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Propoésito del estudio: Dentro de las enfermedades cardiovasculares, la cardiopatia coronaria
es una de las principales causas de muerte en el mundo. La estenosis arterial es una de las
etiologias cuyo tratamiento incluye la cirugia de revascularizacion con injertos autdlogos. Para la
seleccion del injerto se debe tomar en cuenta la similitud morfoldgica entre el injerto y el vaso
obstruido. Debido a que su uso es limitado, una opcion es la vena umbilical humana. La
preeclampsia (PE) es un trastorno hipertensivo cada vez mas frecuente en mujeres embarazadas,
por lo que es oportuno estudiar los cambios morfoldgicos inducidos en los vasos umbilicales como
sustitutos vasculares, y su similitud con la arteria coronaria (AC). El objetivo fue evaluar las
caracteristicas morfoldgicas de los vasos umbilicales preeclampticos para su posible uso como
injertos vasculares coronarios.

Se colectaron cordones umbilicales de pacientes diagnosticadas con y sin PE, se tomaron 3cm
del extremo placentario. Ademas, se obtuvieron 3cm de venas safenas del tercio superior de la
region sural de cadaveres humanos. También, se diseco la arteria coronaria descendente anterior
(ACDA) desde su inicio en el tabique hasta su punto de terminacién en el vértice de corazones
cadaveéricos humanos, sin datos de cardiopatia. Todas las muestras se fijaron en formol al 4% en
PBS 1X, se procesaron mediante la técnica histolégica convencional y se tifieron con hematoxilina
y eosina, Orceina y tricromico de Masson con y sin modificacién. Ademas de inmunomarcaje con
anticuerpos especificos para colageno |, colageno IV y actina especifica de musculo.

Conclusiones y perspectivas: Las arterias umbilicales mostraron un calibre similar a la ACDA,
caracteristica importante que debe ser tomada en cuenta al momento de elegir un injerto vascular.
Ademas, se demostré que los cambios de presion durante el embarazo inducen cambios
estructurales en la pared de los vasos umbilicales, los cuales asemejan su estructura con la
ACDA. Este cambio estructural sugiere que tienen una pared resistente, lo que les pudiera ayudar
a mejorar su respuesta adaptativa a altas presiones, y en un futuro ser propuestos como sustitutos
vasculares. Como perspectiva quedan realizar pruebas de biomecanica para analizar la
resistencia y elasticidad de la pared vascular, aumentar la muestra de vasos umbilicales a
analizar, realizar técnicas especiales como impregnacién argéntica de Wilder para observar y
cuantificar las fibras reticulares (colageno Il1), y probar los vasos umbilicales con PE en un modelo
in vivo para evaluar su respuesta.

Firma del Director de Tesis

Dr. C. Rodrigo E. Elizondo Omana



CAPITULO 1

INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares conforman un grupo de desérdenes del
corazén y de los vasos sanguineos entre los cuales figura la cardiopatia
coronaria. Son la principal causa de muerte en todo el mundo. En 2012,
aproximadamente, 17.5 millones de personas fallecieron, de las cuales, 7.4
millones fueron a causes de cardiopatia coronaria. Los factores de riesgo son:
hipertension arterial, hiperglucemia, hiperlipidemia y sobrepeso u obesidad,
ademas de tabaquismo, mala alimentacién, sedentarismo, alcoholismo vy

diabetes!).

La estenosis u obliteracion arterial es una de las etiologias de los ataques
cardiacos en las que el tratamiento de revascularizaciéon quirdrgica con injertos
autélogos es el indicado®®. Existe una gran variedad de opciones de conductos
vasculares para la cirugia de revascularizacion miocardica (Bypass coronario)
para el cual es de suma importancia una adecuada seleccién de dicho injerto;
esto asegurara la durabilidad, permeabilidad y funcién de este. Para ello se debe
tomar en cuenta la similitud morfologica entre el injerto y la arteria coronaria.
Entre las conductos vasculares mas utilizados encontramos: la arteria toracica
interna, vena safena, arteria radial, arteria gastroepiploica derecha; y en menor

medida la arteria radial, arteria esplénica y arteria epigéastrica inferior(®),
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A pesar de esta amplia variedad de conductos vasculares, se ha visto limitado
su uso debido a su poca disponibilidad o falta de compatibilidad, por lo que se ha
recurrido al uso de vasos sanguineos sintéticos haciendo uso de biomateriales,
en los vasos de pequefio calibre (<6mm de diametro) sin tener un resultado
satisfactorio. Desde 1973, en Estados Unidos, Dardik y Dardik comenzaron a
hacer uso de la vena umbilical humana (HUV) en el trasplante de arterias y a
partir de ello se desarrollaron una serie de estudios que evaltan la aplicacién de

esta vena en el trasplante arterial®),

La preeclampsia (PE) se define como un trastorno hipertensivo acompafnado
de proteinuria, inducido por el embarazo cuyas manifestaciones clinicas
aparecen después de la semana 20 de gestacion. Es una de las principales
causas de muerte materna cuya prevalencia oscila entre 1.8-16.7% y su
incidencia va del 2 al 10% de los embarazos. Es 7 veces mayor en los paises en
desarrollo que en los paises desarrollados®. Ya que este padecimiento es
frecuente y afecta a los vasos sanguineos, es oportuno estudiar los cambios
morfolégicos en los vasos umbilicales. Estos pueden ser comparados con las
arterias coronarias (AC) para valorar su compatibilidad como sustitutos

vasculares en la cirugia de revascularizacién coronaria.



1.1 MARCO TEORICO

1.1.1 Cirugia de revascularizacion miocardica

La cirugia de revascularizacion miocardica esta indicada en el tratamiento de
pacientes con enfermedad coronaria®. La derivacién coronaria mediante injerto
(DCI) convencional se realiza a través de una incision de esternotomia media,
utilizando un equipo de circulacién extracorpdrea para derivacion cardiopulmonar

(DCP) y cardioplejia a baja temperatura para proteger el miocardio(”.

En casi todos los casos se usa la arteria mamaria izquierda como la primera
opcién para la derivacion de la arteria coronaria descendente anterior (ACDA)
izquierda, que es el vaso mas importante del corazon®”). Los injertos de vena
safena (SV), que al principio constituian la principal opcién para la DCI, ain son
muy utilizados por lo general para re-establecer circulacién a vasos secundarios
localizados en las caras lateral y posterior del corazén. Una vez que se establece
la DCP y con el corazén en paro, se practica una arterioctomia coronaria pequena
y se crea una anastomosis distal entre la SV y la AC. Después se anastomosan
los injertos venosos entre la rama coronaria distalmente, y proximalmente con la

aorta ascendente(?.



1.1.2 Uso de los vasos umbilicales como injertos vasculares

En 1992, Johnson et al., realizaron un estudio para evaluar tres opciones de
injerto vascular femoropopliteo por arriba de la rodilla. En el periodo comprendido
entre 1983 y 1988 se atendieron 752 pacientes los cuales fueron seleccionados
de manera aleatoria para recibir uno de los tres injertos a evaluar:
Politetrafluroetileno (PTFE) N=265, HUV N=261 o SV N=226, para un injerto de
bypass femoropopliteo. Los pacientes fueron evaluados cada 3 meses durante
el primer ano, y a partir de este cada seis meses. Las tasas de permeabilidad
primaria entre los conductos fueron similares en los dos primeros anos: SV, 81%,
HUV, 70% y PTFE, 69%. A los 5 afos los injertos de SV se mantenian con una
permeabilidad de 73% mientras que la HUV mantenia el 53% y el PTFE el 39%.
Por lo que se concluyé que el injerto de SV debe considerarse como el injerto de

bypass de eleccion para reconstruccion femoropoplitea por encima de la rodilla®.

1.1.3 Evaluacion de los vasos umbilicales en la cirugia de

revascularizacion miocardica y periférica

En otro estudio realizado en 2012 por Halhosseini Hamedani et al.,
compararon las propiedades mecanicas entre la SV y la HUV. Con los resultados

obtenidos se concluye que la SV tiene una pared mas rigida que la HUV, lo que
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la hace mas apta para su uso como injerto vascular en la cirugia de bypass

coronario debido a las elevadas presiones arteriales que manera la aorta®).

Un estudio hecho durante el 2008 por Wen-Chun Li et al., compararon la
microestructura de la HUV con la de otras arterias humanas, entre ellas la
coronaria derecha, en las cuales midieron la cantidad de colageno, elastina y
musculo liso. Los resultados sugirieron que la HUV de las pacientes de 37-40
semanas de gestacion son similares a las arterias de pequeno calibre por lo que

pueden ser utilizadas como injertos vasculares de estos vasos®.

1.1.4 Hallazgos en vasos preeclampticos

En el 2000, Junek et al., estudiaron cordones umbilicales de 7 pacientes con
PE, 14 pacientes normotensas y 6 con restriccién del crecimiento fetal (FGR). Se
tomaron 5 cm del extremo placentario y se analizaron mediante
inmunohistoquimica con anticuerpos para a-actina de musculo liso y orceina
para fibras elasticas. En las venas, encontraron divisién de las fibras elasticas y
una disminucion en el grosor de las arterias, por lo que concluyen que la
preeclampsia induce una disminucion en el grosor de la pared de la arteria

relacionado con la cantidad de elastina contenida en la pared de la arteria('%'"),

En 2002, Inan et al., analizaron cordones umbilicales de pacientes entre 35 —
40 semanas de gestacién, diagnosticadas con PE de las cuales 32 contaban con

un eco Doppler normal, 38 con eco Doppler anormal y 31 con hipertensién
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cronica. Se tifieron con H y E en las cuales se observé una disminucion del
cordon umbilical, el area de la gelatina de Wharton, la arteria y la vena umbilicales
eran mas pequefas. Los cordones de pacientes con PE y Doppler anormal
presentaron una diminucion de la pared de los vasos, asi como de la luz de los
vasos umbilicales. Concluyendo que los vasos estaban afectados probablemente

por un mecanismo de hipoplasticidad('%12),

En el 2008, Koech et al., obtuvieron cordones umbilicales de 9 pacientes con
PE severa, 9 de PE leve y 18 controles (pacientes normotensas); se obtuvieron
los extremos fetal, central y placentario. Las muestras se tifieron con H y E,
tricromico de Masson y tricrémico de Van Gieson para medir el &rea de la luz asi
como el &rea y grosor de la pared. En las venas, encontraron la luz mas pequena,
la pared més gruesa a expensas de las tunicas intima, media, y la lamina elastica
mas gruesa. La relacion pared/luz estaba aumentada en las venas con PE. Desde
la placenta hasta el extremo fetal habia mas elastina. EI masculo liso de la tunica
media en el segmento fetal se encontraban mas trabeculaciones y su orientacion
era oblicua. La lamina elastica se encontraba duplicada en las venas con PE
severa en el segmento fetal. Las arterias no tuvieron diferencias. Los cambios

estructurales eran predominantes en el extremo fetal('%.13),

En 2011, Blanco et al., estudiaron 9 cordones umbilicales de pacientes con
PE y FGR asi como 80 pacientes normotensas de 35 semanas de gestacion. Se
cortaron 2cm del extremo placentario, se fijaron y se prepararon para su tincién
con Hy E, tricrémico de Masson, orceina acética, acido peryédico de Schiff, azul

alcian y tricrémico de Mallory. Midieron la luz, el area de la capa muscular y la
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capa muscular externa. Observaron que en las venas con PE la relacion pared/luz
era mayor, y en la arterias con preeclampsia las areas exteriores e interiores, el
area de la luz y la relacion de pared/luz, también era mayor; concluyendo que se

