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Inducción de arteriogénesis mediante la transferencia génica
de factor de crecimiento de endotelio vascular de 165 aminoácidos
en cerdos crónicamente isquémicos
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RESUMEN

El factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF), un angiógeno considerado específico
de los endoteliocitos, mejora la perfusión miocárdica en animales y en seres humanos con
cardiopatía isquémica. Dado que la perfusión tisular depende principalmente de la irriga-
ción arterial y de que los receptores para VEGF se encontraron recientemente en células
musculares lisas, la administración de VEGF debería promover también la arteriogénesis.
Nuestro objetivo fue el de estudiar el probable efecto arteriogénico de la administración de
un nuevo plásmido codificante para VEGF recombinante humano (pCMVrhVEGF165), desa-
rrollado y producido en la Argentina, en cerdos con isquemia miocárdica crónica. Tres se-
manas después de la colocación de un oclusor Ameroid en la arteria circunfleja, 16 cerdos
fueron sometidos a estudios de función miocárdica (ecocardiografía estrés con dobutamina)
y distribuidos al azar en un grupo tratado (n = 8) que recibió 10 inyecciones intramiocárdicas
de pCMVrhVEGF165 (3,8 mg) y un grupo placebo (n = 8) que recibió el plásmido desprovisto
del gen. A las 5 semanas se repitió la ecocardiografía, se realizó una cinecoronariografía y se
extrajeron el corazón y los tejidos remotos para su análisis histopatológico. La clave se ocul-
tó hasta el fin del análisis estadístico. El grupo tratado presentó, con respecto al placebo,
mayor densidad de longitud (2,4 ± 0,4 versus 1,3 ± 0,3 mm/mm³; p < 0,02) y numérica (1 ±
0,1 versus 0,6 ± 0,1 mm-2, p < 0,02) de vasos pequeños (< 50 µm) provistos de túnica mus-
cular lisa evidenciable mediante inmunohistoquímica. No se halló proliferación vascular
indeseada en tejidos remotos. Concluimos que en cerdos crónicamente isquémicos la inyec-
ción intramiocárdica directa de pCMVrhVEGF165 es segura e induce arteriogénesis en el
miocardio isquémico.
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INTRODUCCIÓN

La angiogénesis terapéutica ha surgido como una al-
ternativa prometedora para el tratamiento de la car-
diopatía isquémica. (1) En múltiples trabajos se ha
demostrado la capacidad angiogénica de factores de
crecimiento (GF) como el FGF (GF fibroblástico) y el
VEGF (GF de endotelio vascular). (1, 2) Durante una
década, el VEGF se ha considerado el mitógeno más
específico de los endoteliocitos, (3) propiedad que lo
distinguió clásicamente de los FGF y otros GF. Dife-
rentes estudios demostraron que la administración de
VEGF, o del gen codificante para VEGF, induce
angiogénesis y mejora la perfusión del miocardio

isquémico, tanto en grandes animales (4-10) como en
seres humanos. (11-14) Basados en la especificidad
descripta y en el análisis histológico del miocardio de
cerdos y perros, esta mejoría se ha atribuido al incre-
mento en el número de vasos colaterales constituidos
sólo por una delgada capa de endotelio. (4, 6)

Dado que la perfusión tisular depende principal-
mente del árbol arteriolar, un incremento de vasos
sin capa muscular lisa no necesariamente debería re-
sultar en un incremento del flujo sanguíneo. Muchos
autores han enfatizado que las estrategias de revascu-
larización mediante GF deberían estar dirigidas a pro-
mover arteriogénesis. (15, 16) Los vasos con capa
muscular lisa responden al control del tono vascular
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y por lo tanto participan de la autorregulación
coronaria. Además, son más estables y menos
compresibles.

Al mismo tiempo, se han evidenciado receptores
para VEGF en otros tipos celulares e incluso se han
descripto nuevas acciones de este GF sobre otras cé-
lulas. (17-21) Más específicamente, se han encontra-
do receptores para VEGF en células del músculo liso
vascular y se ha demostrado el efecto quimiotáctico
del VEGF sobre estas células. (19-21) Es, por lo tanto,
razonable presumir que la mejoría en la perfusión in-
ducida por el VEGF y comunicada por otros autores
podría no sólo deberse a la proliferación de vasos
endoteliales simples (angiogénesis) sino también a la
proliferación de vasos con túnica media muscular
(arteriogénesis). El fracaso de otros estudios para evi-
denciar claramente este efecto potencial puede haber-
se debido, al menos en parte, al uso de técnicas que no
permiten la identificación de células musculares lisas
en la pared vascular.

