. Nosotros s6lo detectamos expresion
significativa de VEGF en la matriz extracelular en
las muestras fijadas en paraformaldehido, un proce-
dimiento con el que la tincién de VEGF fue poco es-
pecifica.

Ademas de factores autocrinos generados por las cé-
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rombina/Protrombina

lulas vasculares in situ, como el VEGF, otras moléculas
de origen plasmético infiltradas en la pared, como la
trombina, pueden potenciar el proceso angiogénico®>-,
La trombina modula la actividad de las metaloproteina-
sas’*® y posee actividad mitogénica para las células
endoteliales® y las CML*, Ademads, puede liberar fac-
tores de crecimiento «secuestrados» por los componen-
tes de la matriz*' y, por tanto, también puede potenciar
de forma indirecta la angiogénesis. En nuestro estudio,
en lesiones avanzadas observamos colocalizacién de
dreas con un alto contenido de trombina/protrombina
con CML activadas (Ki67 positivas).

Aunque en numerosos estudios realizados en mues-
tras procedentes de pacientes fallecidos como conse-
cuencia de complicaciones agudas se observa neovascu-
larizacion en la intima de las lesiones ateroscleroticas,
su papel fisiopatoldgico es controvertido. Nuestro es-
tudio muestra que, en las lesiones aterosclerdticas
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Fig. 4. Presencia de trombina/pro-
trombina en lesiones avanzadas.
Ay B: tincion tricromica de Masson.
C y D: inmunolocalizacion de trom-
bina/protrombina (azul) en seccio-
nes consecutivas a las mostradas
en Ay B. Ay C: engrosamiento de
la intima arterial (EIA). B y D: le-
sion tipo VI. i: intima; L: lumen; m:
media. Ay C (x100), By D (x40).

Fig. 5. Inmunolocalizacion de trom-
bina/protrombina (azul) (A) y Ki67
(negro) (B) en una lesion avanzada
tipo VI. Ki67: marcador de prolifera-
cion; i intima; m: media (x200).

Ki-67

de pacientes sometidos a trasplante cardiaco, el grado
de neovascularizacién es bajo, incluso en las lesiones
avanzadas de los pacientes con episodios previos de
miocardiopatia isquémica. Esto podria deberse al rigu-
roso control farmacoldgico de estos pacientes. Por tan-
to, una excesiva angiogénesis favoreceria la rotura de
las placas y el desarrollo de episodios agudos. Esta hi-
potesis estd siendo evaluada en este momento en nues-
tro laboratorio.

Limitaciones del estudio

Debido a las caracteristicas del estudio, basado en
pacientes estabilizados en espera de recibir un tras-
plante cardiaco, debemos precisar que no se cuenta
con informacién de pacientes en fase aguda y que tam-
bién hay un déficit de informacion sobre diabéticos.
Ambos grupos de pacientes son obviamente de interés
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y seran el foco de futuros trabajos.

CONCLUSIONES

Hemos detectado neovasos a partir de lesiones de
tipo III, y su nimero fue maximo en las de tipo VI
Los neovasos se localizaron tanto en la intima como
en las zonas contiguas entre intima y la media, en
dreas ricas en material lipidico y células inflamatorias.
Se encontraron neovasos casi exclusivamente en los
pacientes con MI que presentaban lesiones avanzadas
asociadas a una mayor incidencia de factores de ries-
go, como la hipertensién y la hiperlipemia. En estas
lesiones, la expresion de VEGF fue muy significativa
y, desde el punto de vista cuantitativo, estaba vincula-
da principalmente a las CML.
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