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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. Revision y planteamiento del problema: daiio histoldgico

tras oclusién vascular extraluminal.

En cirugia aplicada a la medicina humana, veterinaria o en investigacion se
hace necesario, en muchas ocasiones, interrumpir temporalmente la circulacién
sanguinea en los vasos con el objetivo de realizar determinada técnica sin sangra-
do, lograr la isquemia en un area u 6rgano temporalmente, o bien garantizar la

adecuada perfusion de otros.

El control del flujo sanguineo puede ser conseguido desde el interior de la
luz vascular o bien de forma extraluminal, existiendo en ambos casos diferentes

técnicas para conseguirlo.

A principios del siglo XX Guthrie (1) ya sugiri6 la importancia de un clamp
vascular atraumatico. Desde entonces, la bibliografia quirdrgica esta llena de refe-
rencias a las lesiones provocadas por los clamps vasculares y otros procedimien-
tos de oclusion vascular temporal y de estudios con objetivo de minimizar este

traumatismo vascular, entre otros a través del desarrollo de nuevos dispositivos.

Existen ademas multiples estudios realizados con animales (2-20) que con-
cluyen que el uso de diferentes dispositivos de oclusiéon conducen a dafios en las

estructuras vasculares

Los clamps vasculares convencionales y los lazos comprimen la pared del
vaso mas de lo estrictamente necesario y por lo tanto, originan dafio tisular. Han
sido descritas diversas formas de dafio vascular originadas por la oclusion vascu-

lar desde el exterior del vaso o extraluminal. Desde hace mas de 30 afos se cono-
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ce que el dafio endotelial y vascular es proporcional a la fuerza de oclusién des-
arrollada por los clamps G 19 21) o los lazos vasculares (17), Este dafio endotelial

también esta relacionado con la duracién del clampaje (2 14.19),

El dafio endotelial con pérdida de células endoteliales también se correla-
ciona con una reduccion de actividad fibrinolitica en la pared del vaso, y esto
también puede reducir la permeabilidad postoperatoria tras un procedimiento
quirurgico (22), Las lesiones intimales son un potente estimulo para el depésito de
plaquetas y fibrina y pueden llegar a originar la oclusiéon trombética del vaso, es-
pecialmente en aquellos de pequefio calibre. La apariciéon de disecciones o embo-

lizaciones distales también aceleran la hiperplasia neointimal.

La re-estenosis que acontece tras una lesion arterial consiste principal-
mente en proliferacion celular, que puede llegar a la oclusion vascular. Las lesio-
nes endoteliales, de hecho, provocan una multitud de sefiales proliferativas que
tienen efecto sobre células musculares lisas subintimales via mecanismos auto-

crinos y paracrinos, estimulando su re-entrada en el ciclo celular (23),

Aparte de la proliferacion de células musculares lisas, otros procesos cau-
san re-estenosis tras el dafio arterial, como son la acumulacién de matriz extrace-
lular, la migracion de células musculares lisas de la capa media a la intima, la re-
modelacion con cambio morfoldgico debido a la redistribucidon de los componen-
tes de la pared vascular y el depdsito de material trombético sobre el lugar de la

lesion (24,

Aunque se ha descrito en ocasiones el dafio que sobre la estructura o la
funcién del vaso ocluido puede ocasionar alguna de las técnicas, no hay suficien-
tes estudios comparativos entre los grupos de técnicas mas habituales utilizadas
por los cirujanos que alimenten la posible eleccion de unos en detrimento de

otros.

Oclusién vasculary daiio histolégico
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1.2. Recuerdo embrioldgico, anatémico, histoldgico y fisiolégico de la pa-

red arterial.
1.2.1. Caracteristicas embrioldgicas del sistema vascular.

El sistema vascular primitivo se origina inicialmente de un grupo de célu-
las mesenquimales que se separan y forman canales. Estos canales se unen even-
tualmente para formar los primitivos vasos constituidos por una linea tnica de
endotelio, que comienzan a funcionar como una red vascular al final de la tercera
semana de desarrollo. Al comienzo de la cuarta semana, el sistema cardiovascular
consiste en dos tubos cardiacos (que constituyen el corazon en desarrollo y es ya
capaz de una circulacién sanguinea efectiva) conectados a una aorta dorsal dupli-
cada que se extiende por la longitud completa del embrién. Cada una de las aortas
dorsales posee ramas dorsales, laterales y ventrales. Al nivel de la séptima vérte-
bra cervical, la aorta dorsal duplicada se fusiona para crear la aorta toracica y la
abdominal, pero proximalmente a esta séptima vértebra cervical la paridad de la
aorta persiste. Mientras esto sucede, los tubos cardiacos se funden para formar el
corazoén. Cefalicamente al corazén desarrollado se forman el tronco arterioso y el
saco adrtico. Seis pares de arterias, denominadas arcos adrticos, se desarrollan
del saco adrtico, pasan lateralmente alrededor del intestino en desarrollo, y co-

nectan con la aorta dorsal pareada.

Durante la sexta y hasta la octava semanas de gestacion, los seis arcos adr-
ticos junto con la séptima arteria segmentaria dorsal formada de cada una de las
aortas dorsales pareadas, se desarrollan para formar el arco adrtico y sus ramas
mayores. En la mayor parte, el sistema vascular en los humanos es simétrico, con
cada lado del cuerpo como una imagen especular del otro. Una excepcidn a este
hecho es el arco aortico, que se diferencia en el lado derecho del izquierdo. La ar-
teria innominada, la cual se divide en la arteria carétida derecha y la arteria sub-
clavia, no esté presente en el lado izquierdo, en el que la carétida izquierda y la

arteria subclavia se originan directamente del arco aértico. Estas diferencias

Oclusién vasculary daiio histolégico
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estan relacionadas directamente con el comportamiento de los arcos aérticos de-
rechos e izquierdos y su evoluciéon hacia el arco aértico toracico maduro en
humanos. Los seis pares de arcos existentes a lo largo de la aorta dorsal, el tronco
arterioso, y el saco adrtico se elongan, dilatan, regresan y desaparecen, y en gene-
ral cambian su configuracidon para forman el arco aértico completo desarrollado.
La representacion esquematica de estos cambios sugiere que los arcos adrticos
estan todos presentes al mismo tiempo, pero este no es el caso, algunos arcos se

desarrollan mientras al mismo tiempo otros regresan.
e Arco adrtico

El primero, el segundo y el quinto de los arcos adrticos y la seccion distal
del sexto arco derecho desaparecen. La aorta dorsal en ambos lados entre los ar-
cos tercero y cuarto también desaparece. La sangre del tercer arco aortico fluye
Unicamente hacia la cabeza y el cuello. El tercer arco origina la arteria carétida
comun, y la aorta dorsal entre los arcos primero y segundo originan las arterias
carétidas interna. La aorta dorsal derecha distal hacia la séptima arteria inter-
segmentaria pero proximal a la fusionada aorta toracica involuciona, por lo que, la
sangre del cuarto arco derecho fluye hacia la aorta dorsal derecha y luego hacia la
séptima arteria intersegmentaria. Esta seccion origina eventualmente las arterias
subclavia y axilar derechas. La seccion del arco adrtico conectado al tercero y
cuarto arcos adrticos derechos se elonga originando la arteria innominada, con el
tercer arco originando la arteria carétida comun derecha y el cuarto arco contri-

buyendo a la formacién de la arteria subclavia derecha.

El cuarto arco izquierdo y la aorta dorsal izquierda distal al mismo, se dila-
tan y originan parte del arco aértico con la arteria intersegmentaria izquierda ori-
ginando las arterias subclavia y axilar izquierdas. La parte proximal de ambos
sextos arcos desaparece, pero la parte distal del sexto arco izquierdo persiste co-
mo el ductus arteriosus. Este conecta la arteria pulmonar izquierda con la aorta y

en el feto lleva sangre desde los pulmones inmaduros hacia la aorta.

Oclusién vasculary daiio histolégico
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1.2.2. Caracteristicas anatomicas de la arteria carotida comiin.

Debido al origen diferente de las caro6tidas primitivas derecha e izquierda
resulta que dichas arterias difieren por su situacion, su trayecto, direccion, longi-

tud y relaciones.

La carétida primitiva derecha nace a nivel de la base del cuello de la bifur-
cacion del tronco braquiocefalico y esta situada totalmente en la region anterior
del cuello. Asciende al principio oblicuamente hacia arriba hacia afuera, y des-
pués casi verticalmente hasta su terminacién. La carétida primitiva izquierda, na-
cida en el térax, de la porcion horizontal del cayado de la aorta, presenta antes de

penetrar en el cuello un corto trayecto intratoracico.

Por consiguiente, la carétida primitiva izquierda es mas larga que la dere-
cha en toda la longitud de su segmento intratoracico y aproximadamente igual a
la longitud del tronco braquiocefélico, es decir, 3 cm aproximadamente. La caroti-
da primitiva izquierda se origina del cayado adrtico a la izquierda y por detras del
tronco braquiocefalico; su origen es por consiguiente mdas profundo que este
tronco y la carétida primitiva izquierda alcanza la base del cuello mediante un
trayecto oblicuo hacia arriba, hacia afuera y ligeramente hacia atras, ocasional-
mente un poco hacia adelante, y asciende enseguida al cuello del mismo modo

que la derecha.

Las caroétidas primitivas se dividen en carétidas interna y externa. Esta bi-
furcacion se hace normalmente a 1 cm por encima del borde superior del cartila-
go tiroides. Puede tener lugar hasta cuatro centimetros por arriba o por debajo de

este punto, a nivel de la cuarta vértebra cervical.

En el torax, la carétida primitiva izquierda asciende por detras del plastron
esternal y del tronco venoso braquiocefalico izquierdo por delante de la arteria
subclavia y del conducto toracico, por fuera de la traquea y por dentro del neu-

mogastrico, de la pleura y del pulmén izquierdo.

Oclusién vasculary daiio histolégico
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En el cuello, las dos carétidas primitivas tienen relaciones casi idénticas:
por delante estan cubiertas por el cuerpo tiroides, el omohioideo y la aponeurosis
cervical media, por el esternocleidomastoideo y la aponeurosis cervical superfi-
cial; por detras corresponde a la aponeurosis y a los musculos prevertebrales, por
dentro de los tubérculos anteriores de las apofisis transversas; estan cruzadas
por la arteria tiroidea inferior, en general, un poco por debajo del tubérculo de la
apofisis transversa de la sexta cervical; por dentro, siguen la traquea y la laringe,
el esofago y la faringe; ademas se relacionan hasta la laringe con el nervio recu-
rrente y la cadena ganglionar recurrencial correspondiente; hacia fuera, se co-

rresponden con la vena yugular interna.

Una misma vaina, la vaina vascular, envuelve a cada lado a la carétida pri-
mitiva, a la vena yugular interna y al nervio neumogastrico, situado por detras de
ambos vasos. Por detras del angulo de bifurcacion de la carétida primitiva, en el
angulo formado por las cardtidas externa e interna en su origen, y en el primer
centimetro de su trayecto, se encuentra una pequefia glandula de secrecion inter-

na denominada glandula intercarotidea.

A la altura de la bifurcacién carotidea al inicio de sus dos ramas, princi-
palmente en la carétida interna el calibre arterial aumenta, formando una dilata-
cion fusiforme, el bulbo o seno carotideo. A este nivel, la pared del vaso es mas
elastica, menos muscular, pero sobre todos es rica en terminaciones nerviosas
procedentes del IX, del X o del simpatico. Esto permite considerar al seno como
un verdadero 6rgano. Es un barorreceptor sensible a las variaciones de presion
en el interior del sistema arterial, susceptible de informar a los centros nerviosos
suprayacentes de una elevacion o un descenso de la tensién arterial; estas varia-

ciones tensionales se acompafian de una modificacién del ritmo cardiaco.

El corpusculo retrocarotideo, glandula o ganglio intercarotideo o cuerpo
carotideo esta situado por detras de la bifurcacién carotidea. Su estructura consta

de células epiteliales y numerosos capilares, como la de un glomus. Es una forma-

Oclusién vasculary daiio histolégico
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cion rica en nervios y terminaciones nerviosas procedentes principalmente del
glosofaringeo, de tal manera que, debido a su estructura neurovascular y a su fun-
cion, se le considera como un érgano quimiorreceptor susceptible de informar al
sistema nervioso de las variaciones quimicas de la sangre que a su vez determi-

naran por via refleja las modificaciones del ritmo respiratorio.

Arteria
Carétida
Externa

Arteria
Carétida
Interna

SENO
CAROTIDEO

ARTERIA
CAROTIDA
COMUN

Figura 1, Cuerpo y Seno Carotideo. Modificado de:
http://anatomiaunam.blogspot.com/2010/10/cuerpo-y-seno-carotideo.html

Con excepcion de uno o dos mindsculos ramos destinados a la glandula in-
tercarotidea, y que nacen, a nivel de la bifurcacion, o de una u otra caroétida, las

carotidas no dan ramas colaterales.
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1.2.3. Caracteristicas histolégicas de la pared vascular.

La pared vascular se compone de tres constituyentes basicos estructurales:
el endotelio, el tejido muscular y el tejido conectivo. Las funciones de estos tejidos
en el sistema circulatorio sanguineo estan influenciadas por factores mecanicos,
representados primariamente por la presion sanguinea y por factores metabdli-
cos, que reflejan las necesidades locales de los tejidos. Estos tejidos estan presen-
tes en diferentes proporciones en la pared vascular, excepto en los capilares y las
vénulas postcapilares, en las que los Unicos elementos estructurales representa-
dos son el endotelio, su lamina basal y pericitos. Histolégicamente, los diversos
tipos de vasos sanguineos se distinguen unos de otros por el espesor de la pared

vascular y las diferencias en cuanto a la composicion de las tunicas.

1.2.3.1. Estructura de los vasos sanguineos.

Las paredes de las arterias y de las venas estan formadas por tres capas: la
tunica interna (intima), la tinica media y la tinica externa o superficial (adventi-
cia). La estructura de arterias y venas es la misma, pero las diferentes capas en el

sistema arterial estin mucho mas delimitadas.
a) Tunica intima.

La intima consiste en una lamina formada por una monocapa de células
endoteliales soportadas por una capa subendotelial o lamina basal constituida
principalmente por tejido conectivo laxo, que contiene células musculares lisas
ocasionales en venas y arterias de calibre medio o grande. Estas células endotelia-
les delimitan el lumen del vaso y estan unidas unas a otras de forma que restrin-
gen y controlan la difusion de moléculas de gran tamafio a través del endotelio.
Las células endoteliales poseen todos los organulos comunes en niimero pequefio,

localizados ordinariamente en la regién mas gruesa del citoplasma que rodea el
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nucleo aplanado. El endotelio es una poblacién celular de renovacién muy lenta
por lo que raras veces se observan divisiones celulares. Constituye la capa endo-
telial una membrana semipermeable que retiene el plasma y los componentes ce-
lulares de la sangre en la luz del vaso, pero permite la difusién de nutrientes de la
sangre a los tejidos. En las arterias, la intima se separa de la media por la lamina
elastica interna, el componente mas externo de la intima. Esta lamina, compuesta
por elastina, tiene espacios fenestrados que permiten la difusion de sustancias
para nutrir las células profundas de la pared del vaso. Como resultado de la au-
sencia de presion sanguinea y la contraccion de los vasos en la muerte, la intima
de las arterias generalmente posee una apariencia ondulante en las secciones ti-

sulares.
b) Tunica media.

La media consiste primariamente en capas concéntricas de células muscu-
lares lisas dispuestas helicoidalmente. Interpuestas entre estas células se encuen-
tran cantidades variables de fibras elasticas, fibras reticulares (colageno tipo III),
proteoglicanos y glicoproteinas. Existen dos capas de fibras de elastina, la lamina
elastica interna y la lamina eldstica externa (en las arterias) que delimitan la tdni-
ca media. Las células musculares lisas son el sustrato celular de esta matriz extra-
celular. La tinica media suministra la fuerza mecanica para la contraccién en las
arterias. El grosor relativo de la tinica media aumenta gradualmente desde la

aorta hasta las arteriolas, que poseen una estructura mayormente muscular.

La estructura molecular de la elastina permite la distension de las arterias
durante la sistole cardiaca, amortiguando los cambios en el flujo sanguineo debi-

dos al pulso cardiaco.
c) Tunica adventicia.

La adventicia consiste principalmente en fibras colagenas que sirven de

soporte de fibroblastos y nervios, y fibras elasticas. El colageno de la adventicia es
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tipo I. La capa adventicial se continda gradualmente con el tejido conectivo del
organo por el que circula el vaso. Su funcién consiste principalmente en mantener
unido el vaso al tejido circundante. A medida que la presion intravascular es ma-
yor, la estructura de fibras colagenas se hace mas rigida, limitando la distension
del vaso. Este fendmeno es importante en venas, donde la proporcion de esta pro-

teina es mayor.

El espesor de la tinica adventicia tiene un espectro muy amplio. Puede ser
relativamente delgada en la mayor parte del sistema arterial hasta bastante grue-
sa en las vénulas y las venas, donde es el componente principal de la pared vascu-
lar. La adventicia de venas y arterias grandes contiene vasa vasorum, (vasos de
vasos) que irrigan las paredes vasculares, lo mismo que una red de nervios auté-
nomos, llamados nervi vascularis, que controlan la contraccion del musculo liso en

las paredes del vaso.

Las venas tienen una tunica media mas delgada, con menor presencia de
células musculares lisas, presentando ademas un mayor desorden en su organiza-

cion.

Existen dos tipos de arterias: conductoras o elasticas y periféricas o

musculares.

Las paredes de las arterias elasticas (como la arteria aorta o la iliaca)
contienen gran cantidad de fibras elasticas en su tinica media, rica en elastina.
Esto confiere a este tipo de arterias la capacidad de expandirse durante cada lati-
do cardiaco. La retraccion de las arterias elasticas durante la didstole hace que el
flujo intermitente de la aorta (a la salida del corazén) se convierta en un flujo con-

tinuo en las arterias mas lejanas.

Las arterias musculares muestran una especial abundancia de células
musculares lisas, demostrando una distribucion en capas mas marcada. La tinica

media de una arteria muscular contiene predominantemente musculo liso, mien-
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tras que la tiinica media de una arteria elastica esta formada por capas de muscu-
lo liso intercaladas por laminas elasticas. Son arterias de medio o pequefio cali-

bre.

No obstante, la distincion entre diferentes tipos de vasos suele no estar
claramente definida por el hecho de que la transicion de un tipo de vaso a otro es

gradual.
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Figura 2 Diagrama estructura de los vasos sanguineos, modificado de (25
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Caracteristicas de los vasos sanguineos

Arterias

Vaso Didme- Tunica intima
tro
Arteria gran- >1 cm Endotelio
de
(arteria elds- Tejido conjuntivo
tica)
Musculo liso
Artef‘ta me- 2-10 Endotelio
diana mm
(arteria mus- Tejido conjuntivo
cular)
Musculo liso
Membrana elastica
interna
prominente
Arteria pe-  0,1-2 Endotelio
queria mm
Tejido conjuntivo
Musculo liso
Membrana elastica
interna
Arteriola 10- Endotelio
100um
Tejido conjuntivo
Musculo liso
Capilar 4-10 Endotelio
Mm

Tunica media

Musculo liso

Membranas (lami-
nas)

elasticas

Musculo liso
Fibras colagenas
Relativa escasez de

tejido elastico

Musculo liso (8-10
capas
celulares)

Fibras colagenas

Musculo liso (1-2
capas
celulares)

No hay
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Tunica adventicia

Tejido conjuntivo

Fibras elasticas

Mas delgada que la T.
media

Tejido conjuntivo

Algunas fibras elasticas

Mas delgada que la T.
media

Tejido conjuntivo

Algunas fibras elasticas
Mas delgada que la T.
media

Fina vaina de tejido con-
juntivo
mal definida

No hay
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Venas

Vaso D131(1)1e- Tinica intima Tinica media Trinica adventicia
Venuh.l pos- 10-50 Endotelio No hay No hay
capilar Mm
Pericitos
Vénula mus- 50- Endotelio Musculo liso (1-2 Tejido conjuntivo
cular 100pm capas
Pericitos celulares) Algunas fibras elastics
Mas gruesa que la T. me-
dia
Vena peque- 0,1-1 Endotelio Musculo liso (2-3 Tejido conjuntivo
fia mm capas
Tejido conjuntivo contln,u as con laT. Algunas fibras elasticas
intima)
Musculo liso (2-3 Mas gruesa que la T. me-
capas) dia
Vena media- " 1-10 Endotelio Musculo liso Tejido conjuntivo
na mm
Tejido conjuntivo  Fibras colagenas Algunas fibras elasticas
Misculo liso Mas gruesa que la T. me-
dia
Membrana elastica
interna
en algunos casos
Vena grande >1 cm Endotelio Muscucl;)pléz()) (215 Tejido conjuntivo
Tejido conjuntivo Muscuclgrzzrdlaco Algunas fibras elasticas,
Musculo liso del corazon

musculo liso longitudinal

Fibras colagenas Mucho mas grucsa que la
T. media

Tabla 1 Caracteristicas de los vasos sanguineos, Modificado de Ross et al (25)
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1.2.3.2. Tejidos de la pared vascular.

a) Musculo liso vascular.

El tejido de musculo liso vascular esta presente en todos los vasos excepto
en los capilares y las vénulas periciticas. Las células musculares lisas (VSMC, Vas-
cular Smooth Muscle Cells), son células husales dispuestas a lo largo del vaso en-
volviéndolo helicoidalmente, con lo que su contraccién-distension regula el dia-
metro del vaso. Cada célula muscular vascular o miocito vascular esta rodeada
por una ldmina basal y diversa cantidad de tejido conectivo, ambos secretados

por ella.

La contraccidn del musculo liso en la tinica media de las arterias pequenas
y las arteriolas reduce el didmetro de la luz de estos vasos (vasoconstriccion) y
aumenta la resistencia vascular, conduciendo a un aumento de la tension arterial.
En general, la vasoconstriccion es inducida por impulsos nerviosos u hormonas
circulantes. La relajacion de las células musculares lisas aumenta el diametro lu-
minal de los vasos (vasodilatacidn) y disminuye la resistencia vascular y la ten-
sion arterial. La vasodilatacidon ocurre en respuesta a sustancias producidas por
las células endoteliales, llamadas factores de relajaciéon derivados del endotelio
Los factores de relajacion derivados del endotelio mas importantes son el 6xido
nitrico (NO) y sus compuestos afines que son liberados por las células endotelia-

les.

Las funciones de las células musculares lisas son: vasoconstriccién y vaso-
dilatacion en respuesta a estimulos; sintesis de colageno, elastina y proteoglica-
nos; elaboracion de citoquinas y factores de crecimiento. Son capaces de emigrar

a la intima y proliferar. Por todas estas funciones son importantes en la repara-
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cion vascular normal y también en el desarrollo de procesos patolégicos como la

aterosclerosis.
b) Tejido conectivo vascular.

Los componentes de tejido conectivo estan presentes en las paredes de los
vasos sanguineos en cantidades y proporciones diferentes, basandose en los re-
querimientos funcionales locales. Las fibras de colageno, un elemento ubicuo en
las paredes del sistema vascular, se encuentran entre las células musculares, en la
adventicia y en algunas capas subendoteliales. Colageno tipo I, IIl y IV esta pre-
sente en la membranas basales, la tinica media y la adventicia, respectivamente.
Fibras elasticas garantizan la resistencia a la contraccion de la pared vascular. Es-
tas fibras predominan en las grandes arterias, donde se encuentran organizadas
en laminas paralelas regularmente distribuidas entre células musculares de la
media. La concentracién de glicosaminoglicanos es mayor en el tejido arterial que

en el venoso.

Con la edad, la matriz extracelular sufre una desorganizacién con un in-
cremento en la secrecion de colageno tipo [ y Il y de algunos glicosaminoglicanos.
También ocurren cambios en la conformaciéon molecular de la elastina y otras gli-
coproteinas, y puede facilitar el deposito de lipoproteinas y de iones de calcio en
los tejidos, con la subsecuente calcificacién. Modificaciones de componente de la
matriz extracelular se asocian con otros factores mas complejos que pueden cau-

sar la formacidn de la placa aterosclerotica.
c) Cuerpos carotideos.