En el presente trabajo estudiamos el efecto de la
administración intramiocárdica directa de un nuevo
plásmido codificante para VEGF165 recombinante hu-
mano en un modelo porcino de isquemia miocárdica
crónica, centrándonos en la neoformación de vasos con
capa muscular mediante inmunotinción de la a-actina
del músculo liso vascular.

MATERIAL Y MÉTODOS

Plásmido
El vector de expresión eucariótica consistió en un plásmido
de 4.8 Kb que incluye el gen codificante para VEGF165, regu-
lado transcripcionalmente por el promotor/enhancer del
citomegalovirus. En posición 3� al gen codificante, se encuen-
tra una señal de terminación poli-A (SV40). La preparación,
la purificación y los análisis de control de calidad del
plásmido, obtenido a partir de cultivos de cepas transfor-
madas de Escherichia coli, se realizaron en condiciones GMP
(Bio Sidus, Buenos Aires, Argentina). El plásmido purifica-
do (pCMVrhVEGF165) se conservó a -70°C.

Preparación quirúrgica
Se operaron cerdos Landrace de ambos sexos y de 27 ± 2
kg. Todos los animales fueron tratados de acuerdo con la
Guía para el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio
publicada por el Instituto Nacional de Salud de los Estados
Unidos (NIH publication N° 85-23, revised 1996). La
premedicación anestésica se realizó con maleato de
acepromacina (0,3 mg/kg), la inducción con tiopental sódico
(20 mg/kg) y el mantenimiento con enflurano al 3%. Se rea-
lizó una minitoracotomía izquierda estéril a nivel del 4to es-
pacio intercostal. Se disecó la arteria coronaria circunfleja
(Cx) en su porción proximal y se colocó un oclusor coronario
progresivo (Ameroid Constrictor, Research Instruments).
Finalmente se cerró el tórax por planos.

Protocolo experimental
A las 3 semanas de la primera operación, tiempo en que los
oclusores Ameroid se ocluyen completamente, los cerdos
fueron sometidos a estudios pretratamiento de función mio-
cárdica (ecocardiografía) en reposo y bajo apremio farmaco-
lógico (véase Función miocárdica). Los animales que cum-

ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonucleico
Cx Arteria coronaria circunfleja
FC Frecuencia cardíaca
FGF Factor de crecimiento fibroblástico
GF Factores de crecimiento
IMP Indice de motilidad parietal
PCR Reacción en cadena de la polimerasa
PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas
RT-PCR Reacción en cadena de la polimerasa con transcripción reversa
VEGF Factor de crecimiento de endotelio vascular
VI Ventrículo izquierdo

plieron con el criterio de inclusión (disfunción sistólica de al
menos un segmento del territorio miocárdico correspondien-
te a la Cx) fueron distribuidos al azar en dos grupos y
reoperados. Cada grupo experimental estuvo conformado por
4 machos y 4 hembras. Se empleó el mismo protocolo de
anestesia general de la primera cirugía y se reabrió la
toracotomía anterior en condiciones de asepsia. Los cerdos
del grupo tratado (n = 8) recibieron 2 ml de solución que
contenía 1,9 mg/ml de pCMVrhVEGF165 (dosis total 3,8 mg)
repartidos en 10 inyecciones intramiocárdicas de 200 µl cada
una. Los cerdos del grupo placebo (n = 8) recibieron inyec-
ciones de la misma cantidad de solución que contenía el
plásmido desprovisto del gen. Las inyecciones se distribuye-
ron en la cara anterolateral de ventrículo izquierdo (VI).