traban de cambios tempranos de envejecimiento!%14),

En 2016, Sharony et al., obtuvieron cordones umbilicales de 15 pacientes con
PE, 72 con FGR, 36 de pacientes con PE + FGR y 50 de pacientes normotensas;
las edades gestaciones oscilaban entre las 30 y las 40 semanas de gestacion.
Se obtuvieron 3 segmentos pequefios de los extremos fetal, central y placentario,
se fijaron y se tifieron con H y E y tricromico de Masson; se midié el cordon
umbilical, la gelatina de Wharton, el area de la luz y el grosor de la pared de los
vasos umbilicales y la distancia entre estos. El cordén umbilical fue menor en las
pacientes con FGR + PE sin mostrar ningun cambio en el grosor de la pared; las
venas disminuyeron su pared en pacientes de FGR + PE y la distancia entre
arterias fue menor en FGR vy significativo en PE; y las arterias disminuyeron el

area de la pared en FGR y FGR + PE(9,

En 2016, Vazquez et al., hicieron un estudio con cordones de 92 mujeres
embarazadas, de las cuales 20 eran embarazos normales y el resto se trataban
de pacientes con alguna patologia dentro de las cuales 9 de ellas cursaban con
PE. Cortaron 2cm del extremo placentario de cada cordon para posteriormente
hacer cortes histolégicos y tefirlos con H&E, tricromico de Masson, orceina, PAS,
azul alcian y tincién de Mallory. Los parametros a evaluar en las venas fueron el
area de la superficie de la luz, el area de la superficie de la capa muscular; en

arterias fue el area de la superficie de la luz, el area de la capa muscular externa,
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el area de la capa muscular interna asi como la proporcion pared: lumen. Los
resultados obtenidos de estas mediciones, en arterias con PE, fueron hasta 2 o
3 veces mas elevados que los controles, mientras que en las venas no hubo

muchas diferencias(19,

En 2016, Jain et al., tomaron 50 cordones umbilicales de pacientes sanas
entre 37 y 40 semanas de gestacion, y 50 cordones de pacientes con PE,
descartando aquellas pacientes que tuvieran alguna otra patologia. Se cortaron
2 cm del extremo placentario, se realizaron cortes y se tifieron con H y E para
medir el area total del corddn, el &rea de la gelatina de Wharton, el area del vaso
sanguineo, grosor de la pared del vaso. Los resultados de dichas evaluaciones
de ambos vasos resultaron menores en las cordones con PE que en los

controles(16),

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La cirugia de revascularizacién coronaria es considerada como una cirugia
mayor, la cual implica al paciente ser manipulado profundamente de la regién
toracica. Haciendo una segunda cirugia en la extremidad inferior, se toma la vena
safena la cual servird como injerto en dicho procedimiento. Esto eleva la
morbi/mortalidad del paciente, prolongando el tiempo quirdrgico, requiriendo de

otra intervencién trans-quirargica, y limita la recuperacion del paciente. De igual
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manera, dependiendo de las caracteristicas del paciente y comorbilidades, en

ocasiones el injerto no suele estar disponible.

1.3 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Pueden ser utilizados los vasos umbilicales preeclampticos como injertos

vasculares en la revascularizacién miocérdica (Bypass coronario)?

1.4 JUSTIFICACION

Dada la falta de injertos vasculares O6ptimos para la cirugia de
revascularizaciéon miocardica y la poca o dificil disponibilidad de éstos, se ha
tomado en cuenta a los vasos umbilicales, son de facil obtencién y han tenido
resultados favorables en este tipo de cirugias, ademas de evitar una segunda

intervencién en el mismo tiempo quirirgico (safenectomia).

La PE puede inducir cambios estructurales y funcionales en las paredes de
los vasos umbilicales que pueden favorecer caracteristicas mas adecuadas para
funcionar como reemplazo de las arterias coronarias. Hasta el momento no hay
un estudio que analice en conjunto la totalidad de la pared de los vasos

umbilicales en pacientes con PE y evalle sus caracteristicas como posibles
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injertos vasculares en la cirugia de revascularizacion miocardica (Bypass

coronario).

1.5 OBJETIVO GENERAL

Evaluar las caracteristicas morfologicas de los vasos umbilicales preeclampticos

para su posible uso como injertos vasculares coronarios.

1.6 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Obtener vasos umbilicales de pacientes sanas y las que cursen con PE.

v' Determinar las diferencias morfolégicas entre los vasos umbilicales

normales y preeclampticos.

v' Comparar las caracteristicas morfoldgicas de los vasos umbilicales contra

la arteria coronaria descendente anterior y la vena safena interna.
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1.7 HIPOTESIS

- Los vasos umbilicales preeclampticos presentan caracteristicas
morfolégicas en su pared que les permiten ser utilizados como injertos

vasculares coronarios.

1.8 DISENO DEL ESTUDIO

- Transversal, descriptivo y comparativo.



CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2. MATERIAL Y METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Muestras bioldgicas

Se analizaron 162 vasos sanguineos: 27 arterias y venas umbilicales de
pacientes con PE, 27 arterias y venas umbilicales de pacientes sin PE, 27 SV
mayores, 27 ACDA. Obtenidas del servicio de Ginecologia y Obstetricia del
Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”, del Departamento de
Anatomia Humana del Facultad de Medicina, de Departamento de Anatomia
Humana de la Facultad de Odontologia, ambos de la Universidad Auténoma de
Nuevo Ledn y del Departamento de Morfologia del Centro Universitario de

Ciencias de la Salud, de la Universidad de Guadalajara.
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2.1.2 GRUPOS

e Criterios de inclusion

VASOS UMBILICALES:

- Cordones umbilicales de pacientes embarazadas, de 18 a 45 afos de
edad, con producto unico y de termino, con diagnostico de PE (TA >
140/90 en méas de 2 ocasiones en un intervalo de 2 horas o una sola
>160/110, proteinuria >300 mg en orina de 24 horas, o bien, tira

reactiva +1, y signos de vasoespasmo).

VENA SAFENA MAYOR:

- Cadaveres humanos, masculino o femenino, de 18 a 80 afnos de edad,
con una o dos extremidades inferiores integras, sin datos de

traumatismo o necrosis.

ARTERIA CORONARIA DESCENDENTE ANTERIOR:

- Cadaveres humanos, masculino o femenino, de 18 a 80 anos de edad

sin cardiopatia evidente macroscopicamente.
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Criterios de exclusion

VASOS UMBILICALES:

Cordones umbilicales de pacientes que no cuenten con cifras
tensionales mayores a 140/90, que cursen con alguna otra patologia
ademas de la PE, de embarazos con productos multiples y/o

pretérmino.

VENA SAFENA MAYOR:

Cadaveres humanos que no cuenten con extremidades inferiores, o
bien, estas no estén integras (completas), con datos de traumatismo o

necrosis en extremidades inferiores.

ARTERIA CORONARIA DESCENDENTE ANTERIOR:

Corazones de cadaveres humanos que presenten alguna cardiopatia

evidente macroscéopicamente.

Criterios de eliminacion

VASOS UMBILICALES:

Cordones umbilicales de pacientes diagnosticadas con PE que se

rompan al momento del alumbramiento de la placenta.
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2.1.3 Reactivos

Formol al 37%, PBS, Alcohol al 100% y 96%, xilol, parafina, cassettes para
inclusién con tapa, navajas, gelatina, resina sintética (entellan), portaobjetos,
cubreobjetos, Hematoxilina, Eosina, alcohol acido, agua amoniacal, &cido picrico,
acido fosfotungstico, acido fosfomolibdico, hematoxilina anhidra, cloruro férrico,
acido clorhidrico, escarlata de Bielbrich, fucsina acida, acido acético glacial, azul

de anilina y orceina.

Anticuerpo primario anti-actina especifica de musculo (Actin muscle
Monoclonal Antibody (HHF35), eBioscience™), anticuerpo primario anti-
colageno | (Anti-Collagen IV antibody ab6586), anticuerpo primario anti-colageno
IV (Anti-Collagen | antibody [COL-1] ab90395), bloqueador de peroxidasa,
bloqueador de proteinas, anticuerpo secundario, HRP, sustrato del cromdgeno,
3,3’-Diaminobendicina, de Abcam, TBST (Tris-Buffer-Salino con Tween 20) y

TRS (Target retrieval solution High pH 50x).

2.1.4 Material de técnicas morfoldgicas

Se utilizé estuche de diseccién, campos quirurgicos, hojas de bisturi, agujas,
cafamo, guantes de nitrilo, coplin de vidrio, matraces de 200 mL, puntillas para

pipetas, tubos eppendorf de 1.5 mL estériles, falcon de 50 mL, agua destilada
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2.1.5 Equipo

- Foto Microscopio Omax con Camara digital Omax 18 mp

- Microscopio de campo claro Carl Zeiss

- Histokinette Kedee®

- Microtomo RM2235 Leica

- Centro de Inclusién KD-BM Tissue Embedding Center Kedee®

- Placa de enfriamiento KD-BL COOLING PLATE Kedee®

- Bano de flotacién KD-P Water Bath Kedee®

- Juego de pipetas calibradas de 10, 20, 200 y 1000 pipet lite Rainin

- Campana de flujo laminar

2.2 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

OBIJETIVO 1 OBJETIVOS 2Y 3

Recoleccién de Almacenamiento Técnica histolégica
muestras

Formol al 4%

| 3 .
| =

H&E
Anilisis estadistico Obser.v:-mo.n’ Y . Orceina
cuantlflcacwn Tinciones Tricrc')mico de
Masson
o=
m ml Colagenos ly IV
AMIGNE COMPARY Inmunomarcajes Actina especifica
de musculo

%‘;%I%I%l%é%\%\%!:zl.
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2.3 METODOS

2.3.1 Obtencion de la muestra

VASOS UMBILICALES:

- Previo a la obtencién de la muestra, se abordd a la paciente a su
llegada al area de admisién del Servicio de Tococirugia del Hospital
Universitario o durante su estancia hospitalaria previa al parto o
cesarea. Se le explicé, de manera verbal, en qué consistia el proyecto
y el objetivo que tenia el recolectar las muestras de cordén umbilical;
dejando claro que esto no le implicaria alguna intervencion extra a ella
ni al recién nacido, y que la muestra recabada solo seria utilizada con
el fin antes mencionado y solo se almacenaria por el periodo de tiempo
que dure el estudio. Se hizo uso de un vocabulario claro, evitando
utilizar tecnicismos o términos que pudieran confundir a la paciente.
Se le hizo énfasis en la libertad que tenia para elegir el participar o no
en el proyecto, sin que esto influya en la atencion que le seria brindada
durante su estancia hospitalaria. En caso de que la paciente no fuera
capaz de otorgar el consentimiento, este podria ser otorgado por su
pareja sentimental o algun familiar directo.

- Se obtuvieron muestras de cordones umbilicales de pacientes
embarazadas diagnosticadas con PE, se corté desde su punto de
insercidén en la placenta un segmento de aproximadamente de 3 cm

de longitud.
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- Se almacenaron en formol al 4% en PBS 1x, para su analisis
histologico, en el laboratorio de investigacibn en anatomia del

Departamento de Anatomia Humana.

VENA SAFENA MAYOR:

- Se obtuvieron muestras de vena safena interna, la cual se obtuvo por
medio de diseccion instrumentada de la region sural medial. Se corté
un segmento por debajo del condilo medial de la tibia, de 3 cm y se

coloco en formol al 4% en PBS 1x.