Los cuerpos carotideos, como se ha detallado anteriormente, son quimio-
rreceptores sensibles a las concentraciones de didxido de carbono y oxigeno en la
sangre. Estas estructuras estan ricamente irrigadas por capilares fenestrados que
rodean células tipo I y tipo II. Las células tipo II son células de soporte, mientras

que las células tipo I contienen numerosas vesiculas que almacenan dopamina,
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serotonina y adrenalina. La mayoria de los nervios del cuerpo carotideo son fibras
aferentes. Son sensibles a bajas tensiones de oxigeno, a elevadas concentraciones
de didxido de carbono y a bajos pH de sangre arterial. Los cuerpos adrticos, loca-
lizados en el arco de la aorta son estructuras similares que se sospecha que cuen-

tan con funciones semejantes.

1.2.3.3. Irrigacion e inervacion.

a) Vascularizacion: Vasa vasorum.

Los grandes vasos poseen vasa vasorum (“vasos de los vasos”), los cuales
son arteriolas, capilares y vénulas que se dividen profusamente en la adventicia y
en la porciéon mas externa de la media. Los vasa vasorum procuran metabolitos a
la adventicia y a la media, puesto que en los grandes vasos, estas capas son dema-
siado gruesas para ser nutridas solamente por difusiéon desde la sangre de la luz
del mismo vaso. Los vasa vasorum son mas frecuentes en venas que en arterias.
En arterias de didmetro intermedio y grande, la intima y la mayor parte de la re-
gion interna de la media estan desprovistas de vasa vasorum. Estas capas reciben
el oxigeno y la nutricion a través de difusion desde la sangre que circula dentro de

la luz del vaso.
b) Inervacion: Nervi vascularis.

La mayoria de los vasos sanguineos que contienen musculo liso en sus pa-
redes estan inervados por una profusa red de fibras nerviosas simpaticas amieli-
nicas (nervios vasomotores), cuyo neurotransmisor es la norepinefrina. La des-
carga de norepinefrina en estos vasos provoca vasoconstriccion. Debido a que es-
tos nervios aferentes generalmente no se introducen en la capa media, el neuro-

transmisor debe difundir varias micras para afectar las células de musculo liso de
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la capa media. Las uniones celulares entre las células musculares lisas de la media
propagan la repuesta al neurotransmisor a las capas mas internas de células mus-
culares. En las venas, las terminaciones nerviosas se encuentran tanto en la ad-
venticia como en la media, pero la densidad de inervacidn es menor que la encon-
trada en arterias. Las arterias del musculo esquelético reciben una inervacion
nerviosa vasodilatadora colinérgica. La acetilcolina liberada por estos nervios va-
sodilatadores actda en el endotelio que produce 6xido nitrico, el cual difunde de-
ntro de las células musculares lisas, activando sistemas de mensajeros intracelu-

lares. Entonces, las células musculares se relajan, y la luz del vaso se dilata.

1.2.3.4. Tipos arteriales.

a) Arterias elasticas.

Las grandes arterias elasticas ayudan a estabilizar el flujo sanguineo. Las
arterias elasticas incluyen la aorta y sus grandes ramas (carétida primitiva, tron-
co braquiocefalico, subclavia, iliacas y pulmonares). Las mas grandes son la aorta
y la pulmonar, que transportan la sangre desde el corazén hacia los circuitos
sistémico y pulmonar respectivamente. Soportan la impulsion cardiaca de la san-
gre a gran presion, lo que hace que la arteria se distienda. A medida que la presién
va disminuyendo, la arteria va reduciendo su calibre de un modo pasivo por su
elasticidad manteniendo la presion. La distension de estos vasos es limitada por la
red de fibras colagenas de las tinicas media y adventicia. Durante la diastole del
ciclo cardiaco, el retroceso elastico de la pared actiia para mantener la tension ar-

terial y el flujo sanguineo dentro de los vasos.

Poseen un color amarillento debido a la acumulacién de elastina en la capa
media. La intima es mas gruesa que la correspondiente tinica de una arteria mus-

cular. Una lamina elastica interna, aunque presente, puede no ser facilmente dis-
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cernida, debido a su similitud con la lamina elastica de la siguiente capa. La media
consiste en fibras de elastina y en series de laminas elasticas concéntricas perfo-
radas cuyo numero incrementa con la edad (40 en el recién nacido y 70 en el
adulto). Entre la ldmina elastica se encuentran células musculares lisas, fibras re-
ticulares, proteoglicanos y glicoproteinas. La tunica adventicia es relativamente

subdesarrollada.

Figura 3 Aorta conejo, orceina, 100x Figura 4 Aorta conejo, HE, 100x

L: Luz vascular

b) Arterias musculares.

Las arterias musculares pueden controlar la afluencia de sangre a drganos
gracias a la contraccién o relajacién de células musculares lisas de la tinica me-

dia.

La tdnica intima es relativamente mas delgada en las arterias musculares
que en las arterias elasticas y consiste en un revestimiento endotelial con su
lamina basal, una capa subendotelial delgada de tejido conjuntivo y una lamina in-
terna (el componente mas externo de la intima) prominente. La tunica media

puede contener mas de 40 capas de células musculares lisas. Estas células estan
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intercaladas de varias laminas elasticas (cuyo numero es dependiente del tamafio
del vaso) como fibras reticulares y proteoglicanos, todos sintetizados por las fi-
bras musculares lisas. Una lamina elastica externa, el ultimo componente de la
media, esta presente solo en las arterias musculares de mayor tamarfio. La adven-
ticia de las arterias musculares es relativamente gruesa, mas o menos el mismo
espesor que la tinica media, y con frecuencia estd separada de esta por una
membrana elastica externa reconocible. En la tdnica adventicia de las arterias

musculares grandes hay vasa vasorum y nervi vascularis que emiten ramas que

penetran en la tdnica media.

Figura 5 Coronaria conejo, HE, 100x Figura 6 Arteria lengua humana, Orceina, 100x

Oclusion vasculary dafio histolégico

21



Introduccion

g -
endolhellum _ - -J 4

endothelium

S 17‘,‘:"},m'zernal G
~ elastic |

membrane = o,

: T e Yy
; t dventitia A
b+ + unlcaa ven I‘:a + A b

¥

Figura 7 Detalle histoldgico de arteria elastica (izda.) y muscular (dcha.) de (25

c) Capilares.

Los capilares son los vasos sanguineos de didmetro mas pequefio, con fre-
cuencia mas pequefio que el de un eritrocito. Forman redes vasculares sanguineas
que permiten que los liquidos con gases, metabolitos y productos de desecho
atraviesen sus finas paredes. El cuerpo humano tiene alrededor de 80000 km de
capilares, cada uno compuesto por una capa simple de células endoteliales y su
lamina basal. Las células endoteliales forman un tubo con un tamafio apenas sufi-
ciente para permitir el paso de los eritrocitos, uno a la vez. En muchos capilares la
luz es tan estrecha que los eritrocitos literalmente se pliegan sobre si mismos pa-
ra poder pasar por el vaso. Los eritrocitos circulantes ocupan practicamente toda
la luz capilar, lo que reduce mucho el espacio para la difusion de los gases y los
nutrientes entre el capilar y el tejido extravascular. En cortes transversales con el
Microscopio Electrénico de Transmision el tubo parece estar formado sélo por

una célula o por porciones de varias células. A causa de sus paredes delgadas y de
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su asociacion fisica estrecha con células y tejidos de metabolismo activo los capi-
lares estan particularmente bien adaptados para el intercambio de gases y meta-
bolitos entre las células y el torrente sanguineo. La proporcion entre el volumen
capilar y la superficie endotelial también favorece el movimiento de sustancias a

través de la pared vascular.

1.2.4. Caracteristicas fisiologicas de la pared arterial.

1.2.4.1. Elsistema circulatorio.

El sistema circulatorio se conforma por el sistema sanguineo y linfatico
vascular. En los organismos multicelulares es necesario un mecanismo que se en-
cargue de la distribucion del oxigeno, los materiales nutritivos y las hormonas por
los tejidos, y para recoger de ellos el didxido de carbono y otros productos me-
tabdlicos y transportarlos a los 6rganos de excrecion. En los vertebrados esta fun-

cion es llevada a cabo por el sistema vascular sanguineo.

El sistema vascular sanguineo esta compuesto a su vez por las siguientes

estructuras:
- El corazoén: un érgano cuya funcién es bombear la sangre.

- Las arterias: Cuya funcidn es transportar la sangre, con los nutrientes y

el oxigeno a los tejidos.

- Los capilares, los vasos sanguineos mas pequefios, constituyen una
compleja red de finos tubulos que se anastomosan profusamente y a
través de sus paredes se produce el intercambio entre la sangre y los
tejidos. El filtrado sanguineo, lleva oxigeno y metabolitos y atraviesa la

pared capilar: En los tejidos estas moléculas se intercambian por dioxi-
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do de carbono y productos de desecho. La mayor parte del liquido
vuelve a la sangre por el extremo distal o venoso de los capilares san-
guineos. El resto del liquido se introduce en los capilares linfaticos en
forma de linfa y finalmente retorna a la sangre a través de un sistema
de capilares linfaticos que se comunica con el sistema vascular sangui-
neo a la altura del angulo yugulosubclavio, es decir, donde las venas
yugulares internas se unen con las venas subclavias. La funcién princi-
pal del sistema vascular linfatico es por tanto retornar el fluido del

espacio intersticial a la sangre.

- Las venas, que resultan de la convergencia de los capilares en un siste-
ma de canales. Estos canales se hacen mayores al acercarse al corazoén,

donde llevan la sangre para ser bombeada de nuevo.

La superficie interna de todos los componentes del sistema sanguineo y

linfatico esta formada por una capa unica de endotelio.

Aunque la disposicion general de los vasos sanguineos en ambas circula-
ciones es de arterias a capilares y luego a venas, en algunas partes de la circula-
cion sistémica esta modificada de manera que una vena o una arteriola se inter-
pone entre dos redes capilares; estos vasos constituyen sistemas porta. Los sis-
temas porta venosos se encuentran en los vasos que llevan sangre hacia el higado
desde el intestino (sistema porta-hepatico - vena porta) y en los vasos que irrigan

la hipdfisis (sistema porta-hipofisario).

El corazén humano (26) impulsa en cada latido unos 80 ml de sangre a la
arteria pulmonar y a la aorta, lo cual se traduce en unos 6 litros por minuto. La ve-
locidad del flujo inicial es de alrededor de 36 cm/seg, pero a medida que se pro-
ducen ramificaciones progresivas en las arterias, el area total de seccion del sis-
tema vascular aumenta, y la velocidad de flujo va decayendo gradualmente. A ni-
vel de los capilares, la velocidad es de unos 0,3 cm/seg. Las amplias redes capila-

res del organismo tienen una superficie total para el intercambio metabolico de
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unos 700 m2. La estructura y las propiedades bioquimicas de la pared capilar son
de gran importancia fisiolégica dado que es esta parte del sistema circulatorio la

que realiza la funcién primaria del sistema vascular.

1.2.4.2. Funciones del sistema arterial.

Con cada latido cardiaco una nueva oleada de sangre llena las arterias. Si no
fuera por la elasticidad del sistema arterial, toda esta nueva sangre podria atrave-
sar los vasos sanguineos periféricos casi instantdneamente, solo durante la sistole
cardiaca, y no fluir durante la diastole. Sin embargo, normalmente, la complianza
del arbol arterial reduce los pulsos de presion hasta llegar casi a no experimentar
pulsaciones al tiempo en que la sangre alcanza los capilares. Sin embargo, el flujo

sanguineo tisular es principalmente continuo con una pulsacién muy pequeia.

En el adulto joven sano, la presion en el maximo de cada pulso, llamada
presion sistolica, alcanza alrededor de 120 mmHg. En el menor punto de cada
pulso, llamada la presion diastolica, disminuye a cerca de 80 mmHg. La diferencia

entre estas dos presiones, sobre 40 mmHg, se llama presidn de pulso.

Dos factores mayores afectan la presion de pulso: el volumen de eyecciéon
del corazon y la complianza (total distensibilidad) del arbol arterial. Un tercer fac-
tor menos importante es el caracter de la eyeccion desde el corazon durante la
sistole. En general, al aumentar el volumen de eyeccion del corazén, incrementa la
cantidad de sangre que debe acomodarse en el arbol arterial con cada latido y por
lo tanto, la presién aumenta y disminuye durante la sistole y la diastole. Inversa-
mente, a menor complianza del sistema arterial, se produce un incremento en la
presion. Por ejemplo, la presidon de pulso en ancianos alcanza en ocasiones el do-
ble de lo normal, debido a que las arterias han perdido elasticidad volviéndose

mas rigidas por la aterosclerosis y por tanto menos compliantes.
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Cuando el corazdén expulsa la sangre hacia la aorta durante la sistole, al
principio solo la porcion proximal de la aorta comienza a distenderse porque la
inercia de la sangre provoca un movimiento sanguineo hacia la periferia. Sin em-
bargo, el incremento en la presion en la aorta proximal sobrepasa rapidamente
esta inercia, y la onda de distension viaja a través de la aorta. Este hecho es la lla-

mada transmision de la presion de pulso de las arterias.

La velocidad de la transmisién de la presion de pulso en la aorta normal es
de 3 a 5 m/seg, en las grandes ramas arteriales de 7 a 10 m/seg y en las pequefias
arterias de 15 a 35 m/seg. En general, a mayor complianza de cada segmento vas-
cular menor velocidad, lo que explica la lenta transmision en la aorta y la mucho

mas rapida transmision en las arterias distales pequefnas menos compliantes.

1.2.4.3. El endotelio.

El endotelio como ha sido anteriormente detallado, es un tipo especial de
epitelio interpuesto como una barrera semipermeable entre dos compartimentos
del medio interno, el plasma sanguineo y el fluido intersticial. Posee muchas pro-
piedades y funciones de sintesis y metabdlicas esenciales para la salud que se
ejercen en su mayoria a través de mediadores quimicos. Desde hace afios ha que-
dado establecido que no es Unicamente una barrera fisica que separa la sangre
circulante de la pared vascular, sino también que actda como la mas extensa

glandula endocrina y paracrina del cuerpo, con multiples funciones.

Las propiedades funcionales de las células endoteliales cambian en res-
puesta a diversos estimulos. Este proceso se conoce como activacion endotelial,
y también es responsable de la patogenia de muchas enfermedades vasculares,

como la aterosclerosis.

Entre los inductores de la activaciéon endotelial se encuentran los antigenos de

bacterias y virus, las citoquinas, los componentes del complemento, los productos
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lipidicos y la hipoxia. Las células endoteliales activadas tienen nuevas moléculas
de adhesion en su superficie y producen clases diferentes de citoquinas, linfoci-
nas, factores de crecimiento, moléculas vasoconstrictoras y vasodilatadoras y

también moléculas que controlan la coagulacion de la sangre.

Las células endoteliales participan por tanto en distintas interacciones entre la
sangre y el tejido conjuntivo subyacente, y son responsables de muchas de las

propiedades de los vasos, como:

Mantenimiento de una barrera de permeabilidad selectiva, que permite
el paso regulado de moléculas pequenas y grandes desde la sangre hacia los otros

tejidos y viceversa.

Mantenimiento de una barrera no trombdgena entre las plaquetas de
la sangre y el tejido subendotelial al producir anticoagulantes (trombomoduli-
na y otros) y sustancias antitrombodgenas (prostaciclina y activador del plasminé-
geno tisular). La lesion de las células endoteliales hace que estas células liberen
agentes protrombdgenos (factor de Von Willebrand, inhibidor del activador del
plasmindgeno), los que a su vez determinan que las plaquetas se aglomeren y li-
beren factores que causan la formacion de cuerpos sélidos intravasculares, lla-
mados trombos, que en potencia impiden la hemorragia. Estos trombos pueden
incluso crecer hasta la obstruccién completa del flujo sanguineo local. Con origen
en este trombo, masas sélidas denominadas émbolos, pueden liberarse y ser
arrastradas para causar la obstruccién de vasos sanguineos distales. En ambos
casos, el flujo sanguineo puede pararse, originando una condicién patolégica peli-
grosa. Por lo tanto, la integridad de la barrera endotelial, la cual previene el con-
tacto entre las plaquetas y el tejido conectivo subendotelial, es un importante me-

canismo antitrombogénico.
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Modulacion del flujo sanguineo y la resistencia vascular por la secreccion
de vasoconstrictores (endotelina, enzima convertidora de angiotensina) y vasodi-

latadores (EDFR/NO, prostaciclina).

Regulacion y modulacion de las respuestas inmunitarias por el control de
la interaccion de los linfocitos con la superficie endotelial, que se logra principal-
mente por la expresion de moléculas de adhesion y sus receptores en la superficie
libre del endotelio asi como por la secrecidn de tres clases de interleucinas (IL-1,

IL-6 e IL-8).

Sintesis hormonal y otras actividades metabédlicas por la sintesis y secre-
cion de diversos factores de crecimiento (factores estimulantes de colonias hema-
topoyéticas). Las células endoteliales también sintetizan inhibidores del creci-
miento, como la heparina y el factor de crecimiento transformador f3. Los factores
de crecimiento, como los factores de crecimiento endotelial, juegan un papel prin-
cipal en la formacidn del sistema vascular durante el desarrollo embrionario, en la
regulacion del crecimiento capilar bajo condiciones normales y patoldgicas en

adultos, y en el mantenimiento de la vasculatura normal.

Ademas, las células endoteliales intervienen en la conversion de la angiotensi-
na [ en angiotensina II en el sistema renina-angiotensina que controla la tension
arterial, asi como en la inactivacidn o conversion de varios compuestos transpor-
tados por la sangre (noradrenalina, trombina, prostaglandinas, bradicinina y se-

rotonina) en sus formas inactivas.

Modificacion de las lipoproteinas por oxidacidon. Las lipoproteinas, en su
mayoria LDL, con un contenido alto de colesterol y lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), son oxidadas por radicales libres producidos por las células en-
doteliales. Las LDL modificadas, a su vez, son incorporadas rapidamente por en-
docitosis por macréfagos que forman células espumosas. Las células espumosas

constituyen un rasgo caracteristico de la formacion de las placas ateroscleroticas.
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De todas las funciones descritas, la mas conocida es el mantenimiento de un
tono vascular dilatado en la proporciéon exacta para conservar la presion arte-
rial en valores normales y permitir la perfusion tisular. Los estudios de Furch-
gott(27-29) durante los afos 80 demostraron la importancia fundamental del endo-
telio como modulador de la respuesta vasodilatadora arterial. Estos investigado-
res observaron que la funciéon normal del endotelio dependia de la presencia de
una sustancia que ellos denominaron "factor de relajacion derivado del endotelio
(EDRF)". En 1986, Moncada et al establecieron, mediante una serie de experimen-
tos la identidad del EDRF. Estos autores demostraron que el EDRF es el 6xido
nitrico (NO) y sentaron las bases para el desarrollo del conocimiento de las multi-
ples funciones biolégicas de esta molécula (30, La revista Science(®31 la consideré
“molécula del afio” en 1992 y su descubrimiento valié el Premio Nobel de Medici-
na y Fisiologia en 1998 a Furchgott, Ignarro y Murad y se relevé como el principal

modulador de la funcién vascular.

El NO desempefia una importante funcién preventiva en las patologias endote-
liales. Tiene una potente accién vasodilatadora y, por lo tanto, juega un papel
muy importante en el mantenimiento y regulacién de la presiéon sanguinea,
ademas, inhibe la agregacion plaquetaria, participa en la respuesta inmune, frena
el crecimiento de las células musculares lisas vasculares, y tiene una funcion pro-

tectora del endotelio frente al estrés oxidativo.

El descubrimiento del papel del NO como mediador quimico en los mecanis-
mos de vasodilatacion ha transformado el concepto de patologia vascular y ha
abierto camino a nuevas vias de interpretacion de las enfermedades cardiovascu-
lares y de los procesos inflamatorios, asi como de estrategias que apuntan al uso
terapéutico de esta molécula en el tratamiento de las patologias. La disfunciéon
endotelial concomitante con factores de riesgo cardiovascular conlleva una dis-

minucion de la biodisponibilidad de NO. (32)
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La integridad del endotelio es esencial, por tanto, para conservar la estructura
y el funcionamiento normal de la pared vascular, con el fin de mantener la home-

ostasis de las paredes vasculares y con ello la funcién circulatoria.

1.3. Lapared vascular en estados patolégicos.

1.3.1. Respuestas adaptativas de la pared arterial.

Las respuestas adaptativa y curativa de las arterias a los dafos arteriales sir-
ven para mantener la integridad estructural y funcional del arbol arterial. Las
respuestas normales para alterar condiciones biomecanicas y condiciones hemo-
dinamicas resultan en cambios compensatorios en el grosor de la pared arterial,
el didmetro de la luz o en ambos, mientras que las condiciones anormales o pa-
tologicas pueden engendrar alteraciones en los mismos que pueden causar la
formaciéon de estenosis, formaciones aneurismdticas o hiperplasia intimal obs-

tructiva.
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Arterias elasticas.

Incremento progresivo y lineal de diametro con la edad.
Excéntrico o difuso engrosamiento fibroso intimal.
Fragmentacién de las laminas elasticas con ensanchamiento de
espacios interlaminares. Depdsitos focales de amiloide.

Engrosamiento de las paredes de los vasa vasorum.

Arterias

musculares.

Dilatacién progresiva y tortuosidad. Menor calibre de los vasos
usualmente en mujeres, especialmente en arterias coronarias.
Fibrosis intimal, sugiriendo en ocasiones reduplicaciéon de la
lamina elastica interna. Fragmentacién focal y calcificacién de la
lamina elastica interna. Incremento de fibrosis y hialinizacién de
la media. No inflamacién significativa en segmentos libres de

ateroma.

Arteriolas.

Engrosamiento intimal, usualmente como capas concéntricas de

tejido fibroelastico. Hialinizacién de la media.

Capilares.

Engrosamiento de la membrana basal, aproximadamente

duplicacion del grosor desde la pubertad a la edad anciana.

Vénulas y venas.

Pocos estudios detallados en pequefias venas. Las grandes venas
muestran fibrosis intimal e hipertrofia de dilataciones circulares

y longitudinales.

Tabla 2 Cambios con la edad de los vasos sanguineos, modificado de Gallager et al (26)

1.3.1.1. Grosor intimal.

La lesién intimal se ha asociado con formacion de trombos, embolizacion,

oclusion del vaso y es un motivo de preocupacion constante en todas las formas

de cirugia vascular y particularmente en vasos de pequeno tamafio (1% 33), La dis-

funcion endotelial resultante del dafio mecanico a la arteria también puede dar
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lugar a re-estenosis en procedimientos de revascularizacion mediante técnicas
como las angioplastias o los stents, o dafios originados por la oclusion endolumi-

nal o extraluminal del flujo sanguineo.

El dafio vascular producido por una pérdida aguda de células endoteliales
o por un dafio/disfuncién crénica endotelial, estimula el crecimiento de las célu-
las musculares lisas debido al desequilibrio del balance fisiolégico entre inhibi-
cion y estimulacion. Se produce una migracion de la célula muscular lisa hacia la
luz del vaso. La reconstitucion de la pared vascular dafiada representa una res-
puesta fisiolégica curativa con la formacidon de neointima, en la que las células
musculares lisas migran desde la media hacia la intima, se multiplican las células
musculares lisas dentro de la intima y se produce ademas una sintesis y deposito

de matriz extracelular(34),

Durante la respuesta curativa, las células musculares lisas sufren cambios
de diferenciacion. En la intima pierden la capacidad contractil y aumentan su ca-
pacidad de multiplicacién y de sintesis molecular. Las células musculares lisas de
la intima pueden retornar a un estado no proliferativo cuando la capa endotelial
es restablecida o cuando cesan el dafio agudo o la estimulacién crénica. Mientras
que en condiciones normales es dificil observar la multiplicacién de una célula
muscular lisa de la pared vascular, cuando se produce una lesion arterial experi-
mental, entre un 15 y un 40% de estas células presentan mitosis en las 48 horas
subsiguientes al estimulo, efecto que desaparece al desaparecer este. Las respues-
tas exageradas provocan un engrosamiento de la intima lo que puede producir

una estenosis o una oclusién de los vasos o de los injertos vasculares.