Cinco semanas más tarde se estudió nuevamente la fun-
ción miocárdica y se realizó una cinecoronariografía. Luego
los animales fueron sacrificados mediante una sobredosis
de tiopental sódico seguida de un bolo endovenoso de cloru-
ro de potasio. El contenido de la solución inyectada y el gru-
po asignado a cada cerdo no estuvieron en conocimiento de
los investigadores involucrados en todas las etapas experi-
mentales, incluidos la recolección y el análisis de los datos.
La clave permaneció oculta hasta finalizados los experimen-
tos y la comparación estadística de los resultados.

Función miocárdica
La evaluación de la función miocárdica se efectuó mediante
ecocardiografía bidimensional (Sonos 5500, Hewlett Packard),
en condiciones de reposo y bajo apremio farmacológico
(dobutamina). Los animales fueron sedados con dosis sufi-
cientes de tiopental sódico y monitoreados electrocardiográ-
ficamente. Una vez estabilizada la frecuencia cardíaca (FC)
se realizó el estudio en condiciones de reposo. A continuación
se infundió dobutamina por vía endovenosa en dosis crecien-
tes (5, 10, 20, 30, 40 y 50 µg/kg/min, en etapas de 3 minutos)
hasta alcanzar una FC que superara en un 50% la FC basal.
Una vez alcanzada la FC máxima prevista se reestudió la fun-
ción miocárdica.

Las imágenes se adquirieron en cuatro vistas: eje largo
paraesternal derecho, eje corto a nivel basal, eje corto a ni-
vel medio y una vista no convencional de cuatro cámaras en
un plano paraesternal bajo. El VI se dividió en 16 segmen-
tos según recomendaciones de la American Society of
Echocardiography . (22) El análisis de la motilidad
segmentaria fue realizado por dos observadores independien-
tes mediante la evaluación del engrosamiento parietal y la
excursión endocárdica sistólica. A cada segmento se le asig-
nó un índice de motilidad parietal (IMP) siguiendo un
puntaje de 5 puntos (de 0 a 4: ininterpretable, normocinesia,
hipocinesia, acinesia y discinesia). Los índices se prome-
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diaron para obtener el IMP regional (8 segmentos), corres-
pondiente al territorio de la Cx, y el IMP global (16 seg-
mentos).

Coronariografía
La presencia de colaterales macroscópicas (> 200 µm de diá-
metro) se evaluó mediante cinecoronariografía (Angioskop
D, Siemens) bajo sedación con tiopental sódico. Se realizó el
cateterismo selectivo de la coronaria izquierda. Los
angiogramas se obtuvieron con la inyección de 2 a 4 ml/seg
de contraste (Iopamiron 370, Nihon Schering) y luego se
registraron en películas de 35 mm (VariCath, Varix). En to-
dos los casos se empleó nitroglicerina intracoronaria (200
µg). Dos observadores independientes realizaron la
cuantificación de la circulación colateral homocoronaria con
el empleo del índice de Rentrop. (23)

Histología
Luego del sacrificio, se extirpó el corazón. También se reco-
lectaron muestras de órganos remotos (hígado, riñón, pul-
món, retina, gónadas y músculo esquelético). La aorta se
canuló y el corazón se fijó por retroperfusión a 100 mm Hg
con solución salina heparinizada y luego con solución de
formaldehído al 10% en buffer fosfato (pH 7,2). Los tejidos
remotos y el VI completo se sumergieron en formaldehído
durante 48 horas. Posteriormente se obtuvo una rodaja
transversal de 5 mm de espesor de la zona media del VI,
equidistante del anillo mitral y de la punta y comprendien-
do la pared libre y el septum. Esta porción se eligió para
limitar el análisis histológico a territorios manifiestamente
perfundidos por sólo un vaso coronario (descendente ante-
rior, Cx o coronaria derecha). La rodaja se dividió en 6 frag-
mentos (de 1 a 6: septum posterior, pared posterior, pared
lateroposterior, pared lateral, pared anterior y septum an-
terior) que se incluyeron en Histowax®. A partir de cada frag-
mento se obtuvieron cortes histológicos de 5 µm de espe-
sor que fueron coloreados con a) hematoxilina-eosina,
b) tricrómico de Masson y c) inmunohistoquímica con
anticuerpos monoclonales anti-a-actina de músculo liso
(BioGenex) contracoloreada con hematoxilina.