ARTERIA CORONARIA DESCENDENTE ANTERIOR:

- Por medio de diseccion instrumentada se retir6é el pericardio del
corazon, se limpid la grasa epicéardica y se disec6 la ACDA del tabique
interventricular. Una vez separada la arteria se cortdé desde su inicio
en el tabique hasta su punto de terminacién en el vértice del corazén.
Se almacend el extremo proximal de cada arteria en formol al 4% en

PBS 1x.

2.3.2 Técnica histolégica de inclusion con parafina

Cada vaso sanguineo almacenado en formol al 4%, fue procesado por la
técnica histolégica convencional (para mayor detalle de cédmo se lleva a cabo

este proceso consultar del apéndice A) hasta su inclusion en bloques de parafina.
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Posteriormente se realizaron cortes de 4um con ayuda del micrétomo para llevar

a cabo el analisis.

2.3.3 Analisis descriptivo

2.3.3.1 Hematoxilina y eosina (H y E), tricromico de Masson y orceina

Se realiz6 H y E para revision general de la estructura del tejido, Tricromico
de Masson para analizar el colageno y el tejido muscular, y Orceina para las

fibras elasticas.

Con ayuda de un microscopio Carl Zeiss Axio Scope.A1 se observé la forma
de la luz del vaso, de la tunica intima se vio la integridad del endotelio, la
presencia de tejido subendotelial asi como de la lamina elastica interna. De la
tunica media se observo la organizacion de las fibras musculares lisas, las fibras

elasticas y colageno.
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2.3.4 Analisis cuantitativo

2.3.41 Orceina, tricromico de Masson modificado e

inmunohistoquimica

Para los inmunomarcajes se utilizaron anticuerpos primarios: anti colageno |
(Anti-Collagen IV antibody ab6586), anticuerpo primario anti colageno IV (Anti-
Collagen | antibody [COL-1] ab90395), Anticuerpo primario anti actina musculo
especifica (Actin muscle Monoclonal Antibody (HHF35), eBioscience™) y el kit

de deteccion ( Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB ab64264) de abcam.

Se utilizé la tincidén con orceina para la cuantificacion de la elastina.

2.3.4.1.1 Morfometria

e Diametro de la luz

Para el analisis morfométrico del diametro de la luz del vaso:

- Con ayuda del programa image J se midi6 el perimetro de la luz del vaso
y con la férmula del circulo, se calcul6 el diametro de la luz.
Diametro = X/ 3.14

Donde X es el perimetro de la luz del vaso.
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e Grosor de la pared

- Tudnica intima

Se tomaron 4 fotografias de la tunica intima, tomando en cuenta aquellas
regiones donde se veia mas uniforme el tejido. Se traz6é una linea transversal
tomando como referencia los nucleos de las células, desde el endotelio hasta la
lamina elastica interna (Ver figura 1). Repitiendo el proceso cuatro veces, se saca

el promedio de las cuatro mediciones.

- Tdnica media

Se tomaron 4 fotografias de la tunica media, tomando en cuenta aquellas
regiones donde se veia mas uniforme el tejido. Se traz6é una linea transversal
tomando como referencia los nucleos de las fibras musculares, desde la l1amina
elastica interna hasta la lamina elastica externa o la adventicia, en el caso de que
no se vea o no tenga (Ver figura 1). Repitiendo el proceso cuatro veces, se saca

el promedio de las cuatro mediciones.
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- Grosor total intima-media

Se suman los promedios de las dos mediciones anteriores para sacar el
promedio de grosor total de la tunica intima y la tinica media de la pared de los
vasos sanguineos (Ver figura 1).

Figura 1. Representacion de la morfometria de las tunicas de la pared vascular. 1 es grosor
de la tinica media 2 es grosor de la tinica media, y 3 es grosor total intima-media.
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e Cuantificacion de colageno total, colageno i, colageno iv y actina

especifica de musculo.

De los cortes que fueron tefiidos con la técnica de tricromico de Masson
modificado y orceina, y de las fueron marcadas con el anticuerpo para actina
especifica de musculo liso se tomaron 8 fotografias de campos al azar de la
tunica intima y otros ocho de la tunica media. Con ayuda del programa Image J

se cuantificaron mediante densitometria para sacar los promedios.

Figura 2. Representacion de cuantificacion de elastina. A. Fotografia original de la tunica
intima de una Vena safena tenida con Orceina. B. Fotografia A, en el programa image J
para ser cuantificada.
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2.3.5 Analisis estadistico

Se realizd el calculo del tamafio de muestra con base a estadisticas
nacionales de preeclampsia. Utilizando la férmula donde se conoce el tamario de

la poblacion:

e NxZ(lzxpxq
d*x(N-1)+2,xpxq

En donde, N = tamafo de la poblacion Z = nivel de confianza, P

probabilidad de éxito, o proporcion esperada Q = probabilidad de fracaso D

precision (Error maximo admisible en términos de proporcion).

Se calcularan medidas de tendencia central y dispersion para variables
numeéricas con frecuencias y porcentajes. Tomando en cuenta los vasos (arteria
umbilical, vena umbilical, ambas con control y PE; vena safena, arteria coronaria
descendente anterior), como variable categérica. Tomando el diametro de la luz,
grosores de la tunica intima, media y pared como variables cuantitativas asi como

el colageno, la elastina, y el musculo liso.

Se realizara el test de Kolmogorov-Smirnov para poner a prueba la
distribucién de las variables cuantitativas y decidir si se utilizaran pruebas
comparativas paramétricas o no paramétricas para comparar medias en los 6

grupos (por ej. ANOVA o Kruskal Wallis).
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Un valor de p <.05 se tomara como estadisticamente significativo. Se utilizara
el paquete estadistico SPSS (IBM, Armonk, NY, USA) version 24 para Windows

7.

2.3.6 Consideraciones éticas

Dado que no se hara ninguna intervencion a las pacientes para obtener los
cordones umbilicales y el resto de los tejidos se obtendran de pacientes no vivos
y el material biolégico con el que se trabajard son considerados tejidos de
desecho no es necesario obtener consentimiento informado firmado por las

pacientes.

El presente estudio sera sometido al comité de ética para su aprobacion y no

se tomaran datos.



| 26

CAPITULO 3.

RESULTADOS

3. RESULTADOS

3.1 Morfologia normal de los vasos umbilicales humanos

En nuestro estudio, al analizar la AU humana sana cortada de manera
transversal y tefiida con la técnica de tricromico de Masson, se observé que esta
compuesta por una tunica intima revestida por un endotelio, por debajo de este
se encuentra el tejido subendotelial, el cual se observa engrosado. De color azul
se tiferon las fibras de colageno y de rojo vemos los citoplasmas celulares.
Seguido de este se ve la tanica media, compuesta principalmente por fibras
musculares lisas organizadas en dos capas: una circular interna y una

longitudinal externa (fig. 3).

Figura 3. Arteria umbilical humana control. Microfotografia de campo claro, corte transversal. Se
aprecia de color azul el coldgeno y de rojo los citoplasmas de las células. Se observa la luz estrellada
del vaso, una tinica intima gruesa, seguida de la tlinica media organizada en dos capas: circular interna

y longitudinal externa. La linea punteada amarilla muestra el limite entre las dos capas musculares.
Tricromico de Masson, 4x.
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En cuanto a la HUV sana, en corte transversal y tefiida con tricrémico de
Masson, se observa que esta formada por una tunica intima delgada con su
endotelio y tejido subendotelial escaso. La tunica media estd formada
principalmente por laminas de fibras musculares lisas orientadas en sentido
circular (tefiidas de color rojo), entre las cuales podemos notar de color azul el
colageno (fig. 4). En otras regiones, la tinica media muestra un arreglo diferente:

fibras musculares dispuestas de manera longitudinal, y otras capas circulares (fig.

Figura 4. Vena umbilical humana control. Microfotografia de campo claro, corte
transversal. Se aprecia de color azul el coldgeno, de rojo los citoplasmas de las células y de
negro los nucleos. Se observa la tdnica intima delgada, con poco tejido subendotelial (linea
amarilla), seguida de la tlnica media mas gruesa y organizada en laminas de fibras
musculares (linea azul). Tricromico de Masson. 10x
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Tanica
intima

Figura 5. Vena umbilical humana control. Microfotografia de campo claro, corte transversal,
se aprecia de color azul el colageno, de rojo los citoplasmas de las células y de negro los
nucleos. Se observan la tinica intima delgada, con poco tejido subendotelial, seguida de la
tinica media mas gruesa cuyas fibras musculares se encuentran orientadas en diferentes
direcciones: algunas fibras musculares con semiredondeadas con nucleo redondo, central,
rodeado de citoplasma; otras se observan ahusadas con extremos romos y un nicleo redondo,
central, rodeado de citoplasma. Entre los fasciculos destaca el colageno distribuido en toda la
pared. Tricromico de Masson, 10x




| 29

3.2 La PE induce cambios estructurales en la pared de los vasos

umbilicales.

En comparacion con los hallazgos de las muestras control, se observé que la
PE induce cambios estructurales en las paredes de las AU de las una pacientes,
principalmente en la tunica media. La tunica intima se observé revestida por
endotelio, seguida del tejido subendotelial el cual es abundante, donde
apreciamos de color azul fibras de colageno principalmente, y de rojo los
citoplasmas de algunas células. Como se menciond, en la tunica media se
encontraron fibras musculares lisas orientadas en varias direcciones exhibiendo
un desarreglo focalizado en varias regiones de esta capa. En estas regiones las

fibras musculares son pequenas (fig. 6).

Figura 6. La PE induce cambios estructurales en la tunica media de las AU.
Microfotografia de campo claro, corte transversal. Se aprecia de color azul el colageno y
de rojo los citoplasmas de las células. El vaso muestra la luz estrellada, tdnica intima
gruesa, seguida de la tunica media con regiones en las cuales las fibras musculares se
observan mas pequefas y orientadas en diferentes direcciones (asteriscos). La linea
punteada sefala el limite entre las tinicas media e intima. Tricrbmico de Masson, 4x
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De la misma manera, en las muestras de HUV de las pacientes con PE, se
observé que la tanica intima presenta mayor grosor comparada con el control, y
las fibras musculares de la tdnica media estan orientadas en diferentes

direcciones: oblicuas, circulares y longitudinales (fig. 7).

i
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Figura 7. La PE induce cambios morfolégicos en las tunicas intima y media de la
HUV. Microfotografia de campo claro, corte transversal. Se aprecia de color azul el
colageno y de rojo los citoplasmas de las células. Se observa la tunica intima aumentada
de tamano con respecto al control, y mas tejido subendotelial. Las fibras musculares de la
tinica media se encuentran dispuestas en varias direcciones: circularmente (puntas de
flecha), sentido longitudinal (asteriscos) y oblicuo (flechas). La linea punteada marca el
limite entre las tunicas intima y media. Tricrémico de Masson, 10x.
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3.3 La PE no induce cambios en las fibras elasticas de la pared de los

vasos umbilicales sanos y de pacientes

Con la tincién con Orceina, observamos la lamina elastica interna que indica
el limite entre las tunicas intima y media, sin cambios morfol6gicos tanto en
arterias como en venas de los controles y los vasos umbilicales de pacientes con
PE. En el caso las arterias, ésta se encuentra organizada en 2 o 3 laminas de
fibras elasticas, y en las venas se encuentra formada por una unica lamina de

fibras (fig. 8).