Las células endoteliales pueden responder a diversos estimulos anorma-
les(3%), como son los inducidos por histamina, serotonina y otros mediadores va-
soactivos que producen un aumento en la permeabilidad, inhiben la liberacién de
oxido nitrico y redistribuyen la glicoproteina de adhesion. Estos estimulos endo-

teliales suponen respuestas reversibles rapidas. Estudios funcionales sobre arte-
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rias cardtidas de rata sometidas a denudacion endotelial han demostrado una
hiporreactividad de los vasos a agentes relajantes y vasoconstrictores, pro-

duciéndose una recuperacion de la reactividad conforme pasa el tiempo tras la le-

sion(36),
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Figura 8: Mecanismo de migracion célula muscular, proliferacion de matriz extracelular y engrosa-
. e e (35
miento intimal, de

El grosor de la pared arterial y su composicién esta estrechamente relacio-
nado con la tensién tangencial y directa sobre la pared. Durante el crecimiento y
el desarrollo normal, las arterias se adaptan incrementando la tensién tangencial
a través de aumentar el nimero de unidades de la lamina media, aunque la acu-
mulacién de las fibras de matriz incrementen el grosor de la pared. Estudios mor-
folégicos cuantitativos en bifurcaciones carotideas humanas han demostrado un
gran engrosamiento intimal en asociacién con incrementos de la luz con el resul-

tado de la preservacion de la tensiéon mural tangencial en valores normales (37),

1.3.1.2. Diametro de la luz.

Bajo condiciones normales, alteraciones adaptativas en el diametro de la

luz vienen determinadas por el flujo sanguineo en la arteria. Durante el desarrollo

Oclusién vasculary daiio histolégico

33



Introduccion

embrionario, las arterias con alto volumen de flujo crecen, y aquellas con bajo flu-
jo se hacen mas pequefias. Cuando existen unos canales paralelos de flujo, el que
posea mayor flujo crece y permanece, mientras que el otro con menor flujo se
atrofia y desaparece. Incrementos del diametro de la luz arterial, también tienen
lugar con cambios en el flujo durante el crecimiento extrauterino. Las arterias ex-
puestas a incrementos anormales de flujo, como aquellas que alimentan una fistu-
la arterio-venosa, pueden incluso crecer, mientras que arterias expuestas a dece-
sos anormales de flujo, como aquellas que irrigan miembros amputados, se adap-

tan disminuyendo su tamafio (38),

El mecanismo para ajustar el diametro de la luz parece estar mediado por
los fenémenos del flujo sanguineo cercano a la pared, el gradiente de velocidad
efectivo en la interfaz endotelio-sangre (390 que produce una tension de cizalla-
miento sobre la pared. Puesto que esta inversamente relacionado con el cubo del
radio, pequefias alteraciones en el radio poseen un mayor efecto en el stress de
cizallamiento de la pared. Este factor actda regulando sefiales que determinan el
tamafio arterial y esta respuesta depende de la presencia de una superficie endo-
telial intacta. La respuesta esta mediada por la liberacién del factor relajante de-
rivado de endotelio o NO (40 Por lo tanto, el endotelio funciona como un transduc-
tor sensible a las sefiales mecanicas entre la sangre y la pared arterial. EI NO juega
un importante papel en los incrementos agudos y crénicos del calibre de los vasos
que ocurren en respuesta a incrementos en el flujo. La inhibicién de la sintesis de
NO puede inhibir el crecimiento arterial que estimulan los incrementos del flujo.
Las arterias aterosclerdticas también son capaces de crecer en respuesta a au-
mentos en el flujo de sangre y por el stress de cizallamiento de la pared, pero este

proceso es limitado (1),
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1.3.2. Aterosclerosis.

Las diferentes fases del desarrollo de la placa aterosclerética han sido es-
tablecidas por la American Heart Association (AHA), en tres tipos de lesiones tem-
pranas (placas tipo I, Il y III), y tres tipos de lesiones tardias maduras (placas tipo

IV, Vy VI) (4243)

Las lesiones tempranas consisten en:

- Tipo I: engrosamiento intimal adaptativo.

- Tipo II: estria grasa.

- Tipo IlI: engrosamiento intimal patolégico.
Las lesiones tardias incluyen:

- Tipo IV: fibroateroma.

- Tipo V: placas fibrosas o calcificadas.

- Tipo VI: placas complicadas.

Recientemente, ha existido mucho interés en el concepto llamado placa
vulnerable, es decir, placas en elevado riesgo de desarrollar trombosis superpues-

ta o hemorragia de la placa.

Virmani et al 449 han modificado la clasificacién de la AHA con objeto de
resaltar la variacion de la morfologia de la placa en relacién con la aparicion y la
evolucion de las complicaciones aterotrombéticas. En su clasificacion, los estadios
tardios del desarrollo de la placa se dividen en ateroma de capsula fibrosa, fibroa-
teroma de fina capsula, placa rota o erosionada curada y placas calcificadas. Esta
clasificacion enfatiza que las placas complicadas (trombosadas), pueden ser el re-

sultado de una capsula fibrosa o de la erosién del endotelio.
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Engrosamiento

intimal patolégico

Proliferacion de células musculares lisas, fibrosis intimal,

lipidos extracelulares pero no nucleo lipidico o necrosis.

Ateroma de capsula

fibrosa

Nucleos lipidicos bien formados con cdpsula fibrosa gruesa,

libre de células inflamatorias (>200 pm en arteria carétida).

Ateroma de capsula

fibrosa fina

Gruesa capa de tejido fibroso inflamada con nucleos lipidicos
subyacentes.

Placa rota

Trombo en la luz comunicado con nucleos lipidicos

originado por ruptura de la capsula fibrosa.

Placa erosionada

Trombo en la luz con ulceraciéon endotelial. Los ntcleos

lipidicos pueden estar ausentes o ser pequefios, sin comunicar
con la luz.

Lesiones calcificadas

Tabla 3 Clasificacidn de las lesiones ateromatosas, modificada de la clasificacion de la AHA (39)

Estudios de Hasenstab sefalan el factor tisular contenido en la placa ate-

rosclerodtica como responsable de la migracion de célula muscular lisa de la capa

media y neointima que se observan en modelos de agresion al vaso aterosclerdti-

co y que podrian servir de explicacion a la reestenosis de este tipo de arterias(4>)

1.3.3. Mecanismos de dafno celular endotelial.

La mayor parte de las enfermedades cardiovasculares (infarto de miocar-

dio, accidentes cerebrovasculares), sefialadas como principal causa de mortalidad

en los paises occidentales y la mayor parte de Asia4® 47) | tienen su origen en la
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aterosclerosis. La aterosclerosis parece iniciarse con una disfuncién o lesion del
endotelio vascular por causas mecanicas o por intervencion de ciertos virus o
toxinas. Esta lesion inicial puede agravarse por la intervencion de células del sis-
tema inmunitario, como monocitos o macréfagos, que van a liberar enzimas
hidroliticas y diversas especies radicalarias (O~ entre otras). Parece tener espe-
cial importancia en la generacion de la aterosclerosis la oxidacién de las proteinas
plasmaticas LDL (Low Density Lipoproteins, proteinas de baja densidad) que par-

ticipan en el transporte del colesterol(“8).

Los bien conocidos factores de riesgo de la aterosclerosis han sido impli-
cados como contribuidores al dafio endotelial. Recientemente se ha determinado
la patogénesis del dafio resultante por la actuacion de estos factores de riesgo. A
pesar que los mecanismos subyacentes pueden variar, el dafio endotelial resul-
tante es el factor iniciador comun del desarrollo de aterosclerosis. La disfuncién
endotelial en el contexto de factores de riesgo cardiovascular como la hipercoles-
terolemia, la diabetes mellitus, tabaquismo crénico, asi como la hipertension de-
pende de la produccién de sustancias reactivas de oxigeno (ROS) implicadas en el
estrés oxidativo y la consiguiente disminucién en la biodisponibilidad de 6xido

nitrico.(32 49,50)

a) Tabaco.

El habito tabaquico es un factor de riesgo independiente para el desarrollo
de la aterosclerosis, pero el mecanismo inductor de aterosclerosis por el tabaco
no esta completamente explicado. Cerca de 5000 productos quimicos son encon-
trados en un cigarrillo, la mayoria de los cuales han sido ya estudiados. El tabaco
causa edema celular endotelial, mayor formacion de proyecciones luminales,
edema subendotelial, pérdida de uniones endoteliales y engrosamiento de la
membrana basal (°1). Estudios con nicotina aislada han demostrado efectos simi-

lares, ademas de una mayor frecuencia de muerte celular endotelial y menor pro-
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porcion de replicacion celular 52). Esta capacidad anormal de regeneraciéon endo-
telial celular resulta en una incapacidad para reparar los lugares de dafio endote-
lial. Por lo tanto, el habito tabaquico no es toxico Unicamente para la célula endo-
telial, originando dafio y muerte celular, sino que también inhibe la capacidad del

endotelio para la reparacion del dafio causado.

Adicionalmente al dafio directo sobre el endotelio, el fumar puede danar
indirectamente al endotelio a través de anormalidad en su funcionalidad. Los fu-
madores han resultado poseer niveles anormales de lipoproteinas plasmaticas,
las cuales retornan a la normalidad al cesar de fumar. La elevacion de lipoprotei-
nas es otro mediador del dafio celular endotelial. Ademas, esta asociado con una
producciéon anormal de prostaglandina, resultando un balance descompensado
entre prostaciclina y trombosano Az. Este desbalance reduce el potencial anti-
trombotico de la superficie endotelial, induciendo la agregacion y adhesion pla-
quetaria 33). El fumar inhibe la producciéon de NO, hecho que posee efectos adver-
sos en la regulaciéon vasomotora, la proliferacion de las células musculares lisas y
la adhesion de plaquetas y macroéfagos. Una manifestacion clinica de esta anorma-
lidad en el metabolismo del NO es la reduccién en la capacidad de los injertos con

vena safena de dilatarse en fumadores, comparados con no fumadores 4.

b) Factores hemodinamicos: hipertension.

La hipertension induce cambios morfolégicos y funcionales sobre el endo-
telio. Las células endoteliales de pacientes hipertensos son edematosas y se pro-
yectan mas hacia la luz del vaso que en condiciones normales. Los vasos de pa-
cientes hipertensos muestran proliferacion del musculo liso vascular con engro-
samiento de la membrana basal, acumulacién subendotelial de fibrina, e incre-
mento de fibronectina en la matriz extracelular. Niveles de factores de crecimien-
to como el TGF-f y el PDGF se encuentran elevados, contribuyendo a la prolifera-

cion de células musculares lisas 3). La relajacion dependiente de endotelio es da-
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fiada en los pacientes hipertensos a través de anormalidades en el metabolismo
del NO. El efecto de una infusién de acetilcolina en la liberacién de NO es significa-
tivamente menor en hipertensos(>6). Multitud de estudios indican que la disfun-
cion endotelial observada en pacientes hipertensos es el resultado, no la causa, de
una elevacion de la presion arterial. Parece que la severidad de la disfuncion en-
dotelial asociada con la hipertension se relaciona con el grado de elevacion de la

presion sanguinea.

La aterosclerosis se observa solo en vasos sujetos a presién arterial, no se
desarrolla en venas, pero ocurre comunmente en injertos venosos colocados en la
circulacion arterial. Las lesiones ateroscleréticas tienden a aparecer en ciertas
areas, como los lugares de ramificacion y division, indicando que fuerzas hemo-
dinamicas también poseen un papel etiolégico en la aterogénesis. Las elevadas
fuerzas de cizalla en las bifurcaciones pueden originar la disrupcién del endotelio,

contribuyendo a la mayor frecuencia de aparicién de lesiones en estas areas (57)

c) Hiperlipidemia.

La relacion entre elevaciones de las lipoproteinas plasmaticas y la ateros-
clerosis se ha demostrado desde hace muchos afios, pero la patofisiologia de este

dafio celular inducido por las lipoproteinas ha sido recientemente esclarecida.

La lipoproteina LDL es convertida por las células endoteliales en su forma
oxidada, la cual juega un papel significativo en la induccién del dafio celular endo-
telial. La forma oxidada de la LDL destruye la relajaciéon dependiente de endotelio,
disminuyendo la produccidn y la liberacion de NO por la célula endotelial, estimu-
la la produccion endotelial de citoquinas y de factores de crecimiento (57.58). Adi-
cionalmente, la forma oxidada de la LDL atrae monocitos e incrementa su adhesi-

vidad a la superficie endotelial.
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d) Diabetes mellitus.

La diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2 esta asociada con un riesgo elevado de
desarrollar enfermedad ateroesclerdtica cardiovascular: enfermedad coronaria,
enfermedad vascular cerebral y enfermedad vascular periférica. La pérdida de la
integridad funcional del endotelio parece ser responsable de las fases iniciales del
proceso ateroesclerético, principalmente la adhesién celular, como de las fases si-

guientes hasta el episodio final: el episodio cardiovascular agudo.

Varios mecanismos potenciales explican el dafo vascular observado en
diabéticos. Las elevaciones de insulina y glucosa son estimuladores independien-
tes de la proliferaciéon de musculo liso 59)(Avena). Elevadas concentraciones de
glucosa, incrementan la produccién de coldgeno endotelial tipo IV y fibronectina,
ademas de la actividad de enzimas envueltas en la sintesis de colageno. Este in-
cremento motiva un engrosamiento de la membrana basal y contribuye a la pro-
duccion excesiva de matriz extracelular vista en la aterosclerosis. Adicionalmente,
concentraciones elevadas de glucosa han sido implicadas en originar una muerte
celular acelerada e impedir la replicacion celular en cultivos de células endotelia-
les (69), La diabetes no solamente causa dafio celular endotelial, sino que también
disminuye la capacidad de las células endoteliales para regenerarse y reparar el
dafio. Los pacientes diabéticos poseen cominmente asociadas otras enfermeda-
des como hipertension y dislipidemia, las cuales son también factores de riesgo
de desarrollo de la aterosclerosis, factores que se agravan en caso de un mal con-
trol glucémico(61), Las alteraciones de la funcion plaquetaria presentes en los pa-
cientes diabéticos también parecen afectar al sistema de coagulacion/fibrinolisis
y a la formacion de microémbolos. Estudios iniciales sugirieron que la endotelina
1, un potente vasoconstrictor, se encontraba elevada en los dos tipos de diabetes
(62), aunque estudios posteriores han puesto de manifiesto una falta de relacion
entre insulinemia, hiperglucemia y endotelina-1(63), por lo que permanece sin

aclarar la importancia de dicha relacion.
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La presencia de mas de un iniciador del dafio endotelial puede tener un
efecto adictivo en la severidad del dafio y la extension de la disfuncion celular en-

dotelial, asi como en la importancia del desarrollo y progreso de la aterosclerosis.

e) Infeccion.

La implicacién del citomegalovirus (CMV), herpesvirus y de la Chlamidya
pneumoniae como factores etiolégicos de la aterosclerosis ha sido un tema emer-
gente durante los ultimos afios. La infecciéon por CMV se ha asociado con reeste-
nosis tras la realizaciéon de una angioplastia coronaria asi como con el desarrollo
de aterosclerosis carotidea (64)(Nieto). Antigenos frente al CMV han sido aislados
de placas carotideas, y niveles elevados de anticuerpos frente a CMV parecen aso-
ciarse con engrosamiento intimo-medial carotideo. C. pneumoniae ha sido aislada
de placas ateroscleroéticas tanto carotideas como coronarias (63 (Grayston). No
obstante, aunque estos microorganismos son ubicuos en muchos tejidos y 6rga-
nos, el no haber podido inducir experimentalmente las lesiones mediante la ino-
culacion de los mismos en animales, deja en el aire el papel etiologico de los mis-
mos en el desarrollo de la aterosclerosis. Es de cualquier modo posible que la
concomitancia de la infeccién con otros factores pueda ser responsable de la

génesis 0 exacerbacion de la lesion ateroscleroética en algunos pacientes.(#7. 66)
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Minimo engrosamiento intimal, puede ser excéntrico o difuso. LAmina

Adultos Lo : . ~
elastica interna intacta, ocasionalmente pequenas roturas. No
normales. . i
inflamacion significativa.
Engrosamiento fibrosal intimal excéntrico, depdsitos de células grasas
y lipidos en intima y media. Neovascularizacién con hemorragias
intimales y medias. Calcificacion distroéfica. Agregados adventiciales de
Aterosclerosis. células plasmaticas, linfocitos e histiocitos. Agregados intimales y
medios de linfocitos T, especialmente en lugares de lesion. La
complicacion mas importante es la ruptura de la capa fibrosa de la
lesién con formacion de trombo asociada.
Engrosamiento fibroso intimal concéntrico e hipertrofia media,
Hipertensién especialmente en arteriolas. Cambios pronunciados en la fase
sistémica. acelerada o maligna, con necrosis fibrinoide. Dilataciéon aneurismatica
de arteriolas intracerebrales y capilares. Aterosclerosis incrementada.
Inflamaci6én aguda o crénica de la adventicia y la media. Edema mural,
Arteritis . . . . : .
engrosamiento intimal reactivo y necrosis endotelial. Necrosis
activa. e . . o .
fibrinoide de la pares, con dilatacién aneurismatica ocasional.
Engrosamiento desordenado fibroso intimal. Cicatrizacién medial con
Arteritis . . . P .
agregados parcheados de células inflamatorias crénicas. Capa media
curada.

anormalmente prominente.

Tabla 4 Cambios de los vasos sanguineos con diferentes procesos patoldgicos, modificado de Galla-

ger PJ and van der Wal AC en (26)

1.3.4. Hiperplasia intimal.

La hiperplasia intimal es la respuesta universal de los vasos a la agresion,

describe un cambio estructural crénico que ocurre en arterias denudadas, venas
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arterializadas e injertos protésicos. Su desarrollo puede ser subdividido cronolo-
gicamente en hiperaguda, aguda, y crénica. La hiperplasia intimal puede ser defi-
nida como la migraciéon anormal y proliferacidon de células musculares lisas vascu-
lares con el depoésito asociado de matriz extracelular de tejido conectivo, lo cual es
seguido del remodelamiento de este nuevo tejido. La biologia de la hiperplasia in-
timal posee muchos aspectos comunes a la cicatrizacion de las heridas. Macrosco-
picamente, las lesiones crénicas parecen firmes, blanquecinas y homogéneas. El
area involucrada es suave y uniformemente localizada entre el endotelio y la
lamina elastica interna de una arteria o entre el endotelio y la capa media de un
injerto venoso. El modelo de distribucion de las lesiones intimales hiperplasicas
puede ser difuso a lo largo de un vaso, focal a nivel de una anastomosis o focal en

el interior del vaso.

La clasificacién sistematica de las lesiones intimales arteriales han revela-
do un espectro de lesiones de la pared arterial desde el tipo I (alteraciones fun-
cionales sin cambios morfolégicos significativos), al tipo Il (denudacién endotelial
sin lesién intimal o media), hasta el tipo III (denudacién endotelial con lesién in-
timal y media) (67)(Ross). La angioplastia y la endarterectomia constituyen lesio-
nes tipo IIl. Los injertos venosos experimentan unas lesiones generalizadas tipo [
y Il y lesiones focales tipo III en las anastomosis o en dreas de manipulacién agre-
siva. La biologia de la respuesta del vaso a la lesiéon es compleja y abarca diferen-
tes mecanismos como son la coagulacién, la inflamacioén, la proliferacién celular,
la migracién celular, la sintesis de matriz extracelular y proteasa, asi como el re-

modelamiento.
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Luz del vaso

Pared del vaso

Estadio 1:
Hiperagudo

(minutos-horas)

Denudacién celular
endotelial. Agregacion
plaquetaria Liberacién de
promotores de

crecimiento

Lesion de células musculares lisas.
Activacioén de las células musculares
lisas. Expresion de proto-oncogenes.

Liberacion de promotores de

crecimiento

Estadio 2: Agudo

(horas-semanas)

Organizacion de
trombosis Disminucion
tamafio células
endoteliales. Liberacion
de inhibidores de
crecimiento. Depésito de

células progenitoras

Replicacién medial de células
musculares lisas. Migracion medial de
células musculares lisas Infiltracion de

leucocitos. Infiltracion de células
adventiciales Infiltracion de células
progenitoras. Sintesis de promotores de
crecimiento Sintesis de inhibidores de

crecimiento

Estadio 3:
cronico
(semanas-

meses)

Reendotelizacion Cambio
de las dimensiones de la

luz

Replicacidn intimal de células
musculares lisas. Sintesis de matriz
extracelular por células musculares

lisas. Remodelacion de la matriz
extracelular Sintesis de inhibidores del

crecimiento Remodelacién del vaso

Tabla 5 Estadios del desarrollo de la hiperplasia intimal.

Estudios basados en la realizaciéon de angioplastia como lesién controlada

de la pared vascular han demostrado la cronologia de acontecimientos tras la

aparicion de una agresién al vaso. Aunque no existe pérdida celular aparente de la

capa media del vaso tras la lesién, se ha demostrado como aproximadamente el

20% del DNA total de la pared se pierde. Algo de esta pérdida tiene origen endo-
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telial, pero la mayoria recae sobre las células de tejido muscular liso de la capa
media (68). Inmediatamente tras la lesién pueden ser identificados procesos de
apoptosis a la 1 6 2 horas y parecen desaparecer a las 4 horas. No se observan
apoptosis en la pared tras 3 dias pero tras 7 dias, el 50% de las células muestran
de nuevo signos de apoptosis y al dia 14, el numero de células apoptoticas ha

disminuido marcadamente otra vez (69).

La proliferacién de las células musculares lisas en la capa media, las cuales
normalmente alcanzan menos del 1% del total celular, alcanza una proporcién
superior al 40% tras 48 horas de la angioplastia (¢8). La fraccién de células prolife-
rando en esta capa alcanza su maximo entre el 32 y 72 dias para retornar a su es-
tado basal un mes después de la lesion (70). Esta primera fase de proliferacion de
células musculares lisas parece estar mediada por el factor de crecimiento fi-
broblastico basico (bFGF) liberado por células muertas y dafiadas de la pared del
vaso y aproximadamente entre el 80 y el 90% de esta respuesta puede prevenirse
mediante anticuerpos bFGF. Cuatro semanas tras la lesidn, la repuesta proliferati-
va de la capa media regresa a niveles basales (70.71), A] 8¢ dia tras la lesion, células
musculares lisas son observadas en la cara luminal de la l1dmina elastica interna,
parece ser que migran a través de fenestraciones de la misma. El nimero de célu-
las musculares lisas de la intima alcanza el maximo a las 2 semanas y sobre el
30% de las células musculares lisas de la media pueden migrar hacia la intima. Es-
ta migracién celular requiere la degradacion de la matriz circundante de cada
célula por proteasas y la sintesis de nuevas moléculas de matriz. La migracién de
células musculares lisas desde la media a la intima a través de la lamina elastica
interna esta mediada en parte por el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) (72), Una vez en la intima, aproximadamente el 50% de las células muscu-

lares lisas proliferan (una segunda fase de mitosis).

En la intima, una segunda fase de proliferacién celular comienza a partir
del 72 dia y alcanza un maximo el dia 14, retornando a niveles basales el 28¢ dia

(70). Puede continuar mas alld de 12 semanas en aquellas areas donde la re-
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endotelizacion es mas tardia. Esta segunda fase de replicacion de células muscu-
lares lisas en la intima parece estar mediada por factores autocrinos y paracrinos.
El maximo engrosamiento de la hiperplasia intimal acontece a un mes y este rapi-
do desarrollo es debido tanto a los elementos celulares como a la produccién de

proteoglicanos.