Para el análisis cuantitativo de la neovascularización se
consideraron los vasos con diámetro de entre 8 y 100 µm.
Debido a que la distribución de estos vasos en el miocardio
fue focal, el estudio morfométrico se realizó en la totalidad
del área de la sección obtenida del VI.

Para determinar el número y los diámetros mayor y
menor de los vasos se empleó un sistema digital de análisis
de imágenes (Vidas, Kontron Elektronik). Los índices cal-
culados con estos datos fueron la densidad numérica de co-
laterales (Nc) y la densidad de longitud de colaterales (Lc).

Nc se calculó como el cociente entre el número total de
vasos y la superficie del corte histológico en mm2. Lc se cal-
culó con una metodología desarrollada para el análisis de
vasos orientados en forma variada. (24) Para n vasos conta-
dos en el área A, la Lc, expresada en mm por unidad de vo-
lumen (mm/mm3), es igual a la suma de los cocientes (R)
entre el diámetro mayor y el diámetro menor de cada vaso,
de acuerdo con la fórmula:

donde A es el área total, n es el número total de vasos y R es
el cociente para cada vaso.

Los índices calculados para cada fragmento se
promediaron para obtener un dato representativo del área
isquémica (territorio de la Cx: fragmentos 3, 4 y 5), y otro
del área no isquémica (fragmentos 1, 2 y 6).

En cada corazón se examinó además el tramo proximal
de la Cx para constatar el cierre completo del Ameroid.

Estudios moleculares
La presencia del plásmido y su expresión se estudiaron en
cerdos adicionales mediante las técnicas de PCR (reacción
en cadena de la polimerasa) y RT-PCR (PCR con transcrip-
ción reversa), respectivamente. Se realizó la administración
intramiocárdica de pCMVrhVEGF165. Los sacrificios se rea-
lizaron a 3, 10, 16 y 35 días postratamiento (n = 2 para cada
momento) y se recolectaron muestras de tejido miocárdico
y de órganos remotos. Dos cerdos control recibieron plásmido
desprovisto del gen y se estudiaron a los 10 días de la admi-
nistración.

Análisis estadístico
Los resultados se analizaron con la prueba de la t de Student
para datos no apareados (comparaciones intergrupo). Valo-
res de p menores de 0,05 se consideraron indicativos de di-
ferencias estadísticamente significativas. Los resultados
se expresan como media ± EEM (error estándar del pro-
medio).

RESULTADOS

Estudios moleculares
En corazones tratados con pCMVrhVEGF165, la reac-
ción de RT-PCR fue positiva a los 3 (n = 1/2), 10 (n =
2/2) y 16 (n = 1/2) días postransfección (Figura 1). A
los 35 días (n = 2) de la administración de
pCMVrhVEGF165 y en los corazones que recibieron el
plásmido desprovisto del gen, la reacción de RT-PCR
fue negativa. En todos los órganos remotos la PCR
fue negativa, excepto en la retina y músculo esquelé-
tico de un animal (a 16 días postratamiento). Sin em-
bargo, la RT-PCR fue positiva sólo en el músculo es-
quelético.

Función miocárdica
Los valores pretratamiento de los IMP regional y glo-
bal fueron prácticamente idénticos en ambos grupos.
A 5 semanas del tratamiento, el IMP regional y el IMP
global mostraron una leve tendencia a mejorar en el
grupo placebo. Sin embargo, en ningún caso las dife-
rencias entre ambos grupos alcanzaron significación
estadística (Tabla 1).
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Fig. 1. RT-PCR. La expresión máxima ocurrió a 10 días de la
inyección. Calle A: corazón inyectado con pCMVrhVEGF165. Calle
B: corazón inyectado con placebo (plásmido desprovisto de gen).
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Coronariografía
Se constató la oclusión completa del Ameroid en to-
dos los cerdos. En el 94% de los animales se observó
la presencia de circulación colateral epicárdica alre-
dedor del Ameroid, que produjo un llenado de grado
III del lecho distal de la Cx. El índice de Rentrop para
circulación colateral homocoronaria no mostró dife-
rencias entre grupos (tratado: 3 ± 0; placebo 2,6 ±
0,4; p = NS).