CONTROL PE

ARTERIAS

VENAS

Figura 8. La PE no induce cambios en las fibras elasticas de la pared de los
vasos umbilicales sanos y de pacientes. Microfotografias de campo claro. A) AU
sana. B) AU de paciente con PE. C) HUV sana. D) vena umbilical de paciente con
PE. En ellas se aprecian la organizacién normal de la Idmina eléstica interna (flechas).
Orceina, 10x
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3.4 PE no induce cambios en el colageno de las tunicas de los vasos

umbilicales

Con la técnica de tricromico de Masson modificado, se tifieron selectivamente

las fibras de colageno de color azul y los nucleos de las células en negro.

Podemos ver que el colageno se encuentra presente de manera uniforme en toda

la pared de los vasos umbilicales sin cambios morfologicos (fig. 9).

ARTERIAS

CONTROL

e

VENAS

Figura 9 PE no induce cambios en el colageno de las tunicas de los vasos
umbilicales. Microfotografia de campo claro. A) AU sana. B) AU de paciente con PE. C)
HUV sana. D) HUV de una paciente con PE. En todas las imagenes se observan las fibras
de colageno tefidas de color azil. La linea punteada amarilla marca el limite entre las
tunicas intima y media. Tricromico de Masson modificado, 10x.
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3.5 La PE induce disminucioén del colageno tipo | en la tunica intima de

la AU.

Con la técnica inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo anti-colagenol. De
color café se observa la positividad para este anticuerpo en toda la pared de los
vasos umbilicales. En la tunica intima de la AU control se aprecia mayor
positividad con respecto a la arteria de paciente con PE. En cuanto a las venas,
se observa sefal positiva en toda la pared vascular distribuida uniformemente sin

observar cambios en cuanto a la positividad (fig. 10).

CONTROL PE

ARTERIAS

VENAS

Figura 10. La PE induce la disminucion de colageno tipo | en la tunica intima de la
AU. Microfotografia de campo claro. A) AU sana. B) AU de paciente con PE. C) HUV
sana. D) HUV de una paciente con PE. Se observa menor positividad en la pared de la
AU con PE comparada con AU control. La linea punteada, marca el limite entre las
tlnicas intima y media. Inmunohistoquimica, colageno |, 10x .
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3.6 Disminucién de colageno tipo IV en la tanica intima de los vasos

umbilicales de pacientes con PE

Con la técnica inmunohistoquimica, utilizando un anticuerpo anti-colageno IV.

De color café se observa la positividad a este anticuerpo en la pared de los vasos

umbilicales, tanto de los controles como de las pacientes con PE, notandose una

menor positividad en las tanicas intimas de los vasos umbilicales con PE (fig.11).

ARTERIAS

CONTROL PE

Figura 11. Disminucion de colageno tipo IV en la tunica intima de los vasos
umbilicales de pacientes con PE. Microfotografia de campo claro. A) AU sana. B) AU de
paciente con PE. C) HUV sana. D) HUV de una paciente con PE. Destaca la disminucion a
la positividad en la tinica intima de los vasos umbilicales por PE. La linea punteada marca
el limite entre las tanicas intima y media. Inmunohistoquimica, anti-colageno IV, 10x.
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3.7 La PE no induce cambios en la positividad para actina especifica de

musculo liso en las tunicas de los vasos umbilicales

Utilizando un anticuerpo anti-actina especifica de musculo liso en la técnica

inmunohistoquimica, se observa la positividad distribuida uniformemente y sin

cambios para este anticuerpo en toda la pared los vasos umbilicales, tanto de los

controles como de las pacientes con PE (fig.12).

ARTERIAS

PE

CONTROL

VENAS

Figura 12. La PE no induce cambios en la positividad para actina especifica de
musculo liso en las tunicas de los vasos umbilicales. Microfotografia de campo claro.
A) AU sana. B) AU de paciente con PE. C) HUV sana. D) HUV de paciente con PE. No se
observan cambios en la positividad. La linea punteada, marca el limite entre las tinicas
intima y media. Inmunohistoquimica, anti-actina especifica de musculo liso, 10x .
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3.8 Cambios en el grosor de la pared y diametro de los vasos umbilicales

sanos y de pacientes con PE

Para el analisis estadistico de las variables grosor de la tunica intima, tunica

media, intima-media se realizd una prueba de U de Mann Whitney, entre los

grupos control y PE. Tomandose como significativos aquellos valores de P <0.05.

(tablas 1y 2).

Tabla 1. Analisis comparativo del entre AU control y la AU de paciente con PE

VALOR

AU CONTROL AU PE iy

GROSOR INTIMA 168.37 157.69 0.564
(um) (119.37 - 191.09) (136.95 - 178.76) :

GROSOR MEDIA 34713 346.85 0204
(um) (322.95 - 457.10) (327.86 - 380.09) :

GROSOR INTIMA- 437.65 514.71 0.067
MEDIA (um) (387.16 - 521.18) (457.46 - 566.51) :

*Diferencia estadisticamente significativa

Tabla 2. Andlisis comparativo del entre HUV control y la HUV de paciente con

PE
VALOR
HUV CONTROL HUV PE oo
GROSOR iNTIMA 26,75 4048 o
(um) (29.69 - 45.34) (29.53 - 51.07) :
GROSOR MEDIA 462.65 445.89 0.605
(um) (376.09 - 571.94) (402.22 - 497.64) :
GROSOR INTIMA- 494.66 483.88 0712
MEDIA (um) (410.40 - 610.47) (435.38 - 552.61) :

*Diferencia estadisticamente significativa
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3.9 Morfologia normal de la arteria coronaria descendente anterior y

vena safena interna humanas

También analizamos la pared de la AC con el tricromico de Masson, y
observamos que esta compuesta por 3 capas: la tunica intima revestida de
endotelio y por debajo el tejido subendotelial de tejido conectivo, seguido de la
lamina elastica interna. La tunica media, muy gruesa, estd compuesta
principalmente por fibras musculares lisas dispuestas de manera circular tefiidas
de color rojo, y entre estas vemos fibras de colageno en azul. Al final de esta
capa se observa la lamina elastica externa seguida de la tunica adventicia,
formada por tejido conjuntivo laxo con vasos sanguineos (vasa vasorum) y

nervios también llamados nervivascularis (fig. 13).

Figura 13. Morfologia de la AC descendente anterior humana. Microfotografia de campo
claro, corte transversal. Se aprecia de color azul el colageno y de rojo los citoplasmas de las
células. Tunica intima con tejido subendotelial y ldmina elastica interna (puntas de flechas).
Tdnica media, la més gruesa de las tres capas, compuesta principalmente por fibras
musculares lisas, seguida de la lamina eléstica externa (asteriscos). Tunica adventicia
compuesta de tejido conjuntivo con capilares y nervios (flechas). Tricromico de Masson, 10x.
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Se analizd la SV, en la que se observé la tunica intima delgada delimitada por
la ldmina elastica interna, con endotelio y tejido conjuntivo laxo denominado tejido
subendotelial con abundante colageno. La tunica media estd compuesta
principalmente por fibras musculares lisas orientadas circularmente; entre las que
se observan fibras de coldgeno organizadas en laminas. Por ultimo se vio la
tunica adventicia, formada principalmente de tejido conjuntivo laxo con vasa

vasorumy nervivascularis (fig. 14).

Figura 14. Morfologia de la SV. Microfotografia de campo claro, corte transversal. En la
tunica intima destaca el colageno en la capa subendotelial, delimitada por la lamina elastica
interna (puntas de flecha). La tunica media con fibras musculares lisas, orientadas
circularmente. Tunica adventicia formada por tejido conjuntivo laxo con capilares y nervios
(flechas). Tricrémico de Masson, 10x.
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3.10 Las fibras elasticas predominan en la tunica media la ACDA y la SV

Con la tincién de Orceina, se evidenciaron las fibras elasticas en la pared de
las AC. Limitando las tunicas intima y media se observaron las laminas elasticas
interna y externa, respectivamente. La lamina elastica interna esta conformada
por una gruesa lamina de fibras elasticas, la cual se ve duplicada y fragmentada
en diferentes lugares. En la SV se aprecia una gruesa lamina de fibras elasticas
por debajo del endotelio. En la tunica media de ambos vasos observamos finas

laminas discontinuas de elastina (fig. 15).

Figura 15. Las fibras elasticas predominan en la tunica media de la ACDA y la SV.
Microfotografias de campo claro. A) ACDA. B) SV.C) y D) corresponden a los vasos antes
mencionados, pero vistos con mayor aumento. En ellas se aprecian las laminas elasticas
interna y externa (flechas), ldmina elastica interna fragmentada (punta de flecha amarilla) y
laminas de elastina delgadas (puntas de flechas naranjas). Destacan su predominio en la
tinica media. Orceina, 10x (A y B), 40x (C y D).
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3.11 El colageno forma laminas bien definidas entre las fibras musculares

de la tunica media en la SV comparada con la ACDA

Con la técnica de tricrémico de Masson modificado, se tifié de color azul las
fibras de colageno y de negro los nucleos de las células. Se observo el colageno
en toda la pared vascular; notando su organizacion en laminas entre las fibras

musculares de la tunica media de la SV (fig. 16).

Figura 16. El colageno forma laminas bien definidas entre las fibras musculares de
la tunica media en la SV comparada con la ACDA. Microfotografias de campo claro. A)
ACDA humana. B) SV humana. Se aprecian de color azul las fibras de colageno y de un
color mas palido las células. Se observa mejor organizacion de las fibras en la SV.
Tricrémico de Masson modificado, 10x.
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3.12 El colageno tipo | se encuentra presente en la pared de la ACDA y la

SV

Con la técnica inmunohistoquimica, utilizando un anticuerpo anti-colageno |,
se observa la positividad para este anticuerpo en toda la pared de los vasos, y
distribuida de manera uniforme tanto en la tunica intima como en la media (fig.

17).

ACDA

Figura 17. El colageno tipo | se encuentra presente en la pared de la ACDA y la SV.
Microfotografias de campo claro. A) ACDA humana. B) SV humana. Se aprecia de color café
la positividad para este anticuerpo en toda la pared vascular. Inmunohistoquimica, anti-
colageno tipo I, 10x.
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3.13 Las fibras de colageno tipo IV predominan en la tunica media de la

ACDA

Utilizando un anticuerpo primario anti-colageno IV, mediante la técnica
inmunohistoquimica se observa la positividad en toda la pared de los vasos. En
la AC se aprecia mayor positividad en la tinica media que en la tunica intima, en

cambio, en la VS vemos senal positiva en toda la pared vascular (fig. 18).

ACDA SV

Figura 18. Las fibras de colageno tipo IV predominan en la tunica media de la ACDA.
Microfotografias de campo claro. A) ACDA humana. B) SV humana. Observe mayor
positividad en la tinica media de la SV. La linea punteada muestra el limite entre las tdnicas
intima y media. Inmunohistoquimica, anti-colageno 1V, 10x.
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3.14 La positividad para actina especifica de musculo liso predomina en
la tunica media de la ACDA y la SV
Al utilizar un anticuerpo anti-actina especifica de musculo liso en la técnica

inmunohistoquimica, se detectd la positividad en toda la pared de los vasos, la

cual predomina en la tunica media. Se observa menor intensidad en la tunica

intima (fig. 19).