Asociadamente a los cambios en la intima y en la media, ocurren cambios
sustanciales en la adventicia, como son el incremento en la proliferacién celular y
la sintesis de factores de crecimiento. En la adventicia, existe un marcado infiltra-
do de células denominadas “miofibroblastos” a partir del dia 2, que el dia 14 pue-
den representar mas del 50% de las células de la intima (73). La presencia de mio-
fibroblastos es comun en el proceso de curaciéon de las heridas y permite la con-
traccion de las mismas. Un fendmeno similar puede ocurrir en la curacién del va-
so. Vasos dafados pueden desarrollar retroceso elastico crénico o remodelacion
negativa, con resultados de pérdida de dimensiones de la luz sin incremento en el

area de la neointima.

La extension de la hiperplasia intimal que se desarrolla en un vaso depen-
de de la longitud y la profundidad de la lesién (74). Una minima proliferacién inti-
mal ocurre cuando la media no se lesiona, pero la hiperplasia intimal se incre-
menta en proporcion a la profundidad del dafio en la capa media, indicando que la
respuesta proliferativa refleja el dafio directo sobre las células musculares lisas
(75). Ademas, la distension de las células musculares lisas sin lesion celular endote-
lial significativa, resulta en una proliferacion de las mismas. La longitud de la le-
sion influye sobre la duracién del proceso de re-endotelizacion, la cual sucede
desde los margenes del area denudada y posiblemente a través de células endote-
liales de los vasa vasorum. Tras una lesién profunda de la pared del vaso, el estre-
chamiento de la luz puede depender de la formacién de hiperplasia intimal pero
también de la remodelacién de la pared del vaso. La lesiéon de la capa media se
acomparfia de una abundante proliferaciéon celular de la adventicia (7¢), la cual

aporta células capaces de la contraccion y la remodelacién negativa.
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e C(Cascada de la coagulacion.

La respuesta inmediata del vaso a la lesion es la respuesta hemostatica. La
denudacién endotelial expone a la matriz subendotelial y permite la adherencia
plaquetaria y la agregacion. La acumulacién plaquetaria ocurre de una manera
rapida pero dependiente del tiempo (7). El subendotelio es cubierto totalmente
por plaquetas inmediatamente tras la denudacion, pero transcurridas entre 8 y
10 horas tras la lesion, el subendotelio expuesto se vuelve no reactivo a la plaque-
tas. Los niveles de plaquetas en la superficie disminuyen entre 3 y 7 dias. La ad-
hesién plaquetaria requiere la interaccidn del colageno subendotelial con tres re-
ceptores glicoproteicos de la membrana de las plaquetas (GPIb, GPIc,/GPlla, y
GPIa/GPIIa), factor plasmatico von Willebrand, y fibronectina. Las plaquetas ad-
heridas liberan difosfonato de adenosina (ADP) y activan la sintesis de acido ara-
quiddnico para producir tromboxano A». El tromboxano A; actda como un poten-
te factor quemoatrayente y mitégeno de células musculares lisas, permitiendo un
reclutamiento adicional de plaquetas. Una vez activadas, las plaquetas también li-

beran PDGF y los constituyentes de sus granulos.

Las dos moléculas principales de la cascada procoagulante son el factor ti-
sular y la a-trombina. El factor tisular estd presente s6lo en la adventicia de los
vasos normales. Tras la angioplastia, las células musculares lisas de la capa media
incrementan su expresion de RNA mensajero de factor tisular, lo que puede estar
mediado por PDGF, angiotensina Il y a-trombina (78). EL factor tisular es detecta-
ble en la capa media transcurridas 2 horas de la lesién y se asocia con un incre-
mento en su actividad a las 72 horas. Otros estudios han demostrado que el factor
tisular puede ser identificado en las células musculares lisas de la neointima tras
pasar de 2 a 8 semanas, sugiriendo que la neointima conserva un reservorio de
actividad procoagulante. El factor tisular también contribuye al desarrollo de
hiperplasia intimal por vias dependientes e independientes de la coagulacion 45).,

El incremento en el factor tisular prolonga la actividad procoagulante en la super-
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ficie luminal, incrementa la acumulaciéon trombdtica y promueve la re-

endotelizacion y el desarrollo de la neointima (45),

La a-trombina se puede unir especificamente a la matriz subendotelial,
donde permanece activa y protegida de su inhibidor circulante, la antitrombina
III, y contribuye a la activaciéon plaquetaria y a la formacién de fibrina. La a-
trombina es un potente mitégeno para las células musculares lisas vasculares, y
sus efectos estan mediados a través de una familia de receptores de trombina.
También es un quemoatrayente que promueve la respuesta migratoria hacia el
endotelio de las células musculares lisas. En los vasos no dafiados, los receptores
de trombina se encuentran en las células adventiciales. La expresion del gen del
receptor de la a-trombina es estimulada por el bFGF y tras 6 horas de la lesion de
la pared del vaso, existe una expresion focal de receptor de a-trombina en las
células musculares lisas. Esta expresion continua localizada en la intima a las 2

semanas (79),
e Inflamacion.

Tras la denudacién, se produce una robusta respuesta inflamatoria, en la
que se produce la adhesion de leucocitos polimorfonucleares y neutroéfilos a la
superficie del subendotelio. Comparadas con el endotelio sano, las células endote-
liales en regeneracion muestran una expresion elevada de moléculas de adhesién
de células vasculares (VCAM), y moléculas de adhesion intervelular (ICAM). La
expresion de VCAM-1 y de proteina quemoatrayente monocitaria -1 (MCP-1)
acontecen 4 horas tras la lesién de las células musculares lisas. Estas dltimas con-
tindan expresando en la superficie de la luz arterial niveles elevados de VCAM-1 y
MCP-1 mas tardiamente (89). La expresién de ICAM-1 es intensa durante los dos
primeros dias en las células musculares lisas de la capa media. A los 10 dias, las
células musculares lisas muestran expresion tanto de ICAM como de antigenos
clase II del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Sin embargo, tras 30

dias, la expresion de moléculas de adhesion celular en las células endoteliales y en
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las células musculares lisas, retorna a niveles observados en vasos no lesionados.
Asociado a este esquema secuencial de expresion de moléculas de adhesion, la
adhesion de polimorfornucleares y monocitos ocurre de una manera dependiente
del tiempo. Tras una hora de la lesion los polimorfonuclares se acumulan y su ni-
vel de adhesion comienza a incrementarse hasta las 24 horas y se mantiene du-
rante 5 semanas (81, Los polimorfonucleares también pueden ser observados en
la profundidad de la pared arterial incluso tras 8 dias. Las células mononucleares
se adhieren a los lugares denudados desde el dia 1 al 42 y también pueden encon-
trarse profundamente en la lesion hiperplasica intimal. La maxima acumulacién
de macroéfagos ocurre al dia 14, pero la maxima actividad proliferativa de células
musculares lisas ocurre el dia 7, sugiriendo que los macro6fagos juegan solamente
un papel menor en la induccién inicial de la proliferaciéon de células musculares li-

sas (82),
e Proliferacion celular.

El mecanismo exacto por el que la proliferacion de las células musculares
es iniciada, controlada, reducida y eventualmente suprimida, no esta completa-
mente entendido. Diversos factores de crecimiento pueden regular la prolifera-
cion de las células endoteliales, la proliferacion y migracion de las células muscu-

lares lisas y la secrecién de matriz extracelular en la pared vascular.

Los factores de crecimiento fibroblastico (FGFs) son una familia de facto-
res de crecimiento que pueden ser sintetizados tanto por células endoteliales co-
mo por células musculares lisas vasculares. Receptores de FGF son expresados
por células musculares lisas tras la lesién vascular y concentrados en la superficie

celular (83) y poseen un importante papel en la iniciacién de la proliferacion.

El sistema renina-angiotensina posee una gran importancia en el mante-
nimiento de la homeostasis cardiovascular. Los componentes del sistema local de
renina-angiotensina estan localizados primariamente en la superficie endotelial,

pero también se encuentran en las células musculares lisas vasculares (84). La en-
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zima convertidora de angiotensina (ACE) es una peptidasa que convierte angio-
tensina I en angiotensina Il e inactiva bradiquinina. El sistema local de renina-
angiotensina esta implicado directamente en las respuestas de los vasos a la le-
sion intimal. La actividad tisular local de ACE puede ser relacionada con el grado
de hiperplasia intimal (85, aunque inhibidores de ACE no reducen la hiperplasia
intimal tras un dafio arterial profundo. La angiotensina Il induce hipertrofia de
células musculares lisas y estimula la proliferaciéon celular, aparentemente me-
diante su interaccién con TGF-3, bFGF y el receptor de factor de crecimiento epi-

dermal (EGFR) (86),
e Migracion celular.

Otro aspecto de la remodelacién en todos los tejidos es la migracion celu-
lar, la cual implica la regulacién compleja de proteasas, integrinas y moléculas ex-
tracelulares. Puede ser fortuita (quemoquinesis) o dirigida (quemotaxis: migra-
cion hacia una proteina soluble; y haptotaxis: migracién hacia una proteina inso-
luble de matriz). La migracion celular requiere la iniciacion de un programa celu-
lar de anclaje, liberacién y contraccidn (87). Diferentes eventos deben ocurrir para
que las células musculares lisas atravieses la matriz extracelular del vaso y entren
en la intima. Debe desarrollarse un gradiente de quimiotaxis, y las células deben
poseer receptores sensibles a ese agente quemoatrayente. Una vez que las células
musculares lisas han identificado y transducido la sefial de quimiotaxis, las células
sintetizan, secretan y activan proteasas que permiten la degradacién de la red cir-
cundante de matriz extracelular. Tras liberarse de esta matriz, las células sinteti-
zan unas nuevas moléculas de adhesion, proteasas y matriz que le permitan viajar
a través del gradiente de quimiotaxis mediante una secuencia de extension, unién,

liberacion y contraccion celular.

El PDGF ha recibido la mayor atencién como quemoatrayente para células
musculares lisas vasculares (88), De sus diversas isoformas el PDGF-BB parece ju-

gar el papel mas activo en la hiperplasia intimal tras la lesién vascular. Es un po-
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tente mitdgeno in vitro e induce una fuerte respuesta migratoria en células mus-

culares lisas vasculares.
e Proteasas.

Las proteasa, incluyendo la plasmina, han demostrado poseer un papel en
la hemostasis, inflamacion, migracion y proliferacion celular, y remodelacion de la

matriz en la cicatrizacién de las heridas incluyendo la hiperplasia intimal (89,

La plasmina se forma a partir del plasmin6geno por una serie de activado-
res de este ultimo: uPA (activador del plasminégeno tipo urokinasa), que activa el
plasminégeno en la fase de fluido, y el activador del plasmindégeno tipo tisular
(tPA), la cual es mas activa cuando esta unida a fibrina. La actividad de uPA y tPA
es modulada por inhibidores de la activaciéon del plasmindgeno 1 (PAI-1) y 2 (PAI-
2). Tras lesiones en la carétida de la rata, existen un incremento dependiente del
tiempo de la expresion de uPA y tPA y una mayor actividad de los activadores del
plasminégeno en las células musculares lisas en la pared vascular, comparado con
estados basales (°0). Una expresion elevada de proteina PAI-1 inducida por terapia
génica en la cardétida de la rata incrementa la trombosis y la regeneracion celular

endotelial e inhibe el engrosamiento intimal (°1),

Existen diversas metaloproteinasas de matriz (MMPs). En los vasos norma-
les la MMP-2 se expresa constitutivamente y niveles activados elevados coinciden
el 59 dia tras la lesién vascular con la migraciéon de células musculares lisas (92).
Adicionalmente, la expresiéon de MMP-9 incrementa a las 24 horas y coincide con

el comienzo de la proliferacion celular (°2),
e Matriz extracelular.

Las proteasas modulan la matriz extracelular. Existen evidencias que apo-
yan que alteraciones en la matriz extracelular pueden inducir un cambio fenotipi-
co en las células musculares lisas vasculares de un fenotipo contractil a uno proli-

ferativo. Cuando las células musculares lisas estan libres de su matriz extracelular
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y se dispersan en una capa unicelular, cambian sus caracteristicas hacia un feno-
tipo claramente sintetizador. Estas células comienzan una sintesis y secrecion de
grandes cantidades de colageno, elastina y proteoglicanos. La sintesis por las célu-
las musculares lisas de estos componentes de la matriz extracelulares puede ser
regulada por citoquinas y factores de crecimiento (93). La actividad de varias en-
zimas involucradas en la sintesis de cadenas de condroitin sulfato también se in-

crementa durante la fase proliferativa de las células musculares lisas vasculares.

Con el tiempo las células musculares lisas de la intima muestran una pre-
disposicion disminuida a la replicacion y comienzan a producir grandes cantida-
des de matriz extracelular. Aunque el numero total y el volumen de células mus-
culares lisas permanecen constantes tras 12 semanas, la fraccion celular es me-
nor. Este lento incremento de la hiperplasia intimal es el resultado de la sintesis y
la acumulacién de componentes de tejido conectivo como colageno y proteoglica-

nos (94,

Los cambios en la matriz extracelular no ocurren independientemente de
los cambios en las células musculares lisas. Las células sienten estos cambios a
través de integrinas. Las integrinas son células esenciales de la superficie celular
que permiten a la célula interaccionar con su entorno y mas particularmente con
los componentes individuales de la matriz extracelular. Un pico en la expresion de
su mRNA se observa a los 2 dias tras la lesion vascular y permanece elevada 14 en

la hiperplasia intimal (95).

Una de las principales citoquinas implicadas en el control de la respuesta
de la matriz extracelular es la TGF- (Factor de crecimiento transformador 8). En
las células musculares lisas, el TGF-$ es un potente inhibidor de la migracién y la
proliferacién pero también induce la produccién de PDGF. El TGF-8 es un factor
importante que regula la matriz extracelular estimulando la produccién de pro-
teoglicanos, colageno y fibronectina, asi como regulando los receptores de esas

proteinas (9. También disminuye la secreciéon de proteasas e incrementa la for-

Oclusién vasculary daiio histolégico

52



Introduccion

macion de inhibidores de proteasas, resultando la estabilizacion de la matriz de

tejido conectivo.
e Factores hemodinamicos.

La distension aguda de un vaso sin originar dafio celular endotelial sustan-
cial, resulta en un bajo nivel de proliferacion de células musculares lisas La de-
formacidn de las células musculares lisas favorece la activacién de quinasas, cons-
tituyendo un mecanismo adicional para su proliferacién. Dobrin et al °7) han de-
mostrado que la deformacién producida por la tensién de cizallamiento que ori-
gina el flujo sanguineo se correlaciona con la hiperplasia intimal, mientras que la
deformacion de la pared en sentido circunferencial esta relacionada con el engro-
samiento de la capa media de los injertos venosos autélogos utilizados como by-

pass arterial.

1.4. Técnicas de oclusion vascular.

Es posible lograr el control temporal de la circulacion en los vasos por di-
ferentes métodos, consiguiendo una oclusion parcial de la luz, o bien una oclusion
total, dependiendo del objetivo. Existen métodos intravasculares y métodos ex-
travasculares. El tipo de vaso, el objetivo quirtrgico y el grado de lesion vascular
preexistente son los factores que facilitaran la eleccidon de unos en detrimento de
otros. La practica de la oclusion vascular temporal exige evitar la lesidon de la
intima o la fragmentacién de una placa de ateroma. Una traccidén excesiva o la
aplicacién de un clamp en forma y angulo inadecuados pueden ocasionar una le-

sion parietal y el fracaso ulterior de la técnica.

La clasificacion mas habitual de los métodos de oclusiéon vascular atiende a
desde donde se acttia sobre el propio vaso, desde el interior del mismo, o bien

desde el exterior. En este ultimo caso, la compresion del vaso puede ejercerse
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mediante el aplastamiento paralelo de las paredes, o bien a través del estrangu-

lamiento de toda su circunferencia.

1.4.1. Métodos Intravasculares:

1.4.1.1. El baldn de Fogarty.

En 1963, Thomas Fogarty patentd el catéter de balén de embolectomia,
que consistia en un catéter con un pequefio globo inflable en la punta. Una vez in-
sertado y confirmada la correcta colocaciodn, el catéter puede ser hinchado desde
el exterior con aire o liquido. El disefio de este catéter tenia como objetivo el re-
mover coagulos sin necesidad de cirugia mayor y fue considerado el comienzo de
la cirugia no invasiva. Hoy en dia, la utilizacién del balén de Fogarty en diferentes
dispositivos disefiados por Fogarty u otros inventores, permiten multitud de dife-
rentes procedimientos no invasivos, como la implantacién de stents, o la toma de
muestras en biopsias. La utilizacién de catéteres de Fogarty con fines de oclusién
vascular se suelen limitar a situaciones en los que no se puede acceder al vaso
mediante diseccién y a la oclusién de vasos viscerales. El catéter se introduce a
través de una pequeia incisién en el vaso y una vez localizado el balén en la zona

a ocluir se llena el mismo con suero u otro liquido estéril.

Diferentes lesiones por la utilizacién del catéter de Fogarty han sido des-
critas (98.99): rotura de la arteria por el inflado del balén, perforacion de la arteria
con la punta del catéter, rotura del baléon y embolizacién de fragmentos del mis-
mo, y desgarros, disecciones o roturas en la intima. También la utilizaciéon de un
calibre excesivo para el vaso a ocluir, o un llenado excesivo del balén, determina

la aparicion de lesiones(74).
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Figura 9 Detalle de un catéter con balon de Fogarty inflado

Figura 10 Tipos de daios arteriales por catéter de Fogarty: Perforacion arterial, ruptura arterial y da-
fios en la intima. Modificado de (83)Foster1970, pag 973

Oclusién vasculary daiio histolégico

55



Introduccion

1.4.1.2. El Florester Internal Vessel occluder

Los oclusores Flo-Rester® se utilizan para ocluir de forma interna vasos
sanguineos durante anastomosis, colocacién de stents vasculares, control de san-
grado durante realizacion de bypass o reparacion vascular(100),

Los Flo-Rester se componen de dos bulbos de silicona ubicados en los ex-
tremos distales de un eje flexible. Una lenglieta sobre una cuerda estd conectada
al punto medio del eje flexible formando asi, una “T”. Los bulbos y la lengiieta de
Flo-Rester son radiopacos. Los bulbos oclusores se introducen en sentido proxi-
mal y distal a través de la apertura del vaso. Una lengiieta permite retirar facil-

mente el Flo-Rester antes de realizar las Gltimas suturas.

Como inconvenientes sefialar que dificulta severamente la realizacién de la

linea de sutura(16)

-~ S >
y & e
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Figura 11 Internal Vessel Occluder, modificado de:
http://www.synovissurgical.com/flo_rester_internal_vessel_occluder.php

1.4.1.3. El Poloxamero 407

El poloxdmero 407 (LeGoo-XL®, Pluromed Inc) es un copolimero en blo-
que patentado como método para el control biologico de fluidos a través de la
formacidn in situ de un tapén biocompatible. Es un gel soluble en agua que solidi-
fica a temperatura corporal y puede emplearse como oclusor temporal intravas-
cular. Tras ser utilizado, no precisa ser retirado, sino que se disuelve mediante la

aplicacion de frio directamente sobre el vaso. Una vez disuelto no puede regresar
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al estado de gel por ser imposible conseguir de nuevo la concentracidn necesaria.
El material diluido pasa a la microcirculacion y se excreta por orina. Este método
evita toda lesion intimal aunque Raymond describe una elevacion transitoria de
triglicéridos en la bioquimica sanguinea (101), Su eficacia no depende del grado de
aterosclerosis o calcificacion de la pared vascular, y tampoco su utilizacién puede

causar un mayor grado de lesion en estos casos.

Varios trabajos han evaluado el empleo del poloxamero 407 en la oclusion
temporal de arterias coronarias en cirugia cardiaca (102 103) o en arterias renales
(104), también hay trabajos realizados en arterias con patologia previa(193), para la
realizacion de anastomosis vasculares periféricas(106) y de forma experimental
para determinar su capacidad como método sustitutivo de los clamps microvas-
culares(107), E]l poloxamero 407 supone un método alternativo e innovador de in-
terrupcion del flujo sanguineo que evita los problemas de lesién de otros méto-
dos, y que es completamente funcional ain con lesiones preexistentes como la
calcificacion parietal o aterosclerosis de la pared vascular, permitiendo asimismo

un adecuado acceso quirdrgico.

1.4.2. Métodos Extravasculares:

1.4.2.1. Métodos “Tangenciales”: Clamps Vasculares

Desde que Guthrie en 1903 sugiere la importancia de un clamp “atraumati-
co”, éstos han ido modificandose intentando conseguir el cierre del vaso con el
minimo efecto traumatico sobre la pared. A lo largo de la historia han ido apare-
ciendo nuevos clamps vasculares, tanto a nivel de cirugia convencional como de
microcirugia. Asi, pioneros en la cirugia vascular como Potts (1948), De Backey
(1965) o Fogarty (1966 y 1985) introdujeron en su dia modelos novedosos. Mas

tarde han ido apareciendo otros modelos que intentan mejorar las propiedades
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de los anteriores, con disefios de clamps quirurgicos (Stone HH, Trusler GA 1965,
Grant PA 1988), y también de clamps de microcirugia (Khodadad G 1967, Malis
LI 1970, Andrews BT 1986, Govila A 1989).

La evolucion de los clamps vasculares o pinzas hemostaticas ha ocurrido

en tres etapas (108);

a) Desarrollo de pinzas de ligadura para hemostasia directa: Celso (siglo I
ac), Paré (1582), Heister (1743).

b) Desarrollo de pinzas atraumaticas que facilitan la reconstruccién vas-
cular o la anastomosis mediante la oclusién temporal de los vasos:
Hopner (1903), Stitch (1907), Jeger (1913).

c) Construccion de pinzas tangenciales, las cuales, al ocluir parte del vaso
permiten la continuidad del flujo sanguineo y hacen posible la recons-
truccién o la anastomosis de vasos de grueso calibre mediante la técni-
ca latero-lateral. La primera pinza o clamp de oclusion tangencial fue
desarrollada por Friedrich Trendelembrug en 1908 cuando estableci6
el tratamiento postoperatorio del embolismo de la arteria pulmonar.
Esta pinza fue posteriormente modificada por Meyer (1927) y Satinsky
(1950).

Las pinzas arteriales tienen formas diversas. Estan pensadas para evitar
lesiones del vaso, y en particular de la intima y sus placas ateroscleroticas. El ob-
jetivo en el disefio de pinzas y clamps vaculares es tomar la pared del vaso sin
deslizarse ni provocar dafios en el mismo. Esto se logra mejor con una superficie
de agarre consistente en varias hileras interdigitantes de dientes, ejemplificados
por la pinza tisular atraumatica DeBakey, clamp tangencial de Satinsky, clamp de
Cooley o clamp bulldog DeBakey sin mango. Todos estos instrumentos tienen una
superficie de agarre atraumatica y el clamp bulldog es de utilidad en los procedi-
mientos que requieren una exposicion limitada o en la reparacion de los vasos

mas pequeiios en los cuales los mangos pueden crear inconvenientes en el campo
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quirurgico. Los clamps como el de Kelly o pinzas de Halsted toman los tejidos
comprimiéndolos y se consideran demasiado traumaticos para ser empleados

sobre los tejidos vasculares.(109)

Figura 12: Distintos tipos de clamps vasculares, A: Pinza DeBac-
key, B: Clamp vascular Satinsky, C: Clamp vascular Cooley, D:
Bulldog vascular DeBackey, modificado de {110)

Existen distintos tipos de clamp vascular, unos maleables, que carecen de
resorte ni dispositivo y en los que la presion de cierre viene determinada por la
presion que el ejerza el cirujano. Otros, clips de resorte, disefiados con un pivote
en los que la presion de cierre viene determinada por la deformacién de dicho re-
sorte. Finalmente los clamps tipo alfa clips en los que tampoco existe resorte y la

presion de cierre viene determinada por la deformacién de todo el clamp.