Histología
En todos los cerdos se constató la oclusión completa
de la Cx. En los cerdos tratados no se evidenciaron
angiogénesis o arteriogénesis indeseada en tejidos re-
motos.

El área estudiada en los cortes histológicos de cada
corazón fue de 1.448,3 ± 199,6 mm2 en el grupo trata-
do y de 1.243,2 ± 135,5 mm2 en el grupo placebo (p =
NS). Dado que las áreas fibróticas o con tejido de granu-
lación presentaron, como era esperable, neovascu-
larización con arteriogénesis, el análisis morfométrico
se realizó exclusivamente en el tejido miocárdico in-
demne remanente. De todas maneras, la superficie de
las áreas excluidas del análisis no superó el 15% de la
superficie total de tejido estudiado.

En la Tabla 2 se muestran los valores de Nc y Lc
de arteriolas con diámetro menor de 100 µm en el área
isquémica miocárdica. No se observaron diferencias
significativas entre grupos, a pesar de la tendencia
pronunciada a favor del grupo tratado. Sin embargo,
debido a la gran predominancia de pequeñas arterio-
las, la estratificación de los datos se realizó en dos
subgrupos de acuerdo con el diámetro vascular (8-50
µm y 51-100 µm). Observamos que el tejido miocárdico
isquémico de los cerdos tratados presentó mayor Nc y
Lc de arteriolas de entre 8 y 50 µm. La Figura 2 mues-
tra ejemplos de pequeñas arteriolas (arteriogénesis) en
el miocardio de un cerdo tratado con pCMVrhVEGF165.

En resumen, se evidenció una cantidad mayor (67%)
de arteriolas en el grupo tratado que en el grupo
placebo. Además, estas arteriolas fueron un 92% más
largas (Tabla 2 y Figura 3).

En contraste, no se apreciaron diferencias signifi-
cativas cuando se analizaron los vasos de entre 51 y
100 µm de diámetro (Tabla 2). En el área no isquémica,
tampoco se observaron diferencias entre grupos en
las densidades de colaterales de cualquier diámetro.

DISCUSIÓN

Neoformación arteriolar
Nuestro estudio es el primero en demostrar la induc-
ción significativa de arteriogénesis miocárdica median-
te VEGF en mamíferos grandes con isquemia cardía-
ca crónica. Este efecto consistió en el crecimiento (en
número y longitud) de vasos coronarios pequeños con
capa muscular lisa en su túnica media.

Estudios previos de neoformación vascular induci-
da por VEGF en mamíferos grandes no informaron pro-
liferación arteriolar. Esto puede deberse, al menos en
parte, al uso de técnicas de tinción que no permiten la
fácil identificación de células musculares lisas que ro-
dean la túnica íntima. (4, 6) En el presente estudio usa-
mos un anticuerpo monoclonal que se une específica-
mente a la a-actina del músculo liso vascular y que nos
permitió identificar fácilmente, mediante inmunohis-
toquímica y análisis digital de imágenes, las arteriolas
sin posibilidad de error. Otra razón que explicaría la
diferencia con estudios anteriores podría ser la dosis
empleada. Debido a que los efectos del VEGF son do-
sis-dependientes, (25-27) el uso de dosis superiores en
nuestro estudio puede haber resultado en un efecto
arteriogénico no observado por otros autores.

La arteriogénesis es un efecto no esperable para un
GF con actividad mitogénica específica sobre los
endoteliocitos. (28) Sin embargo, algunos estudios han

Tabla 1
Función ventricular evaluada 5 semanas luego del tratamiento. Índice de

motilidad parietal obtenido mediante ecocardiografía estrés

VEGF Placebo
Reposo Estrés Reposo Estrés

Regional 1,58 ± 0,15 1,48 ± 0,16 1,23 ± 0,12 1,17 ± 0,12
Global 1,32 ± 0,09 1,27 ± 0,1 1,12 ± 0,06 1,09 ± 0.06

Tabla 2
Densidad arteriolar en el miocardio isquémico 5 semanas luego del tratamiento

Densidad numérica (mm-2) Densidad de longitud (mm/mm3)
VEGF Placebo p VEGF Placebo p