Figura 19. La positividad para actina especifica de musculo liso predomina en la
tunica media de la ACDA y la SV. Microfotografias de campo claro. A) ACDA. B) SV.
Destaca mayor positividad en la tinica media de ambos vasos. La linea punteada muestra
el limite entre las tdnicas intima y media. Inmunohistoquimica, ant-actina especifica de
musculo liso, 10x.
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3.15 Cambios estructurales de la pared vascular de los vasos umbilicales

normales y de las pacientes con PE, la ACDA y la SV

Se realiz6 una prueba de Kruskal-Wallis con correccién post-hoc de Dunnett

para comprar las variables: grosor de la tunica intima, grosor de la tunica media,

grosor intima-media de los vasos estudiados entre si (Tablas 3 y 4). Se observa

diferencia estadisticamente significativa, lo que sugiere que todos los vasos son

diferentes en cuanto a los grosores de la pared vascular.

Tabla 3. . Analisis comparativo del grosor de la pared y el diametro de la luz

entre la AU control y de pacientes con PE, ACDAy SV

AU CONTROL AU PE ACDA sV Va’g de

-I!-:t?:: 168.37 157.69 158.5 19.42 ~0.001*
) (119.37-191.09) | (136.95-178.76) | (100.48 - 246.4) = (12.04 - 34.63) :

TI\,‘I’:(:I‘I’: 347.13 346.85 116.92 153.68 ~0.001*
- (322.95 - 457.10) | (327.86 - 380.09) | (90.52-164.12) | (133.7 - 227.47) :

'r':‘té’;'i‘f“; 437.65 514.71 279.79 177.39 s
o) (387.16 - 521.18) | (457.46-566.51) @ (236.4-382.15) | (149.78 - 257.44) :

3‘::‘;";3; 0.05 157.69 0.08 6.06 0.001*
mm) (0.04 - 0.09) (136.95 - 178.76) (0.4-0.18) (4.37 -7.0) :

*Diferencia estadisticamente significativa
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Tabla 4. Andlisis comparativo del grosor de la pared y el diametro de la luz

entre la HUV control y de paciente con PE, ACDA y SV

HUV CONTROL HUV PE ACDA sV ‘d/‘g"l’;
-ir:t?rln::: 36.75 40.48 158.5 19.42 0,001
T (29.69 - 45.34) (29.53 - 51.07) (100.48 - 246.4) (12.04 - 34.63) :
-:;I‘:é‘i:: 462.65 44589 116.92 153.68 0.001*
) (376.00-571.94) | (402.22-497.64) | (90.52- 164.12) (133.7 - 227.47) :
'r':]t":ia' 494.66 483.88 279.79 177.39 0.001"
(:m)a (410.40 - 610.47) | (435.38-552.61) | (236.4-382.15) @ (149.78 - 257.44) :
Diametro
0.07 0.08 6.06 \
d‘(**an:;‘z (0.05 - 0.09) 0.07 (0.06 - 0.09) (0.4-0.18) (4.37-7.0) <0.001

*Diferencia estadisticamente significativa
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3.16 Cambios estructurales de la pared vascular de los vasos umbilicales

sanos, de las pacientes con PE, ACDA y SV.

Para el analisis estadistico de la variable intima-media en grupos arteria de
pacientes con PE y ACDA, se realiz6 la prueba T-student. Se asumen varianzas
iguales, tomandose como significativos aquellos valores de P<0.05 (Tabla 5). Se

observo que la AU de pacientes con PE tiene un grosor mayor que la ACDA.

Tabla 5. Analisis comparativo del grosor intima-media entre AU de pacientes

con PE y ACDA

AU PE ACDA VALOR DE P
(MEDIA, DS) (MEDIA, DS)
iNTIMA-MEDIA
(um) 504.95 + 92.69 303.54 + 109.93 <0.001*

*Diferencia estadisticamente significativa

Para el analisis estadistico de la variable intima-media en grupos arteria
control y ACDA, se realiz6 la prueba U de Mann Whitney. Se asumen varianzas
iguales, tomandose como significativos aquellos valores de P<0.05 (Tabla 6). Se
observa mayor grosor en la AU control que en la ACDA, con una diferencia

significativa.
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Tabla 6. Analisis comparativo del grosor intima-media entre AU control y

ACDA
AU CONTROL ACDA VALOR DE P
(MEDIANA, Q1-Q3) (MEDIANA, Q1-Q3)
iNTIMA-MEDIA 437.65 279.79
<0.001*
(um) (3817.16 - 521.18) (236.4 - 382.1)

*Diferencia estadisticamente significativa

Para el andlisis estadistico de la variable intima-media en grupos HUV de
pacientes con PE y ACDA, se realizé la prueba T-student. Se asumen varianzas
iguales. Se tomaron como significativos aquellos valores de P<0.05 (Tabla 7).
Destaca un mayor grosor en la HUV de pacientes con PE que en la ACDA, con

una diferencia significativa.

Tabla 7. Andlisis comparativo del grosor intima-media entre HUV de paciente

con PE y ACDA

HUV PE ACDA VALOR DE P
(MEDIA, DS) (MEDIA, DS)
INTIMA-MEDIA
() 504.95 + 92.69 303.54 + 109.93 <0.001*

*Diferencia estadisticamente significativa

Para el analisis estadistico de la variable intima-media en grupos HUV control
y ACDA, se realizé prueba U de Mann Whitney. Se asumen varianzas iguales.
Se tomaron como significativos aquellos valores de P<0.05 (Tabla 8). Se nota

mayor grosor en la HUV control que en la ACDA, con una diferencia significativa.



Tabla 8. Analisis
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comparativo del grosor intima-media entre HUV control y

ACDA
HUV CONTROL ACDA VALOR DE P
(MEDIANA, Q1-Q3) (MEDIANA, Q1-Q3)
iNTIMA-MEDIA 437.65 279.79
<0.001*
(um) (3817.16 - 521.18) (236.4 - 382.1)

*Diferencia estadisticamente significativa

Para el analisis estadistico de las variables diametro de la luz, grosor intima y

grosor media en grupos AU de pacientes con PE y ACDA, se realizé prueba U

de Mann Whitney. Se asumen varianzas iguales. Se tomaron como significativos

aquellos valores de P<0.05 (Tabla 9). Se observa diferencia significativa entre el

grosor de la tinica media y el grosor intima-media; con lo que se concluye que la

pared de la AU de pacientes con PE es mayor que la ACDA a expensas de la

tunica media.

Tabla 9. Andlisis comparativo del grosor de la pared y el diametro de la luz

entre AU de paciente con PE y ACDA

AU PE ACDA VALOR DE P
(MEDIANA, Q1-Q3) (MEDIANA, Q1-Q3)
DIAMETRO LUZ 0.06 0.08
0.292
(mm) (0.05 - 0.09) (0.04 - 0.18)
GROSOR iNTIMA 157.69 158.5 0.988
(pm) (136.95 - 178.76) (100.48 - 246.4) '
GROSOR MEDIA 346.85 116.92 0,001
<V.
(um) (327.86 - 389.09) (90.52 - 164.12)
GROSOR INTIMA- 514.71 279.79 0.001*
<VU.
MEDIA (um) (457.46 - 566.51) (236.4 - 381.15)

*Diferencia estadisticamente significativa
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Para el analisis estadistico de las variables diametro de la luz, grosor intima y
grosor media en grupos AU control y ACDA, se realiz6 prueba U de Mann
Whitney. Se tomaron como significativos aquellos valores de P<0.05 (Tabla 10).
Se observa diferencia significativa entre el grosor de la tinica media y el grosor

intima-media.

Tabla 10. Anélisis comparativo del grosor de la pared y el diametro de la luz

entre AU control y ACDA

AU CONTROL ACDA VALOR DE P
(MEDIANA, Q1-Q3) (MEDIANA, Q1-Q3)
DIAMETRO LUZ 0.053 0.08
(mm) (0.04 - 0,09) (0.04 - 0.18) 0-162
GROSOR INTIMA 168.18 158.5 0624
(um) (119.37 - 191.09) (100.48 - 246.4)
GROSOR MEDIA 347.13 116.92 0.001"
(um) (322.95 - 457.10) (90.52 - 164.12)
GROSOR iNTIMA- 437.65 279.79 0.001*
MEDIA (pm) (387.16 - 521.18) (236.4 - 382.15)

*Diferencia estadisticamente significativa

Para el analisis estadistico de las variables diametro de la luz, grosor intima y
grosor media en grupos HUV control y ACDA, se realiz6 prueba U de Mann
Whitney. Se tomaron como significativos aquellos valores de P<0.05. (Tabla 11).
Se observa diferencia significativa en todas las variables, excepto en el diametro

de la luz.
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Tabla 11. Andlisis comparativo del grosor de la pared y el diametro de la luz

entre HUV control y ACDA

HUV CONTROL ACDA VALOR DE P
(MEDIANA, Q1-Q3) (MEDIANA, Q1-Q3)
DIAMETRO LUZ 0.07 0.08
0.457
(mm) (0.05 - 0.09) (0.04 - 0.18)
GROSOR INTIMA 36.75 158.5 0.001*
<V.
(um) (29.69 - 43.34) (100.48 - 246.4)
GROSOR MEDIA 462.65 116.92 0.001"
<V.
(pm) (376.09-571.94) (90.52 - 164.12)
GROSOR INTIMA- 494.66
279.79 (236.4 - 382.15) <0.001*

MEDIA (um)

(410.40 - 610.47)

*Diferencia estadisticamente significativa

Para el analisis estadistico de las variables diametro de la luz, grosor intima y

grosor media en grupos HUV de paciente con PE y ACDA, se realiz6 prueba U

de Mann Whitney. Se tomaron como significativos aquellos valores de P <0.05

(Tabla 12). Observando diferencia significativa en todas las variables, excepto en

el diametro de la luz.



| 51

Tabla 12. Andlisis comparativo del grosor de la pared y el diametro de la luz

entre HUV de paciente con PE y ACDA

HUV PE ACDA VALOR DE P
(MEDIANA, Q1-Q3) (MEDIANA, Q1-Q3)
DIAMETRO LUZ 0.079 0.08
0.857
(mm) (0.06 - 0.09) (0.04-0.18)
GROSOR iNTIMA 40.48 158.5 0.001*
<VU.
(um) (29.53 - 51.07) (100.48 - 246.4)
GROSOR MEDIA 445.89 116.92 0.001"
<VU.
(um) (402.22 - 497.64) (90.52 - 164.12)
GROSOR iNTIMA- 483.88 279.79 0.001*
<VU.
MEDIA (um) (435.38 - 552.61) (236.4 - 382.15)

*Diferencia estadisticamente significativa

Para el analisis estadistico de las variables diametro de la luz, grosor intima y
grosor media en grupos AU de pacientes con PE y SV, se realizé prueba U de
Mann Whitney. Se tomaron como significativos aquellos valores de P <0.05.

(Tabla 13). Observando diferencia significativa en todas las variables.

Tabla 13. Analisis comparativo del grosor de la pared y el diametro de la luz

entre AU de paciente con PE y SV

AU PE SV VALOR DE P
(MEDIANA, Q1-Q3) (MEDIANA, Q1-Q3)
DIAMETRO LUZ 0.06 19.42
<0.001*
(mm) (0.05 - 0.09) (12.04 - 34.63)
GROSOR INTIMA 157.69 153.68 0.001"
<V.
(pm) (136.95 - 178.76) (133.7 - 227.47)
GROSOR MEDIA 346.85 177.39 0.001"
<V.
(um) (327.86 - 389.09) (149.78 - 257.44)
GROSOR INTIMA- 514.71 6.06 0.001"
MEDIA (um) (457.46 - 566.51) (4.37 - 7.0) =

*Diferencia estadisticamente significativa
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Para el analisis estadistico de las variables diametro de la luz, grosor intima y

grosor media en grupos AU control y SV, se realizé prueba U de Mann Whitney.