El clamp vascular ideal tiene ejes y ramas moderadamente flexibles; esto

hace posible conferirle la presiéon adecuada. En el caso de la existencia de una
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cremallera con varias ranuras o dientes, estas permiten al cirujano estimar al tac-
to el grado en que el clamp debera ser cerrado. Esta caracteristica ofrece ventajas
importantes, por ejemplo en el caso de vasos en los que el clamp ha de ser libera-
do gradualmente, como es el caso de la aorta abdominal y particularmente de la

aorta toracica descendente.

En cuanto al material de clampaje utilizado en las técnicas microquirargi-
cas, la génesis de la instrumentacién microvascular(110) data de los afios 30 y pro-
gres6 mucho mas a partir de 1952 con la creacién de la Asociacidn de Investiga-
cion de Instrumentacion Microquirurgica. Las mejoras iniciales de la microins-
trumentacion incluyeron anillas a resorte, cremalleras, seguros, empufiaduras
cortas y el empleo de nuevas aleaciones metalicas. Para reducir la cantidad de vi-
bracién y dafio vascular se crearon instrumentos neumaticos, hidraulicos, eléctri-
cos y manuales. En poco tiempo estos instrumentos motrices se volvieron obsole-
tos debido al mantenimiento, reducida precisién y dificultades en la realizacién
de las anastomosis vasculares. Los cirujanos plasticos comenzaron a modificar el
equipamiento oftdlmico y neuroquirtrgico para su propio empleo especifico. Los
primeros instrumentos consistian en pinzas de joyero, portaagujas sin cremalle-
ras, microscopios de diseccion y cauterios bipolares modificados. Se desarrolla-
ron clamps microvasculares atraumaticos que podian aproximar vasos secciona-
dos para la anastomosis microvascular. Los clamps microvasculares del mismo
modo que los empleados en macrocirugia, deben ser atraumaticos pero tener
presion de cierre adecuada para prevenir la hemorragia intraoperatoria. Las
hojas deben ser planas para dispersar la presion con uniformidad a través del va-
so y deben tener una superficie rugosa para sostener el vaso con precision. Tam-
bién deben ser de facil aplicaciéon con presién digital o aplicador de férceps. La
mayoria de los clamps tienen la pequefiez adecuada para adaptarse al campo ope-
ratorio pero con el suficiente tamafio para ser manipulados con facilidad. Estan
disponibles en diversos tamafios con presién de cierre variable para acomodarse

a los diferentes tamaifios vasculares.
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Como resultado de los trabajos de Acland, Buncke, Tamai y otros cirujanos,
se disefiaron muchos instrumentos diferentes en forma especifica para cada ne-
cesidad. Los cirujanos en la actualidad disponen de un amplio conjunto de ins-
trumentos microvasculares, algunos sofisticados y otros basicos. Pero lo cierto es
que aun antes de existir disponible ningin clamp microvascular comercial con ca-
racteristicas ideales, algunos investigadores ya se preocupaban de definir estas
caracteristicas(29): Pequefio tamafio, peso ligero, simplicidad mecanica, calibrado
para aplicar menos de 30 gr/mm?2 de presion para no dafiar el vaso, que no se de-
teriore facilmente por la presencia de sangre, autoclavado o uso repetido, y con

brazos lisos pero que no resbalen.

Figura 13 Detalle de anastomosis vasculares microquirtgicas con dos clamps vasculares dobles.

No pocos autores han relacionado el empleo de clamps con complicaciones
vasculares como la aparicion de desgarros y flaps intimales, fendmenos de trom-

bosis o incluso disecciones de aneurismas. Es preocupacién del cirujano desde los

Oclusion vasculary dafio histolégico

61



Introduccion

primeros avances en reconstruccion vascular el dafio que los distintos clamps
podian causar en los tejidos(111). Los diferentes estudios llevados a cabo sobre le-
siones arteriales inducidas por clamps coinciden en sefalar que la aplicacion de
éstos invariablemente produce un cierto dafio en los vasos, ya sean de caracteris-
ticas normales o patoldgicas. Este dafio es morfologico, pues se produce una
pérdida de la capa de células endoteliales y una desestructuracién de la capa
muscular. Pero también se producen alteraciones funcionales, pues el endotelio
modula el tono arterial, ya que distintos vasodilatadores, tanto endégenos como
exdgenos, como la acetilcolina, la histamina o la bradicinina son endotelio-

dependientes, tal y como ha sido descrito en paginas anteriores.

Richling(18) publicé un estudio realizado en ratas donde se valoraba el efec-
to del clampaje temporal y se realizaba una valoracién morfolégica por el micros-
copio electrénico de la afectacion endotelial. Se comparaban distintos tiempos de
clampaje y varios clamps con distintas presiones, asi como distintos didmetros ar-
teriales. En el estudio se mostré una mayor importancia en el tiempo de clampaje

que en la fuerza del mismo en relaciéon al grado de lesién producida.

La técnica del clampaje externo con “presiéon controlada” se ha descrito
como un método efectivo de oclusioén vascular, al obviar el desarrollo de fuerzas
excesivas sobre la pared vascular, lo que puede prevenir la apariciéon de dafios
vasculares y alcanzar mejores resultados quirurgicos 21 (Darcin). Diferentes tra-
bajos comparativos entre clamps 3. 112) sefialan al atraumatico de Fogarty como
uno de los que menor dafio producen. Aun asi, recientes estudios realizados en
humanos(113) confirman que incluso este tipo de clamp puede producir altera-

ciones no despreciables.
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1.4.2.2. Métodos “Circunferenciales”

Los métodos que comprimen el vaso mediante la “estrangulaciéon” de todo

su perimetro se aplican mediante lazos o torniquetes:

a) Lazo de Potts - Bandas de silicona

El lazo de Potts, o una doble vuelta con cinta de silicona, fue recibido con
gran entusiasmo como un método para evitar la aplicaciéon de clamps vasculares,
los cuales, a pesar de sus dientes “atraumaticos”, son capaces de lesionar los va-
sos, particularmente las arterias enfermas en las que existe una considerable pla-
ca ateroscleroética o una calcificacion parietal. Ademas dicha lesion, puede desem-

bocar en una estenosis fibrosa.

Tipicamente, los dos extremos del doble lazo son estirados para cerrar la
luz del vaso, sin aplicar demasiada tensién. La tubuladura de Silastic® (elastéme-
ro de silicona), cinta umbilical humedecida, seda fuerte u otro material de sutura
o bandas de goma estériles han sido los materiales mas utilizados para la ejecu-
cion de esta técnica, y pueden ofrecer un método econdémico para el control vas-
cular. Con lazadas dobles alrededor de un vaso y clampado a un pafio fuera del
campo operatorio, estos materiales ofrecen un excelente método para controlar y
manipular los vasos realizando con ellos un lazo de Potts sin el agregado de

clamps dentro del area de la intervencion.

Existe la creencia de que son minimamente traumaticos cuando se emple-
an para el control o la oclusién de vasos porque se postula que el dafio endotelial
provocado es menor que el inducido por clamps vasculares (1> 114 por una mayor
dispersion de las fuerzas mecanicas de oclusion. No obstante el hecho de que la
lesiéon provocada por clamps vasculares es proporcional a la fuerza de oclusiéon
aplicada también es extrapolable al empleo de vessel loops, aunque cuando se em-
plea la fuerza minima de oclusion se produce un dafio endotelial muy pequefio

(17), Vesseloops® es una marca registrada que hace referencia a lazos de silicona
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empleados para la oclusion o retraccion de vasos, incluyendo arterias, venas, uré-
teres, conductos espermaticos, nervios, etc. Se presentan en varios colores, lo que
permite la mas facil identificacion de las estructuras durante los actos quirargi-

cos. Presentan una seccion eliptica.

b) Torniquete de Rumel

El Torniquete de Rumel fue ideado por William Ray Rumel, cirujano toraci-
co nacido el 25 de marzo de 1911 en Salt Lake City, Utah, Estados Unidos de Amé-
rica(115), Rumel tuvo un poderoso impacto en su especialidad; profundamente
respetado y admirado, ademas de un gran cirujano fue un innovador e inventor
que disefi6 diferentes instrumentos como los Férceps de Diseccién de Rumel, el
Clamp Miocardico de Rumel, el Torniquete Auricular de Rumel (todavia en uso).
En ocasiones se encuentra este sistema referido como el torniquete de Rummel,

un error tipografico perpetuado durante afios (115),

El Torniquete de Rumel es un mecanismo sencillo, una cinta umbilical
humedecida, una sutura o una banda elastica de poloxamero de silicona, es colo-
cada alrededor de la arteria y gracias a un gancho metalico es pasada a través de
un segmento corto de catéter. La arteria puede ser cerrada mediante la presiéon de
la cinta hacia el catéter, aprisionando la arteria y asegurada la aplicacién de unas
pinzas entre la cinta y el catéter. Permite repetidas liberaciones y reoclusiones, y
es particularmente util para la insercion de catéteres intravasculares. Su aplica-
cion forzada puede originar también dafio arterial. Tampoco es un método seguro
de control para arterias severamente calcificadas. Resulta ser un método eficaz
para lograr hemostasia en cirugia laparoscépica evitando abrir un nuevo puerto

para otro tipo de sistemas como clamps mas voluminosos(116),
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Figura 15 Lazos vasculares en femoral de cerdo
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Figura 16 Lazo de Potts (A) y Torniquete de Rumel (B), modificado de (209)

1.4.3. Microcirugia.

Las anastomosis microvasculares son una practica de rutina en cirugia
plastica y reconstructiva. La lesion microvascular esta determinada por la presen-
cia de material de sutura con superficie no fisioldgica y trombogénica en la luz del
vaso en caso de las anastomosis convencionales, por la ruptura intimal debida a la
manipulacion de los extremos vasculares y por el traumatismo del microclamp

vascular.

Existen diferencias entre las arterias y las venas. Las arterias responden de
una manera mas sensible que las venas al incremento de la fuerza de oclusién y el
tiempo de clampaje. Las arterias muestran una mayor respuesta traumatica a una
fuerza de oclusiéon doblemente mayor que a un tiempo doble de oclusién. En las
venas, dicha diferencia es menos marcada. Incluso un pequeiio incremento en la
fuerza de oclusiéon produce una marcada reaccion tisular, mientras que el tiempo
de aplicacién es menos importante. Las arterias muestran las evidencias de la le-
sion principalmente a nivel de la tinica media, mientras que la intima no respon-

de de una manera especifica, no existiendo esta diferenciacion en las venas (117),
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1.5. Lesion histoldgica de la oclusién vascular extraluminal.

Existe una repuesta inflamatoria tras la lesién vascular que induce esteno-
sis a través de una respuesta celular, molecular y genética (118), Sin embargo, la re-
lacién entre inflamacion y estenosis es compleja y s6lo entendida en parte (119), La
inflamacién estimula la migracién y la proliferaciéon de células musculares lisas,
con infiltracion leucocitaria afiadida para formar una lesién intermedia. Si estas
respuestas contindan su efecto, puede incrementar el grosor de la pared arterial,
que se compensa con una dilatacién gradual, por lo que la luz del vaso, en los pri-
meros momentos, permanece inalterada, gracias al fendémeno denominado “re-

modelacién” (67),
Muchos de los estimulos a nivel transcripcional son provocados por:

a) Factor nuclear-kappa B (NF-kB): encargado de la respuesta inflamatoria y
proliferativa (120), Su activaciéon ha sido identificada en lesiones ateros-

cleréticas humanas.

b) Heat shock proteins (HSPs): se inducen en diversos estados de shock como

calor, sustancias toxicas, lesion, cirugia, e incluso tras estrés psicolégico

(121),

Células progenitoras derivadas de médula 6sea han sido implicadas en la
reparacion vascular. Pueden constituir una fuente de células neointimales, que
contribuyen a la estenosis y pueden diferenciarse hacia células musculares lisas
(122), Aparte de células derivadas de precursores de la médula 6sea, las células
dendriticas también estan envueltas en la formacidon temprana de neointima. Las
células dendriticas inducen una respuesta inmunitaria primaria y su nimero in-

crementa vertiginosamente gracias a varios eventos inflamatorios (123),

Células inflamatorias son reclutadas en respuesta al dafio vascular agudo
(124), Estas células pueden nacer en la sangre y diferenciarse hacia células endote-

liales, macrofagos, células dendriticas y células musculares lisas. Las células
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dendriticas juegan un papel primordial en la respuesta inmunitaria. Estan presen-
tes desde el principio en todos los estadios de la reaccion a la lesién y en contacto
con linfocitos (125), Se encuentran en la porcién mas profunda de la intima, en la
media y en la adventicia, lo que sugiere que aunque no todas las células alcancen
la luz del vaso, se diferencian dentro de la pared arterial, jugando un papel regula-

torio en la remodelacion de la pared del vaso.

Forte et al. en 2001 (?4) mediante clampajes de 10 segundos de la car6tida
de la rata obtuvieron marcadas restenosis debidas a proliferacién neointimal y
remodelacion negativa. Demostraron la implicacion de varios genes en estos pro-

cesos como el c-myc, receptor de angiotensina Il 1, Bcl-2, Bax a, Rb y Rb2.

1.6. Modelo experimental.

1.6.1. Caracteristicas anatomicas de la arteria caroétida de la rata.

El cayado adrtico en la rata cruza primero ventral a la traquea y poste-
riormente gira dorsal a la izquierda de la misma, continuando entonces como aor-
ta descendente. Desde el cayado de la aorta surgen las siguientes ramas: El tronco
braquiocefalico (innominado), la arteria car6tida comun izquierda y la subclavia

izquierda.

Tronco braquiocefalico: Se dirige cranealmente y ligeramente a la derecha
hasta el nivel de la articulacion esternoclavicular, donde se divide en las arterias

comun carétida derecha y subclavia derecha.

Las arterias comunes cardtidas derecha e izquierda irrigan la cabeza y el

cuello, cada arteria comun se divide en carotidas externa e interna.
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La arteria comun carétida derecha parte por tanto del tronco braquiocefa-
lico. La arteria cardtida comun izquierda, surge en el cayado de la aorta, sigue su
curso a través de la regidn toracica. Después de abandonar el torax, cada arteria
comun se extiende cranealmente, practicamente paralelas a la traquea, cubierta
por el musculo esternotiroideo hasta el nivel de la glandula tiroides, donde se di-
viden en carétidas externa e interna. El cuerpo carotideo (glomus caroticum) des-
cansa en el tejido conectivo perivascular ventro-lateral a la car6tida interna a una
distancia de 2 mm de la bifurcacién de la carétida. Tiene aproximadamente 0,4
por 0,2 mm. Esta cubierto por una capsula irregular y tiene un sistema de capila-
res sinusoidales. Sus células son poligonales, con un citoplasma esponjoso. Se
pueden encontrar dispersas células nerviosas con abundantes fibras nerviosas

mielinizadas.

Cada carétida externa comienza su recorrido a nivel de la glandula tiroides
como una continuacién directa de la arteria carétida comun, dando cinco ramas
antes de alcanzar el angulo de la mandibula, donde gira dorsalmente casi en angu-
lo recto, y a corta distancia, justo bajo la oreja, emite tres ramas mas, de nuevo
hace un angulo recto, girando hacia craneal y se divide en arterias superficial

temporal y maxilar interna.

Las ramas que da la arteria car6tida externa en su tramo ascendente son:
Occipital, Tiroidea superior, Faringea ascendente, Lingual, Palatina ascendente,
Maxilar externa, Auricular posterior, Masetérica, Auricular Anterior, Temporal

superficial y Maxilar interna.

La Arteria Carétida Interna sale de la arteria cardétida comun frente al ex-
tremo inferior de la glandula tiroides, y sigue la misma direccién a través del cue-
llo que la carétida externa, pero a un nivel mucho mas profundo a lo largo de la
base del craneo. Al llegar a la altura de la bulla timpanica, da una gran rama pteri-
gopalatina, que corresponde a lo que en el hombre seria la rama interna maxilar

de la carétida externa. Continuando a lo largo de la superficie medial de la bulla
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timpanica, a corta distancia la arteria cardtida interna entra en el canal carotideo
entre la bulla y la base del hueso occipital para alcanzar el interior del craneo

donde produce ramas para el cerebro.

La arteria pterigopalatina corresponde a la porcién pterigopalatina de la
rama maxilar interna de la carétida externa en el hombre. Se origina en la porcién
cervical de la carotida interna, entra en el foramen lacerado posterior del craneo
con la vena yugular interna, atraviesa la bulla timpanica y emerge a traveés de la
fisura petrotimpanica con el nervio chorda tympani, medial al proceso pterigoideo
externo, se divide en las porciones pterioidea y palatina, que continuaran su reco-

rrido para dar sus diferentes ramas(126-128),

Right common

carotid artery gland

J .-L Left common carotid artery
eft external jugular vein

z:.__/"
2 L.
T ~—~ Submaxillary

Trachea

Right subclavian artery My, Left internal jugular vein

Left subclavian vein

Right superior vena cava

Innominate artery left subclavian artery

|~ left superior vena cava

Aortic arch
Right Lert atrum
atrium Pulmonary trunk
Right '
ventricle t F'y

Left Ventricle

Inferior vena cava

Figura 17 Arterias y venas de la region ventral del cuello de la rata. (129)
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2. HIPOTESIS

Durante el proceso de oclusién vascular se produce dafio vascular de dis-

tinta intensidad debido a:
- Migracién celular (células musculares lisas)
- Muerte celular - apoptosis
- Trombosis

Posteriormente se produce regeneraciéon también de diferente importan-

cia.

Se utilizan diferentes métodos en cirugia para ocluir temporalmente los
vasos. De los métodos que actiian desde el exterior del vaso (extraluminales) unos
lo hacen mediante una compresion tangencial del vaso, en forma de pinza (clamps
vasculares, dentados o no). Otros comprimen el vaso en todo su perimetro (cir-
cunferencial) logrando asi detener el flujo sanguineo (torniquete de Rumel y lazo

de Potts).

Nuestra hipotesis de trabajo es que alguno de los métodos puede originar
menor dafio vascular que otros y estar mas indicada su utilizaciéon en arterias
elasticas. En este caso, trataremos de demostrar que los métodos de oclusion vas-
cular temporal externos circunferenciales utilizando bandas de elastomero de si-
licona (Lazo de Potts y Torniquete de Rumel) producen menor dafio vascular que
los métodos basados en clampaje de la arteria por presion tangencial a la misma

(clamp vascular no dentado, y clamp vascular dentado).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO PRINCIPAL.

Comparar el dafio arterial de los dos grupos de métodos de oclusién vascu-
lar extraluminal empleados en cirugia arterial, en un modelo animal de clampaje
carotideo: Los sistemas que ocluyen el vaso mediante un pinzado paralelo al
mismo, o “tangenciales”, y los métodos que comprimen el vaso en todo su perime-

tro, o “circunferenciales.”

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Conocer las alteraciones morfométricas en cuanto a grosor total de la pa-
red tras el desarrollo de un modelo de oclusién vascular mediante siste-
mas de clampaje tangencial (clamp vascular no dentado y bulldog vascu-
lar) y circunferencial (torniquete de Rumel y lazo vascular de Potts), en ar-

teria cardtida comun.

2. Conocer las alteraciones morfométricas en cuanto grosor maximo de la
media tras el desarrollo de un modelo de oclusién vascular mediante sis-
temas de clampaje tangencial (clamp vascular no dentado y bulldog vascu-
lar) y circunferencial (torniquete de Rumel y lazo vascular de Potts), en ar-

teria carétida comun.

3. Conocer las alteraciones morfométricas en cuanto al drea de la luz vascular
tras el desarrollo de un modelo de oclusién vascular mediante sistemas de

clampaje tangencial (clamp vascular no dentado y bulldog vascular) y cir-
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cunferencial (torniquete de Rumel y lazo vascular de Potts), en arteria

carétida comun.

Valorar la formacién de neointima y de trombosis en la arteria tras el de-
sarrollo de un modelo de oclusidn vascular mediante sistemas de clampaje
tangencial (clamp vascular no dentado y bulldog vascular) y circunferen-
cial (torniquete de Rumel y lazo vascular de Potts), en arteria carétida

comun.
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4. MATERIAL Y METODO.

4.1. Animales.

Ochenta ratas adultas macho, de 14 a 18 semanas de edad, y un peso entre

275y 440 gramos de peso fueron utilizadas en el presente estudio.

Existen mas de 50 cepas no consanguineas y mas de 400 consanguineas
definidas genéticamente de rata (clase Mammalia, subclase Theria, infraclase
Eutheria, orden Rodentia, suborden Myomorpha, superfamilia Muroidea, familia

Muridae, subfamilia Murinal, género Rattus, especie Novergicus) (130),

La cepa utilizada fue la (Wistar Han [Crl:WI(Han) (outbreed)]), cepa albina
no consanguinea, caracterizada por ser un animal de tamafio medio, buen indice
de crecimiento, ddcil y facil de manejar, apta para estudios multipropdsito de muy
diversa indole: Quirurgicos, farmacolégicos, toxicologicos, estudios de teratogé-

nesis, biologia fundamental, etc.

Las ratas fueron estabuladas en jaulas tipo Ill H, en grupos de dos animales
por jaula, sometidas a ciclos circadianos de luz-oscuridad (12h:12h), temperatura
19-22°C, humedad ambiental relativa
de 55% (+/- 5%), con alimento (dieta

comercial estidndar 2014 Teklad Glo-

bal 14% protein rodent maintenance
diet) y agua ad libitum, del Animalario

de la Universidad de Valladolid, cen-

=

tro inscrito en el Registro de Centros Figura 18 Jaula IVC tipo Il H, para rata
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de Experimentacion Animal con el nimero ES 47180000033. Proceden de una co-

lonia de cria SPF (libre de gérmenes patdgenos especificos) de este Animalario.

Fueron randomizadas en dos grandes grupos de 40 animales cada uno.

Dentro del grupo de técnicas tangenciales,, se utilizaron el clamp vascular y el

bulldog vascular como técnicas representativas, con 20 animales en cada subgru-

po, y sacrificio a los 7 y a los 15 dias (10 para cada técnica y tiempo quirurgico).

Para el segundo grupo, con técnicas circunferenciales, se emplearon 40 animales,

utilizando en 20 el lazo de Potts y en otros 20 el torniquete de Rumel, y sacri-

ficAndose medio grupo a los 7 dias y el resto a los 15 postoclusion.

Subgrupo CV7E: oclusién mediante clamp vascular de Schwartz Micro
Serrefine de 26 mm (Schwartz Micro Serrefine, light bend 26 mm) y eu-

tanasia a los 7 dias.

Subgrupo CV15E: oclusiéon mediante clamp vascular y eutanasia a los

15 dias.

Subgrupo RM7E: oclusion mediante torniquete de Rumel el cual se
realizé utilizando un tubo de silicona de 0,3 mm de luz interior y un
vesseloop de silicona que pasa a través del tubo, abraza el vaso y regre-
sa por el mismo tubo produciendo la oclusién circunferencial al vaso
mediante traccion de los cabos. Se emplea la minima fuerza de oclusion
necesaria (MOF) para interrumpir el flujo sanguineo en el interior del

vaso. Se realiza la eutanasia a los 7 dias.

Subgrupo RM15E: oclusiéon mediante torniquete de Rumel a MOF, y

eutanasia a los 15 dias.

Subgrupo BD7E: oclusién mediante bulldog vascular tipo Serrefine

(Bulldog Type Serrefine, straight 35 mm) y eutanasia a los 7 dias.

Oclusién vasculary daiio histolégico

78



Material y método

e Subgrupo BD15E: oclusiéon mediante bulldog vascular y eutanasia a

los 15 dias.

e Subgrupo LV7E: oclusion mediante lazo vascular (“loop”) utilizando
vesseloops de 1, 5 mm y empleando para ello la minima fuerza de oclu-
sioén necesaria (MOF) para interrumpir el flujo sanguineo en el interior

del vaso.

e Subgrupo LV15E: oclusion mediante lazo vascular a MOF, y eutanasia

alos 15 dias.