8-100 µm 2,5 ± 0,3 1,8 ± 0,2 0,06 5,8 ± 0,9 4,3 ± 0,6 0,10
8-50 µm 1 ± 0,1 0,6 ± 0,1 < 0,02 2,5 ± 0,4 1,3 ± 0,3 < 0,02
51-100 µm 1,5 ± 0,2 1,2 ± 0,1 0,20 3,3 ± 0,5 3 ± 0,4 0,30
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Fig. 2. Inmunohistoquímica con-
tra a -actina de músculo liso
vascular en cortes histológicos del
miocardio de un cerdo tratado con
pCMVrhVEGF165. Obsérvense los
vasos coronarios con capa muscu-
lar lisa en su túnica media
(arteriogénesis). Panel A: micros-
copia óptica convencional (barra
= 40 mm). Panel B: microscopia
con óptica de Nomarski (barra =
40 µm).

Fig. 3. Densidad numérica (panel A) y densidad de longitud
(panel B) de colaterales pequeñas (8-50 mm de diámetro) con
músculo liso vascular. Se observa la diferencia significativa a
favor del grupo tratado con pCMVrhVEGF165.

radores hallaron una densidad menor de vasos
coronarios teñidos con inmunohistoquímica para a-
actina de músculo liso; además, los vasos mostraron
una tinción más débil en comparación con los vasos
coronarios de ratones normales. (30) En el corazón de
ratas infartadas y transfectadas con el plásmido
codificante para VEGF165, Schwarz y colaboradores
comunicaron que algunos de los vasos neoformados
contenían células musculares lisas en su túnica me-
dia. (31) Su y colaboradores publicaron observaciones
similares: evidenciaron que en el miocardio isquémico
de ratones transfectados con virus adeno-asociados que
contenían el gen codificante para VEGF165 los peque-
ños vasos neoformados estaban recubiertos por unas
pocas capas de músculo liso. (32) Tomanek y colabo-
radores inyectaron el FGF básico (FGFb) y anticuerpos
anti-VEGF en ratas neonatas y concluyeron que, a
pesar de que el crecimiento arteriolar depende del
FGFb, el VEGF desempeña algún papel en colabora-
ción con el FGFb en la neoformación arteriolar y en el
establecimiento de la jerarquía del árbol arteriolar
coronario. (33) Además, tal como se enfatiza en un
editorial referido a ese trabajo, debido a que es impo-
sible saber en qué grado un anticuerpo neutraliza a
un GF, la participación del VEGF en la formación
arteriolar se podría estar subestimando. (34) Si los
hallazgos de Tomanek y colaboradores fuesen aplica-
bles a nuestros cerdos, y teniendo en cuenta que la
isquemia promueve la neosíntesis de FGFb, una ex-
plicación posible para la arteriogénesis observada es
que el VEGF interactuó con el FGFb endógeno para
inducir la neoformación arteriolar.

El mecanismo íntimo de la arteriogénesis inducida
por el VEGF no puede explicarse con nuestros datos.
El VEGF pudo haber facilitado la migración de células
musculares lisas mediante la producción de metalo-
proteinasas, (19) y/o mediante el estímulo quimiotáctico
sobre estas células, en las que se ha demostrado la pre-
sencia de los receptores específicos para el VEGF. (20,
21) El VEGF pudo, además, haber promovido la quimio-

cuestionado esta especificidad descripta clásicamente
para el VEGF. Capogrossi y colaboradores, estudiando
la cicatrización de heridas en ratones diabéticos, en-
contraron una longitud mayor de pequeñas arteriolas
(4 a 41 µm) en el grupo tratado con aplicación tópica de
adenovirus que contenían el gen codificante para
VEGF165. (29) En ratones transgénicos desprovistos de
las isoformas 164 y 188 del VEGF, Carmeliet y colabo-
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taxis de monocitos, (17) que están directamente impli-
cados en el proceso arteriogénico. (35)

Por otra parte, y dado que los endoteliocitos reclutan
precursores de células musculares lisas, el VEGF pudo
haber inducido la expresión de factores de reclutamiento
como el GF derivado de plaquetas (PDGF-BB). (36)

Dado que nuestro estudio no fue diseñado para
evaluar los procesos involucrados en el efecto bioló-
gico del VEGF, las consideraciones precedentes son
estrictamente especulativas. No obstante, y en con-
cordancia con datos previos, nuestros resultados cues-
tionan categóricamente la especificidad del VEGF
como mitógeno de células endoteliales y revelan su
potencial arteriogénico en la isquemia miocárdica
crónica.

Función miocárdica
A pesar del incremento de colaterales en el grupo tra-
tado, la función miocárdica evaluada por ecocardiografía
de estrés no demostró diferencias significativas entre
grupos. Dado que esperamos solamente 5 semanas para
estudiar el efecto del tratamiento, pudo haber existido
cierto grado de atontamiento miocárdico en el momen-
to de la evaluación. Es importante mencionar que la
cirugía de revascularización miocárdica, un procedi-
miento que reperfunde el miocardio inmediatamente,
induce la mejoría de sólo el 30% de los pacientes a 2
meses. En efecto, dado que la expresión génica máxima
ocurrió alrededor del día 10 postransfección, la restau-
ración del flujo sanguíneo por parte de la arteriogénesis
inducida debe haber ocurrido pocos días antes del estu-
dio funcional. Por lo tanto, es razonable presumir que
en ese momento el miocardio todavía estaba atontado.
En un modelo similar al nuestro, otros autores encon-
traron mejoría de la función miocárdica 5 a 6 semanas
después de la administración del VEGF proteico. (5,
6) Con tiempos de seguimiento más cortos, incluso con
la administración de la forma proteica del VEGF, los
resultados funcionales son controvertidos: mientras
que López y colaboradores comunicaron mejoría en la
fracción de engrosamiento parietal, (7) Sato y colabo-
radores no pudieron encontrar cambios funcionales
luego del tratamiento. (10) Con el uso de plásmido
codificante para el VEGF165 en cerdos isquémicos, Tio
y colaboradores no encontraron mejoría en la fracción
de eyección 4 semanas después de la inyección
intramiocárdica directa. (9) Más aún, Sayeed-Shah y
colaboradores observaron que el 50% de sus cerdos
presentaron anormalidades en la motilidad parietal 6
semanas después de la inyección de plásmido codifi-
cante para VEGF165. (37) En cambio, Mack y colabora-
dores hallaron mejoría de la fracción de engrosamien-
to parietal 4 semanas después de la transfección con
adenovirus que contenían el gen codificante para el
VEGF121. (8) Sin embargo, el uso de vectores adeno-
virales puede haber dado por resultado una mayor efi-
ciencia de transfección. De hecho, en otro estudio rea-
lizado más tarde, estos autores no observaron ningu-
na mejoría en la función ventricular 4 semanas luego

del mismo tratamiento. En conclusión, no hay eviden-
cias concretas de una mejoría precoz de la función
ventricular luego del tratamiento con VEGF. Nuestros
hallazgos, por lo tanto, no difieren de lo comunicado
por algunos autores y la hipótesis del atontamiento
miocárdico debería ser confirmarse o descartarse con
tiempos de seguimiento más prolongados.

Coronariografía
La evaluación de la circulación colateral visible
angiográficamente no mostró diferencias entre grupos.
Sin embargo, dado que no realizamos una angiografía
pretratamiento, no podemos afirmar si hubo diferencias
intragrupales en el desarrollo de colaterales. Tio y cola-
boradores calcularon, en un estudio similar, las diferen-
cias entre el índice de Rentrop pretratamiento y
postratamiento y encontraron que la diferencia prome-
dio era significativamente mayor en el grupo tratado.
(9) Transfectando el gen codificante para el VEGF121,
Mack y colaboradores encontraron índices de Rentrop
significativamente mayores en los cerdos tratados. (8)
Sin embargo, dada la realización de angiogramas �ex-
vivo� y el empleo de vectores adenovirales, sus resulta-
dos no son estrictamente comparables con los nuestros.
De todas maneras, el tamaño de las arteriolas neofor-
madas en nuestros cerdos está muy por debajo del límite
de resolución de la angiografía convencional y por lo tanto
es esperable que no se visualicen con este método.

Seguridad
En tejidos remotos, el análisis con PCR demostró la
presencia de ADN plasmídico solamente en 2 de 48
muestras (retina y músculo esquelético), ambas del
mismo animal. Cuando se evaluó la expresión del
plásmido, la reacción de RT-PCR fue positiva única-
mente en el músculo esquelético donde se detectó el
plásmido. Esto pudo haber sido la consecuencia de la
administración intravascular accidental del plásmido
en ese cerdo. Sin embargo, en ninguno de los órganos
remotos estudiados de los cerdos tratados con
pCMVrhVEGF165 se encontró evidencia histológica de
neoangioarteriogénesis, tanto a los 35 días (n = 10)
como a los 3, 10 y 16 días (n = 2 para cada tiempo).
Cabe señalar que actualmente se están llevando a cabo
ensayos clínicos con terapia génica intravascular, en
los cuales, a pesar de que el agente llega en mayor o
menor medida a todos los tejidos, no se han comuni-
cado efectos adversos en órganos remotos. (38)

Dado que el VEGF posee distintas actividades bio-
lógicas en diferentes concentraciones y que pueden
ocurrir complicaciones dosis-dependientes, (27, 31, 39)
se ha recomendado el monitoreo cuidadoso de las do-
sis empleadas. (26) Por lo tanto, es importante enfati-
zar que con las dosis empleadas, más elevadas que las
de estudios similares, en ningún caso observamos
hemangiomas, extravasación patológica o edemas.

A pesar de que los presentes resultados indican un
buen perfil de seguridad de la vía de administración y
del plásmido empleado, la evaluación minuciosa de
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SUMMARY

Arteriogenesis induced by vascular endothelial growth
factor 165 gene transfer in chronically ischemic pigs

Vascular endothelial growth factor (VEGF), an endothelial
cell-specific angiogen, improves myocardial perfusion in large
animals and humans with chronic myocardial ischemia.
Since tissue perfusion is mainly dependent upon the arteri-
olar tree and VEGF receptors have been shown to be present
in vascular smooth muscle cells, VEGF administration
should also promote arteriogenesis. We thus investigated
the hypothetic arteriogenic effect of intramyocardial admin-
istration of a new plasmid encoding for recombinant hu-
man VEGF (pCMVrhVEGF165), developed and produced in
Argentina, in a pig model of chronic myocardial ischemia.
Three weeks after positioning of an Ameroid constrictor in
the left circumflex coronary artery, 16 pigs underwent myo-
cardial function studies (echocardiography) at rest and un-
der pharmacological challenge (dobutamine), and were then
randomized into a treated group (n=8) that received 10 di-
rect intramyocardial injections of pCMVrhVEGF165 (3.8 mg)
and a placebo group (n=8) that received plasmid devoid of
gene. Five weeks later, function studies were repeated, a
coronary angiography was performed and the heart and re-
mote tissues were removed for histological analysis. All ex-
perimental steps were done in a blinded fashion. Treated
pigs showed, as compared with placebo pigs, significantly
higher length density (2.4±0.4 vs. 1.3±0.3 mm/mm³;
p<0,02) and numerical density (1±0,1 vs. 0,6±0,1 mm-2,
p<0,02) of small (< 50 mm in diameter) vessels with smooth
muscle layer (immunohistochemistry). No evidence of un-
desired neovascular proliferation was found in remote tis-
sues. We conclude that direct intramyocardial injection of
pCMVrhVEGF165 in chronically ischemic pigs is safe and
induces arteriogenesis.

Key words: Ischemic heart disease - VEGF - Angiogenesis -
Arteriogenesis - Smooth muscle - Pigs
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obligatoria en pacientes pasibles de inclusión en estu-
dios clínicos. (1)

Implicaciones clínicas
Los vasos con capa muscular lisa poseen ventajas
importantes sobre los vasos compuestos por una sim-
ple capa endotelial. Algunos autores sostienen que
las estrategias dirigidas a la inducción de neofor-
mación vascular deberían promover principalmente
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CONCLUSIONES

En cerdos con isquemia miocárdica crónica la transfe-
rencia de plásmido codificante para el VEGF165 es segu-
ra y promueve arteriogénesis. Estas observaciones apo-
yan la utilidad de esta terapia en pacientes con enfer-
medad coronaria sintomática refractaria al tratamien-
to convencional.
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