Se tomaron como significativos aquellos valores de P<0.05 (Tabla 14). Se

observo diferencia significativa en todas las variables.

Tabla 14. Andlisis comparativo del grosor de la pared y el diametro de la luz

entre AU control con PE y SV

AU CONTROL sV VALOR DE P
(MEDIANA, Q1-Q3) (MEDIANA, Q1-Q3)
DIAMETRO LUZ 0.053 19.42
<0.001*
(mm) (0.04 - 0,09) (12.04 - 34.63)
GROSOR INTIMA 168.18 153.68
<0.001*
(pm) (119.37 - 191.09) (133.7 - 227.47)
GROSOR MEDIA 347.13 177.39 0.001-
<V.
(um) (322.95 - 457.10) (149.78 - 257.44)
GROSOR INTIMA- 437.65 6.06 o001
<V.
MEDIA (um) (387.16 - 521.18) (4.37-7.0)

*Diferencia estadisticamente significativa

Para el analisis estadistico de las variables diametro de la luz, grosor intima y

grosor media en grupos HUV control y SV, se realizé prueba U de Mann Whitney.

Se tomaron como significativos aquellos valores de P<0.05 (Tabla 15). Se

observo diferencia significativa en todas las variables.
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Tabla 15. Analisis comparativo del grosor de la pared y el diametro de la luz

entre HUV control y SV

HUV CONTROL sV VALOR DE P
(MEDIANA, Q1-Q3) (MEDIANA, Q1-Q3)
DIAMETRO LUZ 0.07 19.42
<0.001*
(mm) (0.05 - 0.09) (12.04 - 34.63)
GROSOR iNTIMA 36.75 153.68
<0.001*
(pm) (29.69 - 43.34) (133.7 - 227.47)
GROSOR MEDIA 462.65 177.39 0.001*
<V.
(pm) (376.09 - 571.94) (149.78 - 257.44)
GROSOR INTIMA- 494.66 6.06 0.001*
<V.
MEDIA (um) (410.40 - 610.47) (4.37-7.0)

*Diferencia estadisticamente significativa

Para el analisis estadistico de las variables diametro de la luz, grosor intima y
grosor media en grupos HUV de paciente con PE y SV, se realiz6 prueba U de
Mann Whitney. Se tomaron como significativos aquellos valores de P<0.05 (Tabla

16). Observando diferencia significativa en todas las variables.
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Tabla 16. Andlisis comparativo del grosor de la pared y el diametro de la luz

entre HUV de paciente con PE y SV

HUV PE SV VALOR DE P
(MEDIANA, Q1-Q3) (MEDIANA, Q1-Q3)
DIAMETRO LUZ 0.079 19.42
<0.001*
(mm) (0.06 - 0.09) (12.04 - 34.63)
GROSOR INTIMA 40.48 153.68
<0.001*
(pm) (29.53 - 51.07) (133.7 - 227.47)
GROSOR MEDIA 445.89
177.39 (149.78 - 257.44) <0.001*
(um) (402.22 - 497.64)
GROSOR INTIMA- 483.88 6.06 0.001*
<V.
MEDIA (um) (435.38 - 552.61) (4.37-7.0)

*Diferencia estadisticamente significativa
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3.17 Resultados de la cuantificacion de los componentes estructurales
de la pared vascular de los vasos umbilicales normales y de las
pacientes con PE, la ACDA y la SV

Para el analisis estadistico de las variables: elastina, colageno y actina

especifica de musculo liso en los grupos AU de paciente con PE, AU control, HUV
de paciente con PE, HUV control, ACDAy SV, se realizé prueba de Kruskal Wallis
con correccion post-hoc de Dunnet. Se tomaron como significativos aquellos
valores de P<0.05 (Tabla 17). Observando diferencia significativa en todas las
variables, lo que quiere decir que todos los vasos son diferentes entre si.

Tabla 17. Analisis comparativo de los componentes estructurales de la

pared vascular de los vasos umbilicales control y de pacientes con PE, la

ACDAyla SV
AU CONTROL AU PE
Mediana Percentiles Mediana Percentiles Vgé?f
25 75 25 75
TUNICAINTIMA | { 66E+10 1.52E+10 1.81E+10 @ 8.38E+09 7.24E+09 9.20E+09 | <0.001*
< (UpDo)
.% TUNICAMEDIA | 8.38E+09 7.98E+09 9.84E+09 | 8.95E+09 8.04E+09 9.24E+09 | <0.001*
2 (UDO)
m PARED 1.24E+10 1.17E+10 1.39E+10 | 8.74E+09 7.63E+09 9.24E+09 | <0.001*
(UDO)
TUNICAINTIMA | 2 71E+08 1.86E+08 3.21E+08 2.99E+08 1.85E+07 3.31E+08 | <0.001*
% (UDO)
(u; TUNICAMEDIA | 2 67E+08 2.44E+08 3.11E+08 | 2.60E+08 2.08E+07 2.78E+08 | <0.001*
< (UDO)
-
8 PARED 2.57E+08 2.41E+08 3.08E+08 | 2.81E+08 1.97E+07 2.99E+08 | <0.001*

(UDO)
TUNICAINTIMA | 1.09E+08 8.16E+07 1.42E+08  1.43E+08 1.24E+08 1.57E+08 @ <0.001*
(UDO)
TUNICAMEDIA | {72E+08 1.43E+08 1.96E+08  1.76E+08 1.51E+08 1.85E+08 | <0.001*
(UDO)
PARED 1.33E+08 1.21E+08 1.69E+08 | 1.59E+08 1.37E+08 1.73E+08 | <0.001*
(UDO)

*Diferencia estadisticamente significativa

ACTINA ESPECIFICA
DE MUSCULO LISO
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HUV PE

Percentiles
25 75

Mediana

Mediana

Percentiles

25 75

VALOR
DE P

ACTINA ESPECIFICA
DE MUSCULO LISO

ELASTINA

COLAGENO

TUNICA iNTIMA
(UDO)
TUNICA MEDIA
(UDO)
PARED
(UDO)
TUNICA iNTIMA
(UDO)
TUNICA MEDIA
(UDO)
PARED
(UDO)
TUNICA iNTIMA
(UDO)
TUNICA MEDIA
(UDO)
PARED
(UDO)

3.22E+09 3.14E+09 4.39E+09

8.26E+09 6.94E+09 9.22E+09

5.90E+09 5.05E+09 6.65E+09

1.49E+07 8.44E+06 7.44E+07

7.00E+07 4.20E+07 1.02E+08

5.38E+07 3.72E+07 6.86E+07

2.71E+06 1.75E+06 3.34E+06

8.30E+07 6.35E+07 9.69E+07

3.22E+09 3.14E+09 4.39E+09

*Diferencia estadisticamente significativa

SV

1.19E+07

2.30E+07

1.82E+07

3.56E+07

6.87E+07

4.89E+07

3.14E+06

9.42E+07

1.19E+07

8.20E+06 1.50E+07

1.66E+07 2.75E+07
1.51E+07 2.27E+07
1.37E+07 8.70E+07
5.58E+07 3.10E+08
4.17E+07 1.86E+08
2.12E+06 8.26E+06
7.84E+07 9.88E+07
8.20E+06 1.50E+07

ACDA

Percentiles

75

Mediana
25

Mediana

Percentiles
25 75

<0.001*

<0.001*

<0.001*

<0.001*

<0.001*

<0.001*

<0.001*

<0.001*

<0.001*

VALOR
DE P

ACTINA ESPECIFICA
DE MUSCULO LISO

ELASTINA

COLAGENO

TUNICA iNTIMA
(UDO)
TUNICA MEDIA
(UDO)
PARED
(UDO)
TUNICA iNTIMA
(UDO)
TUNICA MEDIA
(UDO)
PARED
(UDO)
TUNICA iNTIMA
(UDO)
TUNICA MEDIA
(UDO)
PARED
(UDO)

7.78E+07 5.16E+07 1.19E+08

2.70E+08 1.88E+08 3.76E+08

1.74E+08 1.44E+08 2.20E+08

2.28E+08 7.70E+07 3.32E+08

1.38E+09 8.57E+08 1.63E+09

7.96E+08 4.86E+08 9.37E+08

5.88E+06 2.29E+06 1.50E+07

4.93E+07 3.23E+07 5.04E+08

2.57E+07 2.02E+07 2.59E+08

*Diferencia estadisticamente significativa

9.86E+08

4.42E+09

2.36E+09

1.05E+07

8.91E+08

5.52E+08

1.68E+07

6.09E+07

4.74E+07

3.05E+08 7.11E+09
2.32E+09 6.53E+09
1.58E+09 7.02E+09
6.36E+06 1.53E+08
4.46E+07 1.35E+09
9.88E+07 6.96E+08
5.50E+06 4.41E+07
8.48E+06 9.77E+07

6.36E+06 5.96E+07

<0.001*

<0.001*

<0.001*

<0.001*

<0.001*

<0.001*

<0.001*

<0.001*

<0.001*
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CAPITULO 4

DISCUSION

En este estudio se observo que los vasos umbilicales de pacientes con PE
presentan caracteristicas morfoldgicas en su pared que les permiten ser
utilizados como injertos vasculares coronarios. Por lo que se acepta la hipodtesis
planteada.

Las AU de pacientes sanas presentaron un endotelio integro, seguido de una
capa subendotelial gruesa y delimitada por la lamina elastica interna; seguida de
la tinica media con dos capas, de acuerdo a la disposicion de las fibras, una
circular interna y una longitudinal externa. Como se ha reportado con anterioridad

en la literatura('7:18),

Por otro lado la AU de pacientes con PE, al igual que las controles, mostré un
endotelio integro, tejido subendotelial y lamina elastica interna. El grosor de esta
capa disminuy6 comparado con las AU de pacientes sanas, dato que se
contrapone con lo reportado por Vazquez et al., en el 2016('%. Estos vasos a
diferencia de los controles mostraron una tunica media desorganizada, de
manera focalizada: mostrd engrosamientos en algunas regiones de esta capa, lo
que causa pérdida del arreglo de las capas circular y longitudinal observado en
los controles. Estos cambios pueden ser debidos al aumento de la presion arterial
que presentan estas pacientes('®), lo cual se ve reflejado con este remodelado de
la pared vascular de la AU para adaptarse y soportar la presién('®). El grosor de

la capa media, al igual que la intima, se vio disminuido, contrario a lo que descrito
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por Vazquez et al., en el 2016, quien también reporté un aumento total del grosor

de la pared ('®, lo que es opuesto a lo encontrado en el presente estudio.

La HUV de pacientes sanas, mostré una tunica intima delgada, la cual esta
compuesta por endotelio y tejido subendotelial, en este ultimo encontramos la
presencia de fibras musculares lisas. Seguida de la tunica media compuesta por
laminas de fibras musculares lisas, rodeadas de tejido conjuntivo laxo, estos

datos que ya han sido reportados en la literatura‘”8),

La HUV de pacientes con PE, mostré una tunica intima que varié de grosor en
algunas regiones a expensas del tejido subendotelial, que en algunas partes se
mostré delgado y en otras engrosado comparado con los controles. Este
engrosamiento correlaciona con lo reportado por Koech et al., en el 2008(13). En la
tunica media se observan las fibras musculares orientadas al azar y rodeadas de
tejido conjuntivo, mismo dato mencionado por Koech et al., en el 2008, quien
observé el musculo trabeculado y oblicuo pero en el extremo fetal de cordén
umbilical(™®. En este mismo estudio, Koech et al., reporta un aumento del grosor
de la capa media ('® ;| Sin embargo, en nuestro estudio se encontré disminuida,

dato opuesto a lo mencionado.

El grosor total de la tunica intima-media en estos vasos se encontré disminuido,
dato que fue reportado por Inan et al., en el 2002 , Sharony et al., en el 2016 y
Jain et al., en el 2016; sin embargo, Koech et al., en el 2008 y Blanco et al., en el
2011 reportaron lo contrario. Esta diferencia por lo reportado por los ultimos
autores puede deberse a que las muestras provenian de pacientes de diferentes

semanas de gestacion, algunos de ellos eran pretérmino.
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La AU de pacientes con PE mostré un grosor de las tunicas intima y media
menor con respecto a la AU de pacientes sanas, sin embargo, los valores de
estas mediciones fueron muy similares, por lo que la diferencia estadistica no fue
significativa. La ACDA present6 un valor de 116.92 pm para la tunica media,
siendo esta casi tres veces menor que el grosor de la tunica media de la AU de
las pacientes con PE, pero el grosor de la tunica intima fue similar entre estos
dos ultimos vasos sanguineos. El grosor de la tunica media de la AU de pacientes
con PE puede favorecer a una mayor resistencia y control de la presién arterial,
por la capacidad de expansion y contraccion que le confiere el musculo liso
principal componente de la tinica media®®). Esta caracteristica puede favorecer
a este vaso a soportar mejor la presion arterial que tiene la Aorta al momento de

ser trasplantado®).

El diametro de la luz entre las AU tanto de pacientes sanas como con PE fue
similar al de la ACDA. Lo cual es favorable, ya que el calibre de los vasos que se
vayan a elegir como injertos vasculares deben tener el mismo calibre®2". Y
aunque aqui no lo tomamos en cuenta, pero es importante saberlo, la longitud de
los vasos que vayan fungir como sustitutos vasculares también es importante,
pues la longitud y la cantidad de puentes que se necesiten en una misma
intervencién depende de cada paciente. Otro punto a favor de los vasos
umbilicales es su longitud, en la literatura ya se ha reportado que la longitud del
cordén umbilical va de 10 cms a 1,50 mts®?), otros estudios mencionan que varia

de 55-65 cm en promedio en embarazos a término3).
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El material elastico de los vasos se encontrd presente tanto en las tunicas
intima y media. La lamina elastica interna, en las AU de pacientes con PE esta
organizada en 1-3 laminas de elastina, dato que no se ha reportado en la
literatura. Esta estructura es similar a la que exhibe la ACDA, en la cual se puede
ver la lamina elastica interna organizada en una o dos laminas bien definidas, las
cuales pueden estar fragmentadas en distintos sitios. Esto es acorde con lo ya
reportado en la literatura®. Mientras que en las AU de pacientes con PE se
observan mas gruesas y no rodean toda la tunica intima del vaso, lo que
concuerda con lo reportado por Linda M. Ernst('”). En las HUV de pacientes con
PE y de pacientes sanas se observa la ldmina elastica interna bien definida en la
tunica intima, rodeando por completo la circunferencia de esta capa, esto también
se observé en la SV. Por otra parte, Koech et al., en el 2008, en el extremo fetal,
reportd un aumento de la elastina y en pacientes con PE severa observaron la

lamina elastica interna duplicada en la HUV(13).

La elastina se encontrd similar entre los vasos umbilicales de pacientes con
PE, SV y ACDA. Este dato, nos dice que las AU tienen mayor capacidad de
distenderse y volver a su tamafo cuando son expuestas a los cambios de presion
o aumento del flujo sanguineo, caracteristica importante en un vaso que busque

suplir a otro que maneje altas presiones, como la arteria coronaria®.

El colageno, en general, se ve distribuido en toda la pared de los vasos
sanguineos analizados, lo que coincide con los descrito en la literatura29), La
cuantificacion del colageno fue similar en la pared de las AU de pacientes con PE

y pacientes sanas, de igual forma se observo en la pared de las HUV de pacientes
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sanas y con PE, sin embargo, la tunica intima de la HUV con PE se vio
ligeramente aumentado. La AU de pacientes con PE mostré cantidades similares
de colageno comparado con la SV, sin embargo, fue menor en la ACDA. Y en
cuanto al colageno total de la pared de los vasos fue similar entre la SV y ACDA,
pero menor en PE. Apesar de ello, los valores obtenidos de la cuantificacién del
colageno en la AU PE y la HUV PE, no se alejan mucho del valor obtenido para
la ACDA, lo cual las haria buenas candidatas como sustitutos vasculares, lo que
concuerda con lo descrito por Wen-Chu et al., en el 2008, quienes cuantificaron
el colageno en la pared de la HUV sana y la comparararon con la AC derecha,
reportando cantindes moderadas de colageno, lo cual hacia apta a la HUV sana

como sustituto vascular, por ejemplo, de la AC derecha®.

En cuanto al colageno tipo |, este se ve distribuido en toda la pared del vaso,
predominando la sefal positiva en la tunica media sobre todo en la AU de
pacientes con PE. Al momento de cuantificarlo y compararlo entre si con los
demas grupos de vasos sanguineos analizados, no hubo diferencia
estadisticamente significativa. Sin embargo, concuerda con lo descrito en la
literatura, que este es uno de los principales tipos de coldgeno que componen la
pared de los vasos sanguineos('®). También se cuantifico el colageno de tipo IV,
el cual dio positividad tanto en la tunica intima como en la tunica media de los
vasos estudiados. Se ha descrito que este es una proteina que se encuentra
formando parte de las membranas basales de las fibras musculares lisas®®¥, lo
cual explica la intensidad en la tunica media. También se debe considerar que en

la tinica intima de los vasos sanguineos, propiamente en el tejido subendotelial,
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hay algunas fibras musculares lisas®”), motivo por el cual podemos ver sefial

positiva, con menor intensidad en la tunica intima.

En el 2002 Romanowicz et al., en un estudio de los vasos umbilicales de
pacientes con PE a término, realizado con Western Blot reportaron que los tipos
de colageno méas abundantes en la pared vascular son el |, lll, IV y V@, En otro
estudio realizado en el 2001 por Silvera Arenas et al., en pacientes con PE se

reportd un aumento del colageno | y disminucion relativa del colageno 11128),

Esta caracteristica es importante, ya que nos sugiere la capacidad que
pueden tener estos vasos para resistir cambios que respondan a estimulos

mecdanicos, como puede ser la presion arterial o la manipulacion quirdrgica.

La actina especifica de musculo liso dio positividad tanto en la tdnica intima
como en la tunica media de todos los vasos, esto es debido a la presencia de fibras
musculares en ambas tlnicas®®”). En la tunica intima de las arterias musculares
suele haber fibras de musculo liso, esto puede deberse a la migracién de estas
células desde la tunica media a través de las fenestraciones en la Idmina elastica
interna observadas en las arterias; lo cual ya ha sido reportado previamente®”). En
la tunica media, se observo la positividad en todo el grosor de la capa, ya que el

musculo liso es el principal componente.

En las cuantificaciones se vio un ligero aumento de la actina especifica de
musculo liso en la tunica intima de las AU de pacientes con PE, comparado con la
AU de pacientes sanas, sin embargo en la cuantificacion total de la pared los

resultados fueron muy similares. Las cuantificaciones de colageno entre HUV
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control y HUV de pacientes con PE fueron similares. Comparando estos resultados
con la SV y la ACDA, observamos cantidades similares entre la AU de pacientes
con PE y la ACDA, y fue mayor todavia en la SV. La HUV de pacientes con PE y
la ACDA mostraron una cantidad similar de colageno en la pared, y la SV fue
menor. Estos datos nos sugieren que la pared de los vasos umbilicales de
pacientes con PE tienen una buena capacidad contractil, una buena caracteristica

que los haria capaces de soportar cambios en la presion y el flujo sanguineo.

Los vasos umbilicales de pacientes con PE presentan cambios estructurales en
su pared, los cuales pueden ser una respuesta adaptativa a los cambios de

presion('®),
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y PERSPETIVAS

. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 CONCLUSIONES

El calibre de las AU es similar al de ACDA, caracteristica muy importante,
que debe ser tomada en cuenta al momento de elegir un injerto vascular.
El presente estudio demostré que los cambios de presion durante el
embarazo inducen cambios estructurales en la pared de los vasos
umbilicales.

Estos cambios asemejan su estructura con el de la arteria coronaria
descendente anterior.

Ademas, este cambio microestructural que presentan los vasos
umbilicales de pacientes con PE, sugiere que tienen una pared resistente,
lo que les pudiera ayudar a mejorar su respuesta adaptativa a presiones

altas y en un futuro ser propuestos como sustitutos vasculares.

5.2PERSPECTIVAS
Realizar pruebas de biomecanica para analizar la resistencia y elasticidad
de la pared vascular.

Aumentar la muestra a analizar de los vasos umbilicales.
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Realizar otras técnicas especiales, por ejemplo, impregnacion argéntica
de Wilder para observar y cuantificar las fibras reticulares (colageno Ill).
Probar los vasos umbilicales con PE en un modelo in vivo para evaluar su

respuesta.
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CAPITULO 7

APENDICE A

TECNICAS Y METODOS

A.1 TECNICA HISTOLOGICA GENERAL

1. Obtencion de la pieza
2. Fijacién
3. Lavado en agua corriente

I.  Deshidratacion en alcoholes graduales

[I.  Alcohol etilico de 60% ................... 60 minutos
lll.  Alcohol etilico de 70% .........ceeeu..... 60 minutos
IV.  Alcohol etilico de 80% ................. 60 minutos
V.  Alcohol etilico de 96% ................. 60 minutos
VI.  Alcohol etilico de 96% ................. 60 minutos
VII.  Alcohol etilico absoluto ................ 60 minutos
VIIl.  Etanol absoluto y Xilol (1:1) .......... 60 minutos
4. Aclaramiento (usando xileno)
VIL  Xilol oo 60 minutos
IX.  Xilol oo 60 minutos
5. Preinclusién (impregnacion en parafina liquida)
X.  Primerbafo ..................ooie 60 minutos
Xl.  Segundobafo................ceennnl. 60 minutos

Inclusién definitiva (formacién del bloque)
Microtomia

© N o

Adhesion de los cortes (barfo de flotacién)
9. Desparafinacion e hidratacion

10. Coloracién o tincién

11.Deshidratacion y aclaramiento
12.Montaje (con resina sintética)
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A.2 TINCION CON HEMATOXILINA Y EOSINA
1. Hidratacién del tejido

Lo XOl 5 minutos
ii.  Etanol-xilol ... 5 minutos
ii. Etanoabsoluto ..................on 2 minutos
iv.  Alcohol 96% ....ccovvviiiiiiiiiiiii, 2 minutos
v. Aguadestilada ...............c.ooii enjuague lento
2. Inmersion de los cortes en Hematoxilina de Gill.......... 3 minutos

3. Diferenciaciéon

i.  Agua de la llave (2 lavados)............... enjuague lento
ii. Alcohol-acido ..., 1 inmersién rapida
ii.  Agua de la llave (2 lavados)................ enjuague lento
iv. ~Aguaamoniacal ............................. 1 inmersidén rapida
v. Agua de lallave (2 lavados)................ enjuague lento
vii Aguadestilada ................ooi enjuague lento.
4. Inmersion de los cortes en Eosina................. 1 minuto

5. Deshidratacién

i. Alcohol 96% ........coovveiiiiiiiiiiin, enjuague breve
ii.  AlcohOl 96%.....ccceeeeeeeeiieiiieeeeeeeeeiie 1 minuto
ii.  Etanol absoluto (2 cambios).............. 2 minutos
iv.  Etanol-Xilol ... 3 minutos
Voo Xilol o 2 minutos
Vie  Xilol o 3 minutos

6. Montaje (resina sintética o Entellan)
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A.3 TRICROMICO DE MASSON
Fijacion.- Formaldehido al 4 %
Inclusién.- En parafina y cortes de 4-5 um de espesor.

1. Desparafinar con xilol e hidratar pasando por alcohol y agua destilada.

Lo Xilol 5 minutos
ii. Etanol-xilol ... 5 minutos
iii. Etanoabsoluto ......................oll 2 minutos
iv.  Alcohol 96% ....ccovvvviiiiiiiiiiiie, 2 minutos
v. Aguadestilada...................ool enjuague lento

2. Usar como “mordente” el fijador de Bouin por 60 min a 56 °C, o toda la
noche a temperatura ambiente.

Lavar en agua corriente hasta que el color amarillo desaparezca.
Enjuagar los cortes en agua destilada.

Pasar los cortes a la hematoxilina férrica de Weigert durante 10 min.
Lavar en agua corriente: hacer 3 cambios de 15 seg.

Enjuagar en agua destilada.

Tenir con la solucidén de Fucsina-Escarlata por 5 seg

Lavar varias veces en agua destilada hasta que ésta deje de tefiirse.

= © © N o 0 & 0

0.Pasar los cortes a la solucién de acidos fosfomolibdico-fosfotungstico
durante 10 min.

11.Enjuagar brevemente con agua destilada.

12.Colorear con la solucién de azul de anilina durante 15 seg

13.Lavar con agua destilada varias veces hasta eliminar el exceso del

colorante.
14.Pasar al acético acuoso por 2 min.
15. Deshidratacion

i.  Alcohol 96% ........coovveiiiiiiiiiiiin, enjuague breve
ii.  Alconol 96%......ccovviiiiiiiiieeeeeeee e 1 minuto
ii.  Etanol absoluto (2 cambios).............. 2 minutos

iv. Etanol-Xilol .......oooo 3 minutos



V.

Vi.

XilOl 2 minutos

XilOl 3 minutos

16.Montaje (resina sintética o Entellan)

A.4 TRICROMICO DE MASSON MODIFICADO

Fijacion.- Formaldehido al 4 %

Inclusién.- En parafina y cortes de 4-5 um de espesor.

1. Desparafinar con xilol e hidratar pasando por alcohol y agua destilada.

Vie  Xilol.oo
vii.  Etanol-xilol ...
viii. Etano absoluto .....................l
iX.  Alcohol 96% ....ccovvviiiiiiiiiiii,
X. Aguadestilada....................o enjuague lento

5 minutos
5 minutos
2 minutos

2 minutos
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2. Usar como “mordente” el fijador de Bouin por 60 min a 56 °C, o toda la

noche a temperatura ambiente.

Enjuagar los cortes en agua destilada.

Enjuagar en agua destilada.

© N O O &~ ®

durante 10 min.

9. Enjuagar brevemente con agua destilada.

10.Colorear con la solucién de azul de anilina durante 5 minutos

Lavar en agua corriente hasta que el color amarillo desaparezca.

Pasar los cortes a la hematoxilina férrica de Weigert durante 10 min.
Lavar en agua corriente: hacer 3 cambios de 15 seg.

Pasar los cortes a la solucion de acidos fosfomolibdico-fosfotungstico

11.Lavar con agua destilada varias veces hasta eliminar el exceso del

colorante.
12.Pasar al acético acuoso por 2 min.
13. Deshidratacion



Vii.  Alcohol 96% .....coovvviiiiiiiiiii enjuague breve
viii.  AICONOl 96%.....covvvveiiiiiiiiiiiiiii 1 minuto

ix.  Etanol absoluto (2 cambios).............. 2 minutos

X. Etanol-Xilol ... 3 minutos

Xi.  Xilol oo 2 minutos

Xil.  Xilol ..o 3 minutos

14.Montaje (resina sintética o Entellan)

A.5 TINCION CON ORCEINA

1. Desparafinizar y llevar los cortes hasta alcohol 70%

a) Xilol.........cooooiennnn. 5 min
b) Alcohol- Xilol............ 5 min
c) Alcohol absoluto....... 2 min
d) Alcohol 96%............... 2 min

2. Colorear con soln. de Orceina a 37°C, durante 30 minutos.
3. Lavar bien en agua destilada.

4. Deshidratar aclarar y montar

a) Alcohol al 96%........... enjuague breve
b) Alcohol al 96%........... 1 min
c) Alcohol absoluto........ 2 min
d) Albohol absoluto........ 2 min
e) Alcohol-Xilol.............. 3 min
f) Xilol....ooooiviiii. 2min
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A.6 TENICA INMUNOHISTOQUIMICA LSAB+

Fijar los tejidos con solucion de formalina al 4 %

Incluir en parafina

Usar cortes histolégicos de 4 pm.

1.

Desparafinar e hidratar los cortes en las siguientes soluciones:

- Xilol (2 cambios) 5 min c/u
- Etanol absoluto 3 min.
- Etanol 95 % 3 min.
- Etanol 70 % 3 min.
- Agua destilada 3 min.

- Solucién Tris-buffer salino + Tween 20 (TBST) 3 min.
Recuperar los antigenos con solucion (TRS) 40 min. a 100 °C
» Precalentar TRS por 20 min
» Meter laminillas al TRS y calentar dentro de la estufa por 10 min
» Sacar laminillas de la estufa y dejar a temperatura ambiente, dentro

del TRS por 10 min.

3. Bloquear la peroxidasa enddégena con H2023 % 10 min.

4. Lavar en solucion buffer TBST 3-5 min.

5. Bloqueo de proteinas 30 min.

6. Escurrir solamente (NO lavar)

7. Anadir el anticuerpo primario Toda la noche a 4 °C.
8. Lavaren TBST 3-5 min

9. Anadir el anticuerpo secundario 60 min.

10.Lavar en TBST 3-5 min.

11. Afadir la solucion de estreptavidina-HRP 30 min.

12.Lavar en TBST 3-5 min.

13.Revelar con solucioén de sustrato-cromégeno 10 min.



CONTRATINCION:

o~ 0 b~

Lavar en agua destilada por 2 min (3 veces).

Contrastar con hematoxilina de Gill por 10 seg.

Lavar en agua corriente.

Enjuagar en agua destilada.

Deshidratar gradualmente con:
- Etanol 70 %, 2 cambios.
- Etanol 95 %, 2 cambios.
- Etanol 100 %, 2 cambios.

- Xilol 2 cambios.

6. Limpiar el exceso de xilol

7. Montar y almacenar en oscuridad.

3 min c/u
3 min c/u
3 min c/u

3 min c/u
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CAPITULO 8

APENDICE B

SOLUCIONES

B.1 ANALISIS MORFOLOGICO

B.1.1 Formalina amortiquada al 4%

Formol al 37%

PBS 1x

B.1.2 PBS 10x
NaCl

KCI

NazHPO4
KH2PO4

- Mezclar en 1 litro de agua destilada.

- AjustarelpHa 7.4

PBS 1x

PBS 10x

Agua destilada

108 mL

892 mL

80 gr
29r
14.4 gr

2.4 gr

100 mL

900 mL
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B.1.3 Solucién de agua amoniacal (virador)

Agua destilada

Hidréxido de amonio

B.1.4 EOSINA solucion stock (concentrada)

Eosina amarillenta
Agua destilada
Alcohol del 96°

Solucién de trabajo:

| 79

99 mL

1mL

1.0 gr
20 mL

80 mL

*Tomar una parte de la solucidon stock y agregarla en tres partes de alcohol de

80 °C. Antes de usar agregar 0.5 mL de acido acético glacial, por cada 100 mL

de colorante preparado y agitar.

B.1.5 Solucién de Alcohol-Acido (Diferenciador o decolorante)

Alcohol de 70°

Acido clorhidrico (HCI)

B.1.6 Hematoxilina de Gill

Agua destilada

Etilenglicol

Hematoxilina anhidra (polvo)
* Si esta en cristales pesar

Yodato de sodio

99 mL

1mL

730 mL
250 mL
2.09r

2.36 gr

0.2¢gr



Sulfato de aluminio

Acido acético glacial
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17.6 gr

2.0mL

* Para la preparacion se debe seguir el orden, en agitacion, a temperatura

ambiente por 1 hora, filtrar antes de usar por primera vez.

B.1.7 Hematoxilina férrica de Weigert

Solucién A
Hematoxilina (anhidra)

Alcohol de 96°

Solucién B
Cloruro férrico acuoso al 29 %
Agua destilada

Acido clorhidrico conc.

Solucién de trabajo:

1 gr.
100 mL

4 mL
95 mL

1mL

Mezclar partes iguales de las soluciones Ay B, después debe filtrarse con papel

filtro y dejarse madurar. Se puede utilizar al dia siguiente. (Debe renovarse

periédicamente dependiendo del uso y de consistencia, con el tiempo suele

precipitarse).

* Solucion acuosa de cloruro férrico
Cloruro férrico

Agua destilada

14.5 grs.

50 mL



B.1.8 Soluciéon de Fucsina acida y Escarlata de Biebrich

Escarlata de Biebrich acuosa al 1 % 90 mL
Fucsina acida acuosa al 1 % 10 mL
Acido acético glacial 1 mL

* Solucion acuosa de escarlata de Biebrich al 1%
Escarlata de Biebrich 1gr

Agua destilada 100 mL

* Solucion acuosa de Fucsina acida al 1%
Fucsina acida 1gr

Agua destilada 100 mL

B.1.9 Solucion de acidos fosfomolibdico y fosfotungstico

Acido fosfomolibdico 5 grs
Acido fosfottingstico. 5 grs.
Agua destilada 200 mL

B.1.10 Solucion de azul de anilina al 2.5%

Azul de anilina 2.5¢grs
Agua destilada 98 mL

Acido acético glacial 2 mL
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B.1.11 Solucidon acuosa de acido acético al 1%.

Acido acético glacial

Agua destilada

B.1.12 Solucion fijadora de Bouin

Solucién acuosa saturada de acido picrico

Formaldehido (36-38 %)

Acido acético glacial

1 mL

99 mL

75 mL

25 mL

5mL
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- Se requieren 1.2 grs de acido picrico en 100 mL de agua destilada para

obtener la solucién saturada.

B.1.13 Solucion de Orceina al 1%

Orceina sintética
Alcohol 70%

Acido clorhidrico

1g
99 ml

1 mil

- Disolver la Orceina en alcohol a fuego lento, dejar enfriar y después filtrar.

Después se anade el acido clorhidrico.

B.1.14 Solucion de alcohol-acido al 1 %

Alcohol 70%

Acido clorhidrico

99 ml

1ml
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B.2 ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO

B.2.1 TBST 1x

TBS 10x 100 mL
Agua destilada 900 mL
Tween 20 500 pL
TBS 10x

NaCl 88 gr
KCI 29r
Tris base 30 gr

- Aforar en 1 litro de agua destilada.
- ElpH debe estara 7.4

B.2.2 Suero de caballo al 10%

PBS 1x 13.5mL
Tween 20 100 pL
Suero de Caballo 10 mL

B.2.3 Solucion DAB

Cromogeno DAB 1 gota

Sustrato del cromdgeno 10 gotas