80 Ratas adultas

Subgrupo CV Subgrupo BD Subgrupo RM Subgrupo LV

A 4 A 4 A 4

Eutanasia de 10 animales de cada subgrupo a los 7 dias

(Y ©

Eutanasia de 10 animales de cada grupo a los 15 dias

-le-

Figura 19: Disefio del estudio: CV oclusion mediante clamp vascular; EM: oclusion mediante torniquete

de Rumel; BD: oclusion mediante bulldog vascular; LV: oclusion mediante lazo vascular.
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Figura 20: Clamp vascular de Schwartz Figura 21: Bull dog vascular

Figura 22: Cintas de silicona Figura 23: Detalle del torniquete Rumel

Figura 24: Representacion de los cuatro métodos utilizados
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Pubertad:
Macho 50 +/- 10 dias
Hembra 50 +/- 10 dias
Ciclo sexual 4 -5 dias
Receptividad sexual 10a20h
Gestacion 21-23 dias

Edad primera camada
Tamaiio camada
Productividad madre/afio
Periodo reproductivo éptimo
Peso al nacer

Apertura de ojos

Destete

Peso al destete

10 - 12 semanas
7 —14 crias

50 a 100

9 a 10 meses
5-6 gr.

10-12 dias

21 dias

35-40 gr

Tabla 6: Datos reproductivos de la rata, modificado de

(130-135)

Temperatura rectal

Frecuencia cardiaca
Presion arterial:

Sistolica

Diastolica

Gasto cardiaco
Volumen sanguineo:

Plasma

37,5°C

330-480 latidos/minuto

80-184 mmHg

58-145 mmHg

50 (10-80) ml/min

40.4 (36.3-45.3) ml/kg.
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Sangre completa 64.1 (57.5-69.9) mi/kg
Frecuencia respiratoria 85.5 (66-114)/min
Volumen tidal 0.86 (0.60-1.25) ml
Volumen minuto 0.073 (0.05-0.101) ml
Volumen de eyeccién 1.3-2.0 ml/latido.

, . - . o g 130, 131, 133-135,
Tabla 7: Parametros cardiorespiratorios de la rata, modificado de ( )

Peso adulto:
Macho 300-400 gr.
Hembra 250-300 gr.

Esperanza de vida:

Usual 2.5-3 aios
Maxima 4 anos y 8 meses
Area superficie 0.03-0.06 cm2
Numero de cromosomas 42

Consumo de agua 80-110 mi/kg/dia
Consumo de comida 100 gr/kg/dia
Orina excretada 15-30 ml/dia

Tabla 8: Datos bioldgicos de la rata, modificado de tB-55)

Oclusion vasculary dafio histolégico

82



Material y método

4.2. Protocolo experimental.

4.2.1. Técnica anestésica.

Se administré una combinacion de xilacina (10 mg/kg) (Rompun®) y keta-
mina (75 mg/kg) (Imalgene®) por via intraperitoneal, mezclados en la misma je-
ringa, lograndose un plano anestésico quirurgico adecuado, repitiéndose con la
mitad de dosis a los 30 minutos por la misma via. Con ello se logra mantener la
anestesia durante el tiempo total del procedimiento (65 minutos). Se lubricaron
los ojos con lagrima artificial. Durante la cirugia se mantuvo a los animales sobre
una almohadilla térmica para contrarrestar la pérdida de temperatura corporal,
dada la importancia que este fendémeno tiene tanto para la supervivencia intrao-
peratoria, como para la recuperacion anestésica y el postoperatorio en general en
animales de pequeio tamafio y en particular en los roedores(13¢). La ketamina a
estas dosis no inhibe el reflejo cardio-respiratorio, por lo que todos los animales

mantuvieron la respiracion espontanea durante la intervencion.

Figura 25 Rata Wistar Han
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4.2.2. Técnica quirurgica.

Los animales fueron inmovilizados en decubito supino mediante sujecién
de las cuatro extremidades y colocados con hiperextension cervical mediante su-
jecion de la cabeza a nivel craneal frontal. El cuello fue rasurado y la piel prepara-
da con solucion yodada. Técnicas estériles fueron empleadas durante todo el pro-
cedimiento. Una incisién longitudinal media de unos 4 cm fue realizada en la re-
gidn cervical anterior del animal. Los musculos cervicales (omohioideo, esterno-
hioideo y esternomastoideo) fueron rechazados lateralmente y la traquea fue
identificada, entonces la diseccion se dirigia lateralmente para disecar la arteria
carétida comun. La arteria carétida comun izquierda fue empleada como control y
la derecha fue aislada mediante una banda elastica de 10 mm de anchura con el
fin de facilitar su manejo y posteriormente ocluida durante un tiempo de 60 mi-

nutos con uno de los diferentes materiales de oclusién descritos.

Figura 26 Exposicion ventral del cuello Figura 27 Incision longitudinal

En todos los casos se puso un punto a 1Imm a cada lado del sistema de
oclusién con el fin de tener la zona localizada cuando se procediera a la extracciéon
y procesado de la muestra para su inspeccion histoldgica. Para ello se utiliz6 sutu-
ra monofilamento no reabsorbible de 9/0 (Polipropileno) con aguja atraumatica,

anudando el punto con dos nudos planos y cruzados en la adventicia del vaso.
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Figura 28: Arteria y vena

Figura 30:Diseccion carétida derecha 31: Aislamiento carétida

Figura 32: Lazo de Potts Figura 33: Torniquete de Rumel
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Figura 34: Clamp vascular Figura 35: Bull dog vascular

Tras el tiempo correspondiente de oclusion, la pulsaciéon sanguinea distal fue
confirmada distalmente a la aplicaciéon del material oclusor. La piel fue suturada
mediante poliamida monofilamento no absorbible de 3/0 (Dafilon®). Posterior-
mente el animal era devuelto a su jaula inicial provista de alimento y agua, y vigi-

lado hasta la recuperacién anestésica.

Figura 36: Puntos referencia Figura 37: Sutura piel

Transcurrido el tiempo porstquirtrgico previsto para cada grupo se practicé
la eutanasia mediante aspiracion de CO2 en camara, método aprobado como
aceptable con el animal consciente por diferentes asociaciones relacionadas con
el bienestar de los animales de laboratorio a nivel internacional(137-139), asi como

por el Comité de Etica del Centro.
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Figura 38 Camara de Diéxido de Carbono

Se procede entonces a la extraccién de ambas carétidas, obteniendo el frag-
mento sefialado por las dos suturas en la arteria experimental y un fragmento

equivalente en la arteria control no intervenida.

Figura 39 Segmento de arteria carétida intervenida
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4.3. Estudio histopatolégico.

4.3.1. Preparacion de la muestra.

Segmentos de car6tida de aproximadamente 1 cm de longitud.

4.3.2. Fijacion.

Se procedi6 a la inmersién inmediata en una solucion fijadora de formol al
10%, sobre un recipiente de cristal oscuro. La relaciéon de volumen entre el liqui-
do fijador y la pieza es 20:1; relacién minima para combatir la pérdida de la solu-

cion fijadora.

4.3.3. Lavado.

Transcurrido el tiempo de fijacién de las piezas (24 horas), se lavo con

agua destilada durante dos horas para eliminar el exceso de fijador.

4.3.4. Deshidratacion.

Se sumergieron las piezas en alcohol etilico a concentraciones crecientes,
sustituyendo toda el agua del tejido por alcohol, siguiendo el protocolo de la tabla

siguiente:
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Alcohol al 70% I

Alcohol al 70% 11

Alcohol al 96% I

Alcohol al 96% 11

Alcohol al 100% I

Alcohol al 1009% II

Benzoato de metilo I

Benzoato de metilo II

Benzoato de metilo III

Benzol I

Benzol 11

120 minutos

120 minutos

60 minutos

60 minutos

60 minutos

60 minutos

120 minutos

120 minutos

180 minutos

15 minutos

15 minutos

Tabla 9: Protocolo de deshidratacion de las muestras

4.3.5. Inclusion en parafina.

Extraidas las piezas del benzol, se sumergieron durante 30 minutos en una

mezcla a partes iguales de benzol y parafina blanda.

Posteriormente se pasaron por diferentes tipos de parafinas blandas y du-
ras, hasta que es sustituido totalmente el benzol y la parafina penetra en los teji-

dos e impregna todas las estructuras.

Los pasos por los diferentes tipos de parafina se realizan en estufa de tem-
peratura diferente para la parafina blanda (51-532C), que para la parafina dura

(57-602C). El proceso dura 24 horas.
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4.3.6. Formacion de bloques y montaje en portaobjetos.

Para obtener una parafina adecuada para ser seccionada es preciso efec-
tuar el quemado de la misma, hasta que adquiere un color pardo-amarillento, con

lo cual esta dispuesta para ser utilizada en la formacion de bloques.

La parafina se deposita en unos moldes metalicos especiales donde poste-

riormente son depositados los fragmentos intestinales objeto de estudio.

Una vez enfriada la parafina, los bloques estaban preparados para el corte
al microtomo. Se obtuvieron cortes seriados de un espesor de 6 micras que han
sido adheridas al portaobjetos, adecuadamente preparado con albiimina, con el
fin de facilitar la adherencia a las muestras. Los portaobjetos fueron desengrasa-
dos mediante inmersion alcohol-éter. Por dltimo, se introducen en una estufa a
372C durante 24 horas con el objeto que la albumina se coagulara y se produzca

una buena adherencia de los cortes al portaobjetos.

4.3.7. Desparafinacion de los cortes.

Los portaobjetos son sometidos a inmersién en xilol y luego en alcoholes
de concentracion creciente. La secuencia que se emple6 fue la que se expresa en la

siguiente tabla:

Xilol 10 minutos
Xilol IT 10 minutos
Alcohol al 100% [ 2 minutos
Alcohol al 100% II 2 minutos
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Alcohol de 96° 2 minutos

Alcohol de 80¢ 2 minutos

Tabla 10: Protocolo desparafinacién de los cortes

4.3.8. Tincion con hematoxilina eosina.

Los colorantes utilizados fueron hematoxilina de Harris y eosina amari-

llenta.
La pauta utilizada es la siguiente:

- Se sumergieron las preparaciones, previamente desparafinadas, en hematoxilina

durante 7 minutos.
- A continuacion se lavaron los cortes en agua destilada (pH neutro).

- Diferenciacién en alcohol clorhidrico durante 10 segundos, al objeto de eliminar

el exceso de colorante.

- Se sumergieron los portaobjetos en agua corriente (pH alcalino) durante 24

horas.

- Se depositaron durante 10 minutos en agua oxigenada para eliminar el agua co-

rriente.
- Se sumergieron en eosina durante 1 minuto.

- Por ultimo, se depositaron los portaobjetos en agua destilada durante 10 minu-

tos.
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4.3.9. Aclaramiento y montaje.

Terminado el proceso de coloracién, los cortes pasan por bafios sucesivos

de alcohol de concentraciones crecientes, terminando en alcohol absoluto.

A continuacion, los portaobjetos se pasaron por bafios de xilol para elimi-
nar el alcohol y lograr la maxima transparencia de los cortes. La pauta se detalla

en la siguiente tabla.

Alcohol de 80° 5 minutos
Alcohol de 96° 5 minutos
Alcohol al 100% I 5 minutos
Alcohol al 100% II 5 minutos
Xilol I 5 minutos
Xilol II 5 minutos

Tabla 11: Protocolo de aclaramiento

Una vez aclaradas las preparaciones se deposité sobre los cortes pegamen-

to Eukitt® colocando encima el cubreobjetos.

La valoracion histologica se realizé en un microscopio 6ptico (Nikon La-

bophot) usando un poder de resolucion de 40x y 100x aumentos.

4.3.10. Morfometria.

Las preparaciones histolégicas fueron analizadas mediante un sistema in-

formatico morfométrico (Nikon DS Camera Contol Unit DS-L2), que consta de un
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microscopio dptico convencional al que va acoplado un sistema 6ptico e informa-
tico que permite la proyeccion de la imagen del microscopio (Nikon Alphaphot-2
YS2) sobre una pantalla de ordenador de alta resolucién. Asimismo, tiene un lapiz
optico que permite la mediciéon de los distintos parametros de la imagen de la

pantalla.

Figura 40 Equipo de morfometria

Las preparaciones fueron examinadas inicialmente a 40 aumentos. De cada
una de ellas se eligieron los cortes que estuviesen mas libres de artefactos, rea-
lizandose todas las mediciones sobre el campo elegido. Para cada uno de los
parametros se realizaron las mediciones en tres cortes histolégicos de cada pre-

paracion.
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Figura 41 Detalle de preparaciones histoldgicas arteriales en portaobjetos

Posteriormente se procedi6 al examen de los cortes a 100 y a 400 aumen-
tos tanto de las arterias control como de las arterias experimentales con el fin de
definir dafios histolégicos apreciables mediante microscopia 6ptica, prestando
especial atencion a la estructura tisular y a la aparicién de fenémenos de trombo-
sis o neointima. En algunos casos se hizo precisa la utilizacién la observaciéon mi-
croscopica con 1000 aumentos mediante objetivo de inmersion. Finalmente, y pa-
ra demostrar diferencias en el grosor de la pared, luz vascular y en la estructura
del vaso respecto a los controles, asi como entre los diferentes grupos entre si se

procedié a la medicién morfométrica de las muestras.
Los parametros que se valoraron fueron los siguientes:
1. Grosor maximo de la capa media

Se tomaron medidas del grosor de la capa media en la zona de mayor es-

pesor de la misma
2. Areadelaluz vascular

Definida como el area interna a la lamina elastica interna, medidas en las
secciones de arteria sana (control) y de maximo dafio traumatico (caso) (24

140)(Forte, Staab)
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3. Grosor total de la pared

Se tomaron medidas del espesor de la pared arterial incluyendo sus tres

capas.
4. Formacion de trombo en la luz arterial, presencia de trombosis.

Se observo la existencia o no de presencia trombdtica en la luz y pared ar-

terial(19)(Slayback et al.).

5. Daiio histoldgico intimal, presentacién de neointima.

Se valor6 por observacidn histologica la presencia de neoformacion en la
capa intima, considerandose que existia presencia de neointima cuando
existian mas de una capa celular en el endotelio o hiperplasia moderada o
severa, y ausencia de neointima cuando no se apreciaba reaccion en dicha

capa vascular. (12)

4.4. Analisis estadistico.

Los datos fueron expresados como medias +/- desviacion estandar y anali-
zados con un estudio ANOVA unilateral. Una probabilidad de menos del 5%
(p<0.05) fue considerada estadisticamente significativa. Se emple6 en el estudio

estadistico el paquete estadistico SPSS 14.0 (SPSS, Chicago. IL, USA).

a) Medidas de localizacion y dispersion.
Segun lo anteriormente expuesto, de cada grupo compuesto por 10 ratas
se extrajeron un total de mediciones de cada. Para cada uno de los parametros se
calcul6 la media muestral, y la desviacién estandar. Asimismo, se calcul6 el inter-

valo de confianza para la media poblacional con un nivel de confianza del 95%.
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b) Comparacion de los resultados.

Analisis de la varianza de un factor. Para estudiar si las diferencias encontradas
en las medias de los distintos grupos comparados eran estadisticamente significa-
tivas. El procedimiento ANOVA de un factor genera un andlisis de varianza para
una variable dependiente cuantitativa (variables estudiadas) por una variable de
un solo factor (grupos experimentales). El estadistico F del ANOVA de un factor se
basa en el cumplimiento de dos supuestos fundamentales: normalidad y homoce-

dasticidad o igualdad de varianza.

La normalidad significa que la variable dependiente se distribuye normalmen-
te en las poblaciones muestreadas (tantas como grupos definidos por la variable
independiente o factor). No obstante, si los tamafios de los grupos son grandes
(como en este estudio), se comporta razonablemente bien incluso con distribu-
ciones poblacionales sensiblemente alejadas de la normalidad. Por otro lado, la

prueba de Levene estudia la igualdad de la varianza.

Evalua diferencias entre las medias de los grupos, ademas, para realizar las
multiples comparaciones entre los grupos especificos de tratamiento (1Vs 2), se
realizara un test post-hoc de Tukey. En este método todas las comparaciones son
referidas a una misma diferencia minima. En el caso de estudiar las diferencias de
los grupos de tratamiento frente al grupo control () se realiza el ajuste de Dun-

nett.

En casos en que no exista homogeneidad de la varianza, se realizara una prue-
ba no paramétrica de Kruskal Wallis y las multiples comparaciones entre cada

uno de los grupos se estudiaran mediante un test de U de Mann-Whitney.

Las diferencias seran consideradas estadisticamente significativas cuando
p<0.05. Los datos seran analizados mediante el software estadistico SPSS Statis-

tics 17.0 (SPSS Inc, Chicago, IL).
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4.5. Principios y normas de experimentacién animal.

Todos los experimentos se realizaron siguiendo las normas de la legisla-

cion vigente sobre experimentaciéon animal:

- Ley 32/2007, de 7 de noviembre, para el cuidado de los animales, su
explotacion, transporte, experimentacion y sacrificio.

- Real Decreto 1201/2005, de 10 de octubre, sobre proteccion de los
animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos.

- Real Decreto 664/1997 de 12 de mayo, sobre la proteccion de los tra-
bajadores contra los riesgos relacionados con la exposicion a agentes
bioldgicos durante el trabajo.

- Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 22 se
septiembre de 2010 relativa a la proteccion de los animales utilizados

para fines cientificos.
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5. RESULTADOS

Se analizaron por separado cada uno de los parametros estudiados: Area
de la luz vascular, grosor maximo de la media, grosor total de la pared, didmetro
maximo de la luz, formaciéon de trombos en la luz arterial y dafios histolégicos in-
timales con formacién de neointima. Se estudiaron dichos valores tanto en la zona
de maximo dafio vascular de la arteria objeto de la oclusion, como en un segmento
equivalente de la arteria no ocluida o arteria control. Se compararon los resulta-
dos para cada uno de los parametros estudiados entre los dos tipos principales de
oclusion vascular extrinseca: Por un lado la oclusién mediante pinzas prensoras,
que producen una compresion tangencial del vaso (clamp vascular y bull dog vas-
cular) y por otro lado, la oclusion circunferencial producida por los dos métodos

mas habitualmente utilizados (lazo vascular de Potts y torniquete de Rumel).

Adicionalmente, se compararon los resultados entre cada uno de los siste-

mas de oclusion y el resto de sistemas utilizados.

Para cada uno de los parametros se expresaron medidas de localizacion y
dispersion como son la media muestral, la desviacién estandar y el intervalo de

confianza para la media poblacional con un nivel de confianza del 95%.

Las diferencias de las medias de los distintos grupos se estudiaron median-
te un test de ANOVA de un factor en el caso de que existiera homogeneidad de la
varianza (Test de Levene) y las diferencias especificas entre ellos con una prueba
post-hoc de Tukey (BDvsCV; BDvsRM; BDvsLZ; CVvsRM; CVvsLV; RMvsLV) o un
test de Dunnet (BD7E, CV7E, RM7E, LV7E vs 7C y BD15E, CV15E, RM15E, LV15E
vs 15C). En el caso de que la varianza no fuera homogénea, los estudios estadisti-
cos realizados fueron una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y un test de U

de Mann-Whitney, respectivamente.
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SACRIFICIO 7 DIAS

SACRIFICIO 15 DIAS

GRUPO SUBGRUPO BD BD7E BD15E

TANGENCIALES SUBGRUPO CV CV7E CV15E

GRUPO SUBGRUPO RM RM7E RM15E

CIRCUNFERENCIALES | SUBGRUPO LV LV7E LV15E
GRUPO C 7C 15C

5.1. Mortalidad.

Tabla 12 Grupos Experimentales

No existi6 mortalidad en los grupos, de tal manera que los 80 animales

operados alcanzaron al final del experimento, tanto los eutanasiados a los 7 dias

como los eutanasiados a los 15 dias.

5.2. Grosor Maximo de la Media.

Bull- Rumel/Lazo P Control P P
dog/Clamp (RL)
(BC) (BCvs RL) (BCvs Con- | (RLvs Con-
trol) trol)

Grosor 73.25+14.84 | 75.82+12.45 0.314 68.2749.63 0.030 0.000
maximo
media 7
Grosor 79.57+15.85 | 87.56+20.70 0.040 71.83+10.79 0.007 0.000
maximo
media 15

Levene = 0.000

Tabla 13 Grosor maximo de la media por grupos (en pum)
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Figura 42 Grosor maximo de la media por grupos
Media | DE IC 95% p (Vs p (Vs p (Vs p (Vs
BD7E) CV7E) RM7E) 7C)
BD7E | 66.80 | 8.72 | 66.35 | 70.26 1.000
CV7E | 81.54 | 17.04 | 73.78 | 89.29 0.004 0.000
RM7E | 80.89 | 12.18 | 75.74 | 86.03 0.005 1.000 0.000
LZ7E | 70.04 | 10.23 | 65.39 | 74.69 0.997 0113 0.136 0.999
7C 68.27 9.63 | 66.35 | 70.19
ANOVA 0.001 Levene 0.001

Tabla 14 Grosor maximo de la media 7 dias (en um)
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Media | DE IC 95% p (Vs p (Vs p (Vs p (Vs
BD15E) CV15E) | RM15E) 15C)
BD15E | 8295 | 13.78 | 77.81 | 88.10 0.000
CV15E | 74.23 | 17.34 | 65.68 | 82.78 0.389 0.428
RM15E | 85.87 | 24.26 | 74.83 | 96.91 0.999 0.125 0.000
LZ15E | 88.53 | 16.05 | 81.55 | 97.52 0.790 0.013 0.997 0.000
15C 71.83 | 10.79 | 69.58 | 74.08
ANOVA 0.001 Levene 0.001
Tabla 15 Grosor maximo de la media 15 dias (en pum)
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Figura 43 Grosor maximo de la media
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7 dias:

El grosor maximo de la media resulté mayor en los grupos CV y RM que en

grupo control (p<0,01).

El grupo tratado con CV y técnica de RM presentaron un mayor grosor

maximo en la media que el grupo tratado con BD (p< o = que 0,05).

En cuanto a la comparacidn entre grupos de tratamiento (circunferenciales
vs tangenciales), se observa un mayor espesor en la capa media en las tratadas
mediante técnicas circunferenciales, sin alcanzar significacion estadistica. Se
comprueba menor grosor maximo en la media de las arterias control que en las

ocluidas mediante técnicas circunferenciales (p<0,01)

15 dias:

Los grupos BD, RM y LZ a 15 dias mostraron un grosor maximo de la media

mayor que el grupo control (p<0,01).

El grupo tratado con LZ presentd un grosor medio de 88,53 (+/- 16,05) su-
perior al medido en el grupo CV con 74,23 (+/- 17,34) (p<0,05).

El grupo control a 15 dias presenté un grosor maximo de la media superior

al observado en el grupo control a 7 dias (p<0,05).

En cuanto a la comparacién entre los grupos de técnicas, resultaron en un
grosor maximo de la media incrementado frente al control de ambos grupos, tan-
to las técnicas que ocluyen el vaso en todo su perimetro, como las que lo ocluyen

mediante una compresion paralela como los clamps vasculares.
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5.3. Area de la luz vascular.

Bull- Rumel/Lazo P Control P P
dog/Clamp (RL)
(BC) (BCvs RL) (BC vs Con- (RL vs Con-
trol) trol)
Area Luz 7 240947,34+ | 205874,72+ 0.020 130044,34+ 0.000 0.000
61453,463 43207,28 57278,75
Area Luz 15 210665,90+ | 171835.01+ 0.001 165625,21+ 0.000 0.638
39159,65 56214,01 61056,77
Levene = 0.009.
Tabla 16 Area de la luz vascular por grupos (en umz)
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Figura 44 Area de la luz por grupos
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Media DE IC 95% p(Vs | p(Vs | p(Vs | p(Vs
BD7E) | CV7E) | RM7E) | 7C)

BD7E | 247303.04 | 66429.68 | 217064.61 | 277541.47 0.000
CV7E | 234591.63 | 56957.45 | 208664.91 | 260518.35 | 0.999 0.000
RM7E | 211287.43 | 37683.31 | 195375.16 | 227199.70 | 0.441 | 0.914 0.000

LZ7E | 199688.76 | 48976.93 | 177394.73 | 221982.79 | 0.125 | 0.537 | 0.999 | 0.000

7C 130044.34 | 57278.75 | 118312.52 | 141776.16

ANOVA 0.001 Levene 0.001

Tabla 17 Area de la luz, 7 dias (en umz)

Media DE IC 95% p (Vs p (Vs
BD15E) CV15E)
BD15E | 219872.26 | 33907.65 | 207210.93 | 232533.58 0.000
CV15E | 196129.55 | 43273.87 | 175272.21 | 216986.89 0.894 0.189
RM15E | 144194.07 | 59859.47 | 116946.36 | 171441.77 0.001 0.078 0.573
LZ15E | 204082.77 | 28340.85 | 189989.19 | 218176.34 0.993 1.000 022 | 0.049
15C 165625.21 | 61056.77 | 152909.52 | 178340.90

ANOVA 0.001Levene 0.001

Tabla 18 Area de la luz, 15 dias (en pm?)
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Figura 45 Area de la luz vascular
7 dias:

En las técnicas de clampaje y en las técnicas de oclusion mediante cons-
triccién del vaso, se observé un mayor area de la luz vascular que la observada en
las arterias control (p<0,01). En las arterias tratadas mediante pinzas o clamps
vasculares se aprecié un mayor area de la luz vascular que en las arterias tratadas

mediante lazo vascular o torniquete de Rumel (p<0,05).

El area de la luz en el grupo BD fue de 247303.04 pm? (+/-66429.68) fren-
te a la observada en el grupo tratado con la técnica RM, que fue de 211287,43 pm?

(+/- 37683.31) (p< 0,05).
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15 dias:

En el caso del estudio comparativo de las técnicas de oclusion circunferen-
ciales con las tangenciales, se observé que a los 15 dias postoclusion, el area de la
luz también es mayor en las técnicas tangenciales que en las circunferenciales,
siendo ademas mayor también en el caso de las tangenciales que en las arterias

control (p<0,01).

Los animales tratados con BD y LZ vieron incrementado el area de la luz

frente al grupo control (p<0,05).

El area de la luz en el grupo BD fue mayor que en el grupo tratado con la

técnica RM (p< 0,05).

El area de la luz en el grupo control de 15 dias fue mayor que en el grupo

control de los 7 dias (p<0.05).

5.4.Grosor Total de la Pared Vascular

Media | DE IC 95% p (Vs p (Vs p (Vs p (Vs
BD7E) CV7E) RM7E) 70)
BD7E | 119.73 | 19.00 | 112.21 | 127.24 0.837
CV7E | 138.73 | 16.29 | 131.31 | 146.14 0.000 0.000
RM7E | 142.06 | 19.12 | 133.99 | 150.13 0.000 1.000 0.000
LZ7E | 134.08 | 16.87 | 126.40 | 141.76 0.007 1.000 0.977 0.002
7C 113.35 | 17.68 | 109.83 | 116.88

ANOVA 0.001 Levene 0.001

Tabla 19 Grosor total pared, 7 dias (en pm)
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Media | DE IC 95% p (Vs p (Vs p (Vs p (Vs
BD15E) CV15E) RM15E) 15C)
BD15E | 142.56 | 25.63 | 132.99 | 152.13 0.000
CV15E | 110.02 | 23.00 | 98.65 | 121.39 0.000 0.454
RM15E | 165.35 | 57.27 | 139.28 | 191.41 0.018 0.000 0.000
LZ15E | 142.46 | 19.20 | 13291 | 152.01 1.000 0.001 0.060 0.002
15C 12041 | 17.67 | 116.73 | 124.09
Tabla 20 Grosor total de la pared, 15 dias (en um).
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Figura 46 Grosor total de la pared
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Bulldog/Clamp Rumel/Lazo P Control P P
(BC) (RL)
(BCvs (BCvs (RLvs
RL) Control) Control)
Grosor mediay | 128.04+20.08 138.34+18.35 | 0.009 | 113.35+17.68 0.000 0.000
adventicia 7
Grosor mediay | 129.94+29.37 154.78+44.00 | 0.041 | 120.41+17.67 0.187 0.000
adventicia 15
Levene = 0.000. Kruskall-Wallis 0.000
Tabla 21 Grosor total de la pared por grupos (en pum)
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Figura 47 Grosor total de la pared por grupos
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7 dias:

En todos los casos al comparar las técnicas por grupos segin su forma de
ocluir el vaso, se observa un mayor grosor total de la pared que en las arterias
control (p<0,01). En las arterias ocluidas por técnicas de oclusion circunferencial
al vaso, se observa un mayor engrosamiento total en la pared que en las arterias

ocluidas mediante compresién tangencial (p<0,01).

Result6 ademas superior esta medida en los grupos tratados con CV, RM y

LZ que en el grupo control y que en grupo tratado con BD (p<0,05).
15 dias:

El grosor total de la pared de las arterias ocluidas por lazo o torniquete
también es mayor que el de las arterias ocluidas mediante clamps vasculares
cuando es medido a los 15 dias postoclusién (p<0,05). También tienen mayor
grosor la pared de las arterias ocluidas mediante estas técnicas circunferenciales

que las arterias no ocluidas o control (p<0,01).

Los grupos tratados con BD, RM y LZ presentaron un mayor grosor en la
pared vascular que el tratado con CV (p<0,05). El grupo tratado con RM, ademas,
presenté mayor grosor que el tratado con BD, el LZ, y el control (p<0,05). Por tan-
to, el RM resultd la técnica que ocasionaba el mayor grosor de la pared vascular, y
el CV la que ocasionaba el menor grosor total de la pared cuando las mediciones
se tomaban a los 15 dias, arrojando unas medidas medias de 110.02 um la pared

de las arterias tratadas con CV frente a 165.35 um de las tratadas con RM.

El control tiene valores menores que BD, RM y LZ (p<0.05)
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5.5. Formacion de trombo y trombosis.

Un animal del grupo tratado con torniquete de Rumel y eutanasia a los 15
dias (grupo TR 15) mostro la arteria tratada trombosada y no permeable en la ne-
cropsia (Fig. 41 a 44). Un animal del grupo ocluido con lazo vascular y sacrificado
alos 7 dias (grupo LZ 7) (Fig. 45), también presento6 la arteria trombosada y no

permeable en la necropsia.

Figura 48 Aplicacion del torniquete de Rumel en arteria posteriormente trombosada
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Figura 49 Arteria de Fig.1 trombosada, a los 15 dias, previo al sacrificio.

Figura 50 Corte histolégico a 400X de la arteria trombosada del grupo TR 15.
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Figura 51 Imagen histoldgica 400X de la arteria trombosada, grupo LZ 7

5.6. Presentacion de neointima, dafio histolégico intimal.

Alos 7 dias dos de las arterias ocluidas con Torniquete de Rumel presenta-
ron neointima en el estudio histolégico. A los 15 dias tras la oclusién, se observa
presencia de neointima en una de las arterias ocluidas con Torniquete de Rumel,
una de las tratadas con Clamp Vascular (Fig. 52) y tres de las ocluidas mediante

Lazo Vascular (Fig. 53).
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Figura 53 Imagen histolégica neointima 400x, grupo LV 15
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6. DISCUSION.

Muchos procedimientos en cirugia conllevan la oclusiéon temporal de los
vasos. A lo largo de la historia, se han empleado diferentes técnicas, desde la
compresion del vaso con pinzas, pasando por el cierre mediante la aplicaciéon de
lazos de distintos materiales y colocados de diferentes formas, a las técnicas de
oclusion intraluminal, colocando balones de oclusiéon o incluso otras de mas re-
ciente aparicidn, aplicando intraluminalmente preparados de perfil gelatinoso

que desaparecen pasado un tiempo con la inducciéon de cambios de temperatura.

La variedad de sistemas para conseguir la oclusion disefiados a lo largo de
la historia, y atin en la actualidad; viene a corroborar la preocupacién del cirujano
por las posibles complicaciones que la técnica de oclusién pueda producir, o por
el dafio vascular que pueda causar. En todos los casos siempre se ha pretendido
que esta oclusién dafiara lo minimo la pared del vaso, lo que no siempre ha resul-
tado posible, ya que la pared vascular como estructura viva reacciona a la posible

agresion del método oclusivo.

Han sido descritas en la literatura cientifica, tanto a nivel experimental
como a nivel practico las lesiones que algunos sistemas de oclusién pueden pro-
ducir en la estructura del vaso sanguineo y sus complicaciones posteriores. Los
cambios inducidos en el sitio de oclusién constituyen un potencial para cambios
patolégicos subsecuentes( 11) (114) (7) (9) (18), En los casos de oclusion vascular ex-
traluminal, ya sea por cierre de la luz por aplastamiento de la pared o por cons-
triccién de la misma, en mayor o menor manera la pared se ve alterada. Los me-
canismos se han podido considerar variados y van desde la lesiéon vascular por
ruptura de la pared mediante la aplicacion del sistema mecanico de aplastamiento
tipo pinza o clamp, hasta el de constriccion por lazo. Se considera que las diferen-
tes capas de la pared vascular se dafian teniendo en cuenta que la resistencia de

las mismas a la agresion es diferente. La capa intimal o mas interna es la mas
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fragil, y muy especialmente la cubierta endotelial. La capa mas externa o adventi-
cia es la mas resistente, y la media o muscular, que por otra parte se puede consi-
derar la base estructural de la pared del vaso tiene una resistencia a la lesion in-
termedia de ambas capas.

Desde el punto de vista mecanico, el aplastamiento que realiza una pinza
de hemostasia o clamp vascular, se produce sobre el vaso hueco cilindrico con po-
sicionamiento plano de la pared y con los bordes laterales que podria suponerse
seria la parte mas expuesta a la ruptura o desgarro parietal. En el sistema de
constriccion mediante lazo, ya sea colocado como una lazada o mediante torni-
quete de Rumel, la compresion es circunferencial con posible dafio de todo el
circulo o perimetro donde se aplica el lazo hemostatico. Se podra suponer que la
zona de mayor sufrimiento mecanico es donde se aplica el dispositivo estando
menos afectadas las zonas limitrofes.

Las respuestas adaptativa y curativa de las arterias a los dafios arteriales,
sirven para mantener la integridad estructural y funcional del arbol arterial. Las
respuestas normales, cuando se alteran las condiciones biomecanicas y/o las
condiciones hemodinamicas, resultan en cambios compensatorios en el grosor de
la pared arterial, el diametro de la luz o en ambos, mientras que las condiciones
anormales o patoldgicas pueden origina alteraciones que den lugar a la formacion

de estenosis, formaciones aneurismaticas o hiperplasia intimal obstructiva.

Las lesiones intimales, a nivel histolégico, se caracterizan por una migra-
cion de células musculares lisas desde la media hacia la intima, donde pierden su
capacidad contractil e incrementan su capacidad de multiplicaciéon y sintesis mo-
lecular (fenotipo proliferativo). Ademas, se produce un depdsito de material
trombotico (plaquetas y fibrina) y de matriz extracelular sobre el lugar de la le-
sion. La pérdida de células endoteliales deriva en una reduccion de actividad fi-
brinolitica en la pared del vaso y afectacion en su actividad bioquimica. Esta se-
cuencia subsecuente a la agresion intimal puede dar lugar a la formacién de

trombos y embolizacidn, estenosis del vaso o incluso su oclusién. Es un motivo de
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preocupacion constante en todas las formas de cirugia vascular y particularmente
en vasos de pequefio tamafio. Ha sido descrita tanto a nivel experimental (15 19)

como en estudios clinicos postquirtargicos (113),

Las células musculares lisas migradas a la intima pueden retornar a un es-
tado no proliferativo cuando la capa endotelial es restablecida o cuando cesan el
dafio agudo o la estimulacién crénica. Mientras que en condiciones normales es
dificil observar la multiplicacién de una célula muscular lisa de la pared vascular,
cuando se produce una lesion arterial experimental, entre un 15 y un 40% de es-
tas células presentan mitosis en las 48 horas subsiguientes al estimulo, efecto que
desaparece al desaparecer el estimulo. Las respuestas exageradas provocan un
engrosamiento de la intima, lo que puede producir la estenosis o una oclusién de

los vasos o de los injertos vasculares.

Es importante la fuerza de aplicaciéon de los mecanismos oclusores. Por
l6gica, las mayores lesiones se deberian producir en las circunstancia de aplica-
ciéon de mayor fuerza de oclusidn, al estrangular la pared del vaso y poderse sec-
cionar los elementos constitutivos del mismo. Se produciria una dislocacién de es-
tructuras o cizallamiento de las mismas, que seria mas marcado cuanto mayor
grado de presion y fuerza se ejerza. En este tipo de oclusiones con compresion de
la pared, se produce aplastamiento estructural del vaso con el cierre de sus vasos
propios vasa vasorum y aunque parezca paradoéjico, pueden producirse fendme-
nos de isquemia de la pared vascular, sobre todo si los periodos de aplicacion del
sistema oclusor son largos. Se recomiendan las fuerzas de oclusién minimas que

permitan detener el flujo sanguineo(13.15,17),

En este orden de cosas, a nivel del instrumental quirtrgico utilizado con fi-
nes oclusivos vasculares temporales, existe material que produce una menor
fuerza de cierre. Si bien deberia de preservar de posibles lesiones parietales vis-
cerales, por otro lado podria mostrarse insuficiente para impedir el paso de la

sangre a través de la luz del vaso. Muchos de los clamps vasculares disponen de
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un sistema de cremallera con la que se puede graduar la presion de cierre y por
lo tanto poder lograr situaciones de cierre efectivo en los limites de impedir la le-
sion. A nivel de microcirugia, los clamps se facilitan con indicaciones de presién
de cierre, posiblemente por la necesidad de disponer una material que deba de
evitar las lesiones de los pediculos vasculares basicos para conseguir el éxito de la
técnica. Existen clamps disefiados para ocluir vasos venosos de baja presiéon de
cierre y otros arteriales de mayor fuerza oclusiva, de la misma forma que también

existe dispositivos en los que la presion esta controlada dependiendo del modelo.

La patologia de los vasos, afade un factor fundamental en lo que se refiere
a posibles lesiones derivadas de la oclusién temporal de los mismos. Por un lado
los vasos sanos, que se ocluyan tienen una mayor resistencia a la lesidn. Esto se
debe a las propiedades tanto mecanicas como biologicas del vaso sano, por su
elasticidad, complianza, distensibilidad y recuperabilidad a las alteraciones
mecanicas de los mismos. Estas circunstancias se dan fundamentalmente en las
técnicas de microcirugia por un lado o en las técnicas de trasplante por otro, don-
de la necesidad de ocluir vasos se debe a que los mismos han de ser suturados pe-
ro en base a la finalidad de obtencién de un adecuado aporte sanguineo a las

visceras o tejidos irrigados por estos vasos.

En el lado contrario, nos encontramos con la necesidad de ocluir vasos en-
fermos con el propdsito de actuar sobre ellos o reparandolos en zonas alteradas o
sustituyéndolos por segmentos vasculares nuevos de tipo injerto o protésico.
Aqui, las posibles lesiones pueden ser mas acusadas a nivel de la oclusién al tener
una estructura vascular alterada, que en el momento puede ocasionar lesiones y a

largo plazo inducir desarrollos patolégicos a nivel del vaso.

La calcificacién es un elemento que incrementa el riesgo de lesiones. En
ocasiones se puede provocar la rotura del vaso y en otras, lesiones que perforan o
rompen su estructura, afladiendo el problema de la reparacién siempre dificulto-

sa llegando en ocasiones a situaciones imposibles. Ademas, la calcificacién hace
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que la oclusion del vaso a su nivel sea dificultosa o incluso imposible, y en muchas
ocasiones provoca una aplicacion mas agresiva de los sistemas oclusores incre-

mentando la lesion preexistente.

En biologia toda agresion conlleva una reaccion, defensiva en algunos ca-
sos, reparativa en la totalidad. Toda lesiéon del vaso provoca una reaccién en el
mismo. En vasos sanos con desarrollos de fendmenos de vasoespasmo que impli-
ca una alteracidn a veces a distancia de los mismos. Esta situacién es recuperable
por el mismo organismo reaccionando a corto o medio plazo con la vasodilatacién
y normalidad de la estructura parietal con recuperacion de la luz. Sin embargo si
la estructura se dafia desde el punto de vista estructural, el organismo y concre-
tamente el vaso desarrollara un proceso reparativo con los mecanismos a veces
inflamatorios locales y luego reconstructivos aunque en muy raras ocasiones se
logra una reparacién total del mismo. La fibrosis suele ser la base de un sistema
de reparacion que a veces, si las circunstancias locales, o la limitacion del dafio
producido lo permiten, conllevan la aparicién de componentes estructurales muy
semejantes a los originales, y nos estamos refiriendo especialmente a las células
musculares. Es deseable que en este proceso reparativo no se desarrollen situa-
ciones adversas, ya sea con debilitamiento de la pared dando lugar rupturas y
formaciones aneurismaticas o pseudoanerismaticas, o lo que suele ser mas fre-

cuente, que son reacciones oclusivas, generalmente parciales, tipo estenosis.

Con el vaso patoldgico, el proceso reparativo es diferente. Todo el poten-
cial regenerador esta disminuido y la celeridad del proceso se ve ralentizada por
un lado, y por otra parte, dificultado al no disponerse de los elementos reparati-
vos normales. Es normal que este tipo de agresiones por el cierre temporal del
vaso, induzcan al desarrollo de procesos patologicos a este nivel, potencidndose el
desarrollo y evolucién de lesiones, en especial en los procesos degenerativos pa-
tolégicos de la pared del vaso, como es el caso de la aterosclerosis. La reparacién

se ve soportada por la vascularizacién de la pared donde se implica muy espe-
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cialmente sus vasos propios como son la vasa vasorum, que en las enfermedades

vasculares suelen estar alterados.

Sobre otros métodos de oclusiéon vascular, como son los intraluminales ti-
po balén, ademas de menos efectivos, la lesién seria provocada por la alteracién
del endotelio, que como se sabe y en esto estan basados algunos modelos experi-
mentales de producciéon de dafio vascular(16. 70, 79, 141-144) pyeden inducir al desa-
rrollo de lesiones patologicas de la pared del vaso. También el efecto del balén
puede producir, sobre todo si producen mucha distensién por excesivo inflado o
excesivo tamafo, aplastamiento de la pared originada internamente por hinchado
del baléon(7¥ (con incremento del didmetro de la luz inicial e hiperplasia intimal y
estenosis secundaria), pero menos intensa que los producidos por aplastamiento
o constriccion del vaso. Estudios experimentales comparativos del dafio agudo
producido por la oclusion de la aorta abdominal mediante balén frente a clamp
vascular concluyen que este ultimo es mas lesivo que la técnica del balén endo-

luminal (16),

En la bibliografia cientifica disponemos de trabajos que estudian el grado
de dafio de algunos determinados clamps vasculares(10. 111, 145) y otras técnicas de
oclusion. Por ejemplo, Moore et al en 1985 (15 compararon el grado y severidad
del dafio endotelial producido por lazos vasculares de silicona y por diferentes
clamps vasculares metalicos en un modelo en arteria aorto iliaca de perro, apre-
ciando un dafio moderado a severo en los clamps de Cooley, DeBakey y Satinsky,
un dafio medio a moderado con el clamp de Fogarty y no apreciaron dafio con los

lazos vasculares.

También encontramos otros estudios que se preocupan de describir las ca-
racteristicas ideales de los clamps vasculares u otros sistemas de oclusién(12), o
describen novedosos disefios con el fin de minimizar el dafio, como los disefios de
Darcin en 2004 1), o modifican clamps preexistentes con el fin de minimizar el

dafio, como los trabajos de Dujovny en 1981 (), o incluso mucho antes, en 1966,
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los disefios de Thomas J. Fogarty (146) También podemos encontrar estudios com-

parando diferentes tipos de clamp (3.112),

Existen, asimismo, estudios que analizan y comparan el dafio que produ-
cen en el vaso sistemas de oclusion intraluminales frente a sistemas extralumina-
les sobre grandes vasos: Ozalp (16), en 2009, comparé el dafio producido por
clamp vascular frente a balén endoluminal en un modelo en aorta de conejo, lle-
gando a la conclusién de que, aunque ambos originaban dafio, el baléon endolumi-

nal debia de ser el método de eleccidon ya que el dafio era menor.

El proposito de nuestro estudio es evaluar el efecto que en la estructura de
la arteria a corto y medio plazo produce la oclusién temporal, comparando las dos
formas de oclusion extraluminal mas ampliamente utilizadas: Las que ocluyen el
vaso tangencialmente, mediante la aplicacién de clamps o pinzas vasculares a
través del aplastamiento paralelo de las paredes, y las que lo ocluyen circunferen-
cialmente, mediante la constriccién del vaso y estrechamiento de toda su circun-

ferencia, como los lazos y torniquetes.

6.1. Discusion del modelo experimental.

6.1.1. Justificacion del animal de experimentacion.

La actual normativa de proteccién de los animales utilizados con fines
cientificos, recomienda la busqueda de métodos alternativos cuando ello sea po-
sible. En este sentido, existen experiencias in vitro para estudiar el grado de lesion
que diferentes tipos de oclusores pueden causar en arterias sanas y con ateroscle-
rosis(2 147.148) pero mas alla de la lesiéon inmediata, es necesario un modelo vivo

para estudiar la reaccion bioldgica de la pared vascular a la agresion oclusora, sus
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cambios morfoldgicos y adaptativos en el tiempo, y las consecuencias que pueden

tener sobre la propia estructura vascular o sobre su funcién dichos cambios

Los ratones y las ratas constituyen el 77% de los animales utilizados en in-
vestigacion en Europa, segin las dltimas estadisticas publicadas por la Comisién
Europea, en el afio 2010 (149), La profusa eleccion de estos roedores se debe a sus
especiales caracteristicas. Siendo animales de pequefio tamafio, su reproducciéon
es facil y muy efectiva, y pueden ser alojados en cantidad considerable en un area
relativamente pequena. Su coste econémico de compra y mantenimiento no es
elevado, y puede utilizarse un nuimero de animales suficiente para obtener resul-
tados estadisticos validos. Ademas existe un amplio conocimiento acerca de su fi-
siologia, anatomia, genética y comportamiento, y los resultados significativos ob-
tenidos en roedores, tras ser interpretados cuidadosamente, pueden ser extrapo-

lados al hombre.

Dentro de las diferentes especies de roedores, la rata ofrece unas carac-
teristicas ideales para ser utilizada en modelos experimentales de cirugia vascu-
lar. Esta especie constituye un modelo animal de coste econémico razonable, facil
manejo y mantenimiento, que aina las ventajosas caracteristicas de los roedores
en investigacidn frente a otras especies (longevidad, homogeneidad del modelo
experimental, tamafio reducido y facil estocaje, facil reproducciéon y amplia difu-
sion del conocimiento sobre su fisiologia y caracteristicas) con un tamafio ade-
cuado para la practica quirurgica. Por ello, se han desarrollado muchas técnicas

quirdrgicas en esta especie, algunas sencillas y otras mas sofisticadas(130. 134,135),

Entre los centenares de stocks y cepas de rata de laboratorio existentes en
la actualidad, la Wistar Han es una linea no consanguinea de gran resistencia ex-
celente modelo multidisciplinar y multipropoésito en investigaciéon, disponible en

el Animalario de la Universidad de Valladolid en una colonia de cria propia.

La anatomia de su sistema vascular es similar al humano. La arteria caroti-

da de la rata es una arteria elastica de pequefio diametro, y su exposiciéon quirur-
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gica es muy accesible en esta especie. Se han utilizado otras arterias en algunos
estudios, como la aorta toracica, la iliaca comun, las arterias coronarias y las fe-
morales, pero la arteria cardtida tiene un facil acceso quiridrgico, ademas de per-
mitir mantener intacta y sin manipulacion la arteria contralateral, que servira
como control. Es ademas esta especie muy resistente a la oclusion de una de am-

bas carédtidas.

Microscopicamente, la arteria carétida de la rata se compone de las capas
intima, media y adventicia, al igual que otras arterias elasticas de otras especies y

el hombre.

Las limitaciones del modelo experimental animal y su transposicion imper-
fecta a la situacion humana han sido descritas por varios autores (150. 151), Por
ejemplo, la habilidad del endotelio y en general del tejido vascular para la repara-
cion de defectos es especifica de la especie, y las enfermedades vasculares no ocu-
rren naturalmente en animales experimentales. También es diferente la intensi-
dad de respuesta en las fases proliferativa y regresiva tras la agresion, como de-
muestra el trabajo de Kasza, en el que se compara la respuesta histopatolégica a

la implantacién de stents observada en el hombre y en el perro (151),

El espesor de formacion de neointima, asi como sus caracteristicas histo-
patolégicas también presentan variaciones segin especies (152 153), Incluso se han
descrito variaciones en la intensidad en la formacién de neointima entre ratas en

funcién de su edad (154 o cepa (155).

La longevidad de los animales habitualmente utilizados en investigacion es
muy inferior a la humana, y este factor es concluyente para la escasa frecuencia
de patologia cardiovascular. Existen no obstante diferentes modelos inducidos de
patologia vascular en diferentes especies animales, y algunos estudios que tratan

de valorar la respuesta de vasos aterosclerdticos a sistemas de oclusion (114), (156),

(157),
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Existen estudios (113)del efecto que el control del flujo sanguineo mediante
clamps tienen sobre los vasos en el ser humano, pero se limitan a detectar el gra-
do de estenosis que pueden provocar mediante técnicas de angiografia, no exis-
tiendo estudios en humanos del dafio intimal producido por clamps, ni de la posi-
ble hiperplasia intimal producida en el lugar del clampaje. Tampoco se han reali-
zado estudios que comparen el dafio vascular de los sistemas circunferenciales

frente al de los sistemas tangenciales.

Otras especies, como raton(58), conejo(®. 19), (16, 159) perro(® 114) (21) y cer-
do(2) (102,148) han sido utilizadas en experiencias que estudiaban la lesién en la pa-
red vascular producida por diferentes agresiones quirurgicas o dispositivos, pero
consideramos la rata como un modelo que alina las mencionadas caracteristicas
de economia del sustrato experimental, repetitividad y homogeneidad, con una
adecuada y previsible similitud en los resultados con otros mamiferos incluido el

hombre.

El presente modelo aporta una excelente herramienta para el estudio rele-
vante clinicamente de los efectos de la cirugia vascular en uno de sus aspectos
esenciales, e incorpora todos los procesos del traumatismo y la recuperacion a la
hora de valorar las diferencias de agresividad de cada uno de los métodos sobre la

pared vascular.
6.1.2. Justificacion del modelo de oclusion vascular.

Existen diferentes sesgos en el estudio. Las arterias estudiadas son de
aproximadamente 1 mm de diametro “in vivo”. Las fuerzas de oclusion para arte-
rias de otros calibres probablemente sean diferentes y requieran estudios adicio-
nales. Puesto que todas las arterias permanecieron permeables tras retirar el dis-
positivo, los dafios intimales observados no fueron clinicamente relevantes a cor-
to plazo. Sin embargo, a largo plazo, la hiperplasia neointimal que se desarrolle

puede originar situaciones clinicopatolégicas.
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Los vasos patologicos, con presencia de aterosclerosis y calcificaciones pa-
recen ser mas susceptibles que los no aterosclerosos a las lesiones originadas por
el clampaje (19.147,160,161) y otros medios de control del flujo como los circunferen-

ciales (162) y en este estudio no fueron considerados.

Kuhnel et al en el aflo 2004, comprueban que las arterias muestran una
mayor respuesta al traumatismo que las venas(12), tanto en el caso de incremento
en la fuerza de oclusién como en el tiempo de clamplaje. En este trabajo se evi-
dencia una mayor afectaciéon de la capa media en las arterias clampadas con fuer-
zas oclusivas altas (0.30 N) que en las venas. Durand y colaboradores(163) compa-
raron la respuesta de arterias y venas utilizando clamps desechables de baja pre-
sion. Ellos demostraron que en las arterias, todos los sistemas probados causaron
solamente lesiones de bajo grado. En contraste, en las venas, demostraron tanto
la naturaleza muy fragil del endotelio, y también la seguridad del clamp venoso de
baja presion. En nuestro trabajo solamente se valor6 el dafio de los sistemas pro-

ducidos en las arterias.

El tiempo de oclusiéon empleado fue de 60 minutos. Existen experiencias
desde 1 minuto hasta 30 minutos que concluyen que la lesién se instaura a partir
de este tiempo(® o que ese tiempo es suficiente para un procedimiento vascular
(21), Otros estudios aplican mayores tiempos de oclusién (19) o incluso Margovsky
et al evidencian en un trabajo experimental con ovejas(14) que la lesién provocada
por los clamps es parcialmente dependiente del tiempo de oclusion, pero que no
se incrementa significativamente a partir de los 30 minutos. Nosotros tratamos de
poner en evidencia el dafio que el material oclusor puede producir, y los tiempos
de clamplaje por eso han estado acorde con los trabajos que optaron por tiempos

de oclusién mayores.

Kiihnel et al (12) observaron mayor severidad en el dafio por el incremento
en la fuerza de oclusion que por la duracion de la misma. La importancia de la

fuerza oclusiva, proporcional directamente al dafio ya habia sido descrita en es-
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tudios comparativos del dafio producido por diferentes tipos de clamps(19) y en
estudios sobre la accion de la fuerza oclusiva de los dispositivos(163-167), E] trabajo
de Kiihnel difiere de los resultados obtenidos por Babin (2) en los que se concluye
precisamente lo contrario. Ambos trabajos estudian dafio vascular por presion,
pero en vasos muy distintos, aorta y arteria resistivas de pequefio calibre, y com-
parandolos parece que el mecanismo de dafio es distinto, y el lugar anatémico del
dafio también lo es (endotelial en la aorta de cerdo, muscular en la arteria renal
de la rata). También hay que tener en cuenta que la capacidad de reparacién del
dafio vascular es especifica de cada especie, que en el articulo de Babin es sobre
muestras de aorta de cadaver (que no se reparan), mientras que las muestras del
trabajo de Kuhnel se tomaron 14 dias después del trauma (y los tejidos epiteliales
reparan rapido), asi que un dafio endotelial en el momento del trauma a lo mejor
no es evidenciable dos semanas mas tarde. En este sentido coincide con trabajos
de Jackiewicz et al (11) que revelan que la reconstitucion y regeneraciéon del endo-
telio es muy rapida tras la lesion por el clamp. Y por ultimo que en la muestra de
cadaver es previsible un menor soporte estructural, por lo que el dafio mecanico

en el endotelio de esta muestra puede ser mayor.

En el mismo sentido del trabajo de Kuhnel, Pabst et al(17), en un estudio en
arterias caninas de la lesiéon producida por los lazos vasculares (vessel loops)
concluyen que la intensidad del dafio es proporcional a la fuerza de oclusién y es
minima a la minima fuerza de oclusiéon (MOF). En su comparaciéon con el clamp
vascular de Fogarty, apreciaron mayor dafio en este ultimo que con la aplicacion
de lazos vasculares, del mismo modo que concluyen Moore y colaboradores en su
trabajo(*>). Las lesiones provocadas por los vessel loops en este trabajo incluyen
dafio endotelial si se aplican a fuerza excesiva. En nuestro trabajo, no considera-

mos la presion de los diferentes métodos oclusores.

El sacrificio de los animales en nuestra muestra se produce a los 7 y a los
15 dias. Algunos trabajos valoran los resultados a los dos dias o incluso menos

(desde momento inicial), y suelen advertir de una mayor disgregacién y ruptura
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de la adventicia, probablemente debido a la diseccion de la misma durante el

abordaje arterial (11). Otros estudios consideran intervalos de tiempo mayores(>

168) |

6.1.3. Justificacion de los métodos de oclusion empleados.

La utilizacién de métodos de oclusion externos al vaso es la técnica mas
habitual de oclusién, reservandose métodos intravasculares en general para va-
sos de dificil acceso. Existen estudios indicativos de que los balones endolumina-
les causan menor traumatismo que la mayoria de los clamps vasculares externos,
(16) si son utilizados adecuadamente (tamafio acorde al didmetro del vaso, y pre-
sion de llenado no excesiva). Ofrecen también la ventaja de necesitar un menor
abordaje quirdrgico. Sin embargo no permiten el manejo o traccién del vaso del
mismo modo que los extravasculares, y clamps como el de Fogarty pueden ofre-
cer resultados en cuanto a lesion comparables al balén endoluminal si son utiliza-
dos a MOF (169), Los geles termosensibles no parecen mostrar hasta el momento
capacidad lesiva sobre la estructura del vaso, pero su uso aun no esta muy exten-
dido, y son necesarios mas estudios para valorar su utilizacion con fines oclusivos

vasculares.

Staab et al(140) en 1997, encontré una mayor tasa de reestenosis tras dafios
endoteliales que originan principalmente fibrosis adventicial (angioplastia con
balén térmico) que aquellos que provocan un inflamacién intensa (stent de co-
bre), aunque el trabajo de Toutouzas (118) sugiere la necesidad de estudios que re-
lacionen el impacto de la inflamacion en la adventicia con el desarrollo de hiper-

plasia intimal y reestenosis tras el dafio arterial.

Slayback (19) en 1976 estudi6 los efectos de la aplicacién de 5 clamps vas-
culares distintos (cuatro clamps microvasculares: Heifetz, Schofield, Yasergil, y el

fabricado por la Pilling Company, y uno convencional) sobre la superficie intimal
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en vasos con didmetros comprendidos entre 1 y 5 mm, bajo presidn controlada,
tiempos de oclusion y de restauracion de flujo de una hora y empleando dos gru-
pos de animales (conejos con alimentacién regular y otros con dieta inductora de
aterosclerosis). Las lesiones vasculares obtenidas variaban desde la distorsion in-
timal a la fractura completa de la capa media del vaso. El grado de dafio provoca-
do era directamente proporcional a la presion ejercida por el clamp. Las arterias
ateroscleroéticas eran particularmente mas sensibles a los grados severos de le-
siones intimales. Ademds observaban que la heparinizacion no era efectiva en la

prevencion de la formacion trombética en las areas de lesion intimal.

Babin-Ebell en 2010 (@) estudia las lesiones en el clamplaje arterial en la
aorta y su correlacion con el tiempo de oclusién y la presién. Los resultados indi-
can que los dafios en el endotelio no pueden ser evitados, siendo mayores en
tiempos mayores de oclusion (de 1 a 30 minutos en este estudio), independien-
temente de la fuerza de oclusion. La capa media sin embargo puede ser preserva-
da utilizando fuerzas de clampaje bajas. No obstante, en pequefias arterias muscu-

lares, la oclusion con clamps de presion controlada pueden evitar dafo vascular.

Pabst et al (17) estudiaron el dafo intimal causado por lazos vasculares
elasticos a distintas presiones en arterias caninas, comparandolo con el clamp de
Fogarty aplicado a la minima fuerza de oclusidon necesaria para detener el flujo
sanguineo (MOF). En todos los casos la oclusiéon se mantuvo durante 30 minutos.
Se tomaron muestras tras 30 minutos de reperfusién y 2 semanas después, con-
cluyendo que a MOF los lazos vasculares son menos traumaticos que el clamp. No
obstante, pueden provocar dafio intimal, proporcionalmente a la fuerza aplicada y

a las 2 semanas este dafio aln persiste.

Dentro de los clamps vasculares utilizados, hemos escogido un clamp vas-
cular no dentado, del tipo de los utilizados para vasos sanguineos de pequefio ca-
libre, y otro estriado transversalmente como representantes de dos tipos de

clamp vascular de amplia difusion. Los alfa-clips en los que la presion de cierre
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viene determinada por la deformacién del cuerpo del propio clamp, y que son los
mas habituales para pequefios calibres arteriales. En estudios(”) que comparan la
lesién producida por clamps con superficie lisa frente a rugosa, hojas anchas fren-
te a estrechas, largas versus cortas y con presiones menores frente a mayores, se
determina que cuanta mayor superficie hay para repartir la presion sobre el vaso,
la lesién es menor. Por tanto, con los clamps con superficie estriada, hojas anchas
y palas largas se producia una mayor lesiéon que con los que la tienen lisa, hojas
estrechas y cortas. La propia forma o disefio del clamp vascular aparece como
responsable de la fuerza aplicada a la pared y por ende de la lesion parietal origi-
nada(179), Existen estudios comparativos del dafio histolégico producido por dife-
rentes tipos de clamps vasculares en arterias arterioescleréticas que concluyen
que los clamps de eleccion en estos casos son el de Satinsky y el de Fogarty por

ser menos traumaticos que el de Potts o el Bulldog vascular(156),

La utilizacion de las bandas de silicona en las técnicas del lazo vascular (vessel
loops) y del torniquete de Rumel, responde a que son el material mas frecuente-
mente empleado por los cirujanos empleando ambas técnicas indistintamente. En
el caso del torniquete de Rumel utilizando cintas de silastica, ha sido descrito co-
mo un método de oclusién vascular atraumatico en técnicas laparoscépicas (116) y
ademas facilita la oclusién y permeabilizaciéon de forma intermitente, por lo que
es un sistema con gran utilidad quirtrgica. La aplicaciéon de lazos vasculares a la
minima fuerza de oclusién necesaria (MOF) demostré producir un minimo dafio
intimal que se veia incrementado conforme aumentaba la fuerza de aplicacién del
lazo sobre el vaso, aproximandose dicho dafio al producido por un clamp de Fo-
garty conforme los estudios de Pabst (17). Sin embargo, estudios de Barone et al en
los que se afiade la valoracidn de la funcion vascular(® de contraccién y relajaciéon
in vitro, arrojan mejores resultados en algunos tipos de clamp vascular que los la-

z0os con banda de silicona.

En cuanto a la utilizacion del torniquete en cirugia cardiovascular existen evi-

dencias de que lesiona la intima y tejido subendotelial(171),
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6.1.4. Justificacion de las técnicas de microscopia.

De todas las tinciones utilizadas para histomorfometria, la combinacién de
hematoxilina eosina es la mas comun. (144172), Tifie de azul oscuro los nucleos ce-
lulares, de rosa el citoplasma, algo mas oscuras las fibras musculares y la fibrina y
de rojo anaranjado los eritrocitos.

Tulis et al presentan en su revision sobre el método de provocar y estudiar
la lesion vascular producida por un balén intraluminal, los parametros morfomeé-
tricos adecuados (144 especificos para el andlisis en estudios de lesion arterial en
carotida de rata e incluyen los perimetros de la luz, la lamina elastica interna, la
lamina elastica externa y las areas dentro de la luz, de la lamina elastica interna y
de la ldmina elastica externa (por medicién directa). También areas de la capa
media y neointima (calculadas). Adicionalmente, espesor de la neointima y media
pueden ser medidas directamente como un elemento adicional para estimar el
remodelado arterial. Estos parametros también pueden ser estudiados en la ad-
venticia. Todas estas medidas pueden ser tomadas mediante la utilizacién de los
objetivos 10X (magnificacién 100 X) y 40 X (magnificacion total 400 X).

El tratamiento del animal con azul de Evans (144 168,173) ynos minutos antes
del sacrificio ha sido utilizado para estudiar la extension de la lesion endotelial
(que se tifie con el colorante azul) inmediatamente tras ser producida y también
para estimar la regeneracion endotelial, aunque existen evidencias de que esta
tincion puede originar cambios ultraestructurales en el endotelio(!74), lo que debe
tenerse en cuenta en los estudios sobre agresidn al vaso.

En nuestro trabajo, determinaremos por métodos morfométricos: Grosor
maximo de la media, drea de la luz vascular, grosor total pared, didmetro maximo
de la luz vascular, trombosis y presentacion de neointima.

Los estudios mediante microscopia electrénica de la lesiéon vascular post-
oclusién generalmente han utilizado la histopatologia estableciendo escalas de

dafio que otorgaban un valor numérico a la severidad de la lesién, muchas veces
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de 0 a 5, valorando el dafo intimal, la integridad endotelial, el depésito de fibrina

o plaquetas, o la formacion de trombos (7).

0 | Dafio intimal no visible; minimo depdsito de plaquetas y de fibrina.

1 | Ligero aplanamiento endotelial pero no disrupcion de la integridad endotelial.

2 | Ligera disrupcion de la integridad endotelial, depdsitos de plaquetas y fibrina.

3 | Disrupcion endotelial con depdésito mas pronunciado de plaquetas y fibrina.

4 | Fractura endotelial, formacion de crater, depoésito de plaquetas y fibrina.

5 | Fractura endotelial severa con exposicion de la media y formacién de trombo.

o « o . . o . s . 17
Tabla 22: Escala para lesiones intimales estudiadas mediante microscopia electronica el

6.2. Discusion de los resultados.

6.2.1 Grosor maximo de la capa media.

En cuanto a la comparacion entre los métodos que comprimen tangen-
cialmente el vaso frente a los que lo comprimen rodeando su perimetro, el grosor
de la media en los primeros 7 dias resulta mayor en las técnicas circunferenciales
que en las tangenciales, sin alcanzar significacidn estadistica. En el caso de las cir-
cunferenciales, presentan un mayor grosor maximo de la media que las arterias

control.

Alos 15 dias, el grosor maximo de la media es mayor en ambos grupos que

en el control.

En ambos casos nuestros resultados coinciden con los del trabajo de Tsu-

kahara et al (168) en el que se presentan los resultados del clampaje de la arteria
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carotida de la rata en diferentes tiempos postoclusivos y que determinan un en-
grosamiento en la capa media que comienza a manifestarse a los 7 dias tras la le-
sion y persiste al menos durante las 12 semanas que dura el estudio. La lesion que
se desarrolla inicialmente en la capa media por el aplastamiento(175) por uno u
otro medio oclusivo conlleva la aparicidon de células inflamatorias y un proceso
primero degenerativo y posteriormente regenerativo con mayor presencia celular
y de tejido fibroso, lo que explicaria el engrosamiento en esta capa durante el pro-

ceso reparativo.

90,0

85,0 et

80,0 /
// === Tangenciales
75,0 / Circunferenciales

Control

70,0

65,0 T )
7 dias 15 dias

Figura 54 Grosor maximo de la media, métodos tangenciales vs circunferenciales, en um

También, las arterias control de los animales sacrificados a los 15 dias
postquirurgicos, mostraron un engrosamiento de la media respecto a los animales
sacrificados a los 7 dias. Este hecho puede explicarse puesto que la inflamacién
estimula la migracion y proliferacidon de células musculares lisas de la capa media,
con infiltracion leucocitaria. Si la respuesta continua, se produce un engrosamien-
to de la pared arterial, pero puede ser compensado con una dilataciéon gradual del

vaso, por lo que la luz podria permanecer inalterada.
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Menores areas de la capa media son descritos por Herdeg et al (176) relacionados
con un mayor dafio arterial. En su trabajo la lesidn arterial se producia mediante
la implantacion de stents y la disminucién en el tamafio de la capa media era pro-
ducida por la compresidn de la misma, con un incremento del area de la neointi-
ma y un estrechamiento de la luz vascular. Se evidencia por tanto una vez mas la
diferencia de respuesta de la pared del vaso ante la lesién causada intraluminal-

mente de la que causa la lesion extravascular.

6.2.2 Area de la luz vascular.

A los 7 dias, tanto las arterias ocluidas con sistemas circunferenciales como las
ocluidas con dispositivos tangenciales, presentaron mayor area de la luz que las
arterias control. Es mayor el drea en las arterias que utilizan técnicas tangenciales

que las circunferenciales, situaciéon que se sigue observando a los 15 dias.

300000
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Figura 55: Area de la luz comparando tangenciales vs circunferenciales y controles en ym
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Todos los grupos tratados presentaron a los 7 dias una mayor superficie de
luz vascular que el grupo control, siendo ademas significativamente mayor dicha
superficie en el grupo tratado con el bull-dog vascular que en el grupo tratado con

el torniquete de Rumel (a los 7 dias).

A los 15 dias, los grupos tratados con bull-dog vascular y lazo vascular
mostraban un mayor area de la luz que el grupo control, y el grupo tratado con
bull-dog vascular continuaba presentando también un mayor area que el grupo

tratado con el torniquete de Rumel.

Herderg et al. (176) describen en sus trabajos un menor area de la luz vascu-
lar en las arterias con mayor dafio tras la implantacién de stents. En el caso de su
trabajo, el dafio se produce mediante un mecanismo intraluminal, y en la linea de
lo observado anteriormente por otros autores (177) este menor area de la luz viene
motivado por un engrosamiento de la capa intima con formaciéon de neointima.
Otros estudios determinan que tras el engrosamiento de la pared, se produce una
dilatacion del vaso que podria compensar el previsible estrechamiento de la luz,
que permaneceria inalterada o levemente alterada. En nuestro trabajo, se observa
en todos los animales tratados por uno u otro método, y tanto a los 7 como a los
15 dias un incremento en el tamafio del area de la luz respecto a los vasos control,
que puede ser consecuencia de la dilatacion postestendtica por efecto del flujo
turbulento que crea la estenosis producida por el incremento en el grosor de la
pared del vaso. Existe coincidencia en estos resultados con el estudio de Tsuka-
hara y colaboradores(168). En su caso, y también en arteria carétida de rata, se
produce una lesion vascular mediante clampado con clip de Yasargil. Observan
una luz normal en los primeros momentos tras la lesion y hasta el dia 7. En la si-
guiente valoracién, a partir del dia 30 y hasta el 90 el area de la luz es significati-
vamente mayor en las arterias tratadas que en las arterias control. En el caso de
este trabajo, como en el que presentamos aqui, el dafio se produce extraluminal-
mente y en arteria de rata, lo que corrobora posiblemente la diferencia de res-

puesta a la lesidn que se presenta en las diferentes especies animales.
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6.2.3 Grosor total de la pared vascular.

Los animales tratados por alguno de los dos grupos de dispositivos tuvie-
ron un mayor grosor total de la pared que las arterias control. Las técnicas circun-
ferenciales producen un mayor grosor en la pared arterial que las técnicas de

compresion tangencial. Esta situacion se puede apreciar alos 7 y a los 15 dias.

Alos 7 dias, los animales tratados con clamp vascular, torniquete de Rumel
y lazo vascular presentaron un mayor grosor total de la pared vascular que los

animales control y que los animales tratados con bull-dog vascular.

En cuanto a los animales sacrificados a los 15 dias, presentaron un mayor
engrosamiento de la pared vascular los animales tratados con bull-dog, tornique-
te de Rumel y lazo de Potts que los tratados con el clamp vascular. A su vez, los
animales cuyas arterias se ocluyeron con el torniquete de Rumel, presentaron un
mayor grosor total de la pared que los tratados con el bull-dog vascular. Y los tra-
tados con el bull-dog, el torniquete y el lazo presentaron mayor grosor que el

grupo control.

Herderg en 2003 (176), presenta un estudio para determinar los efectos be-
neficiosos de las estatinas en las estenosis por stent de arterias de conejos normo
e hipercolesterolémicos, concluyendo que un mayor nivel de dafio en el vaso se
corresponde con un mayor area de la capa intima, pero un menor area de la capa
media. Esto podria deberse a que la capa media es la principal fuente de células

para la creacién de neointima (178),
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Figura 56 Grosor de la pared, tangenciales vs circunferenciales, en um

6.2.4 Presentacion de trombosis.

Ninguna de las arterias control a 7 ni 15 dias mostr6 evidencia de trombo-

sis.

En cuanto a las arterias tratadas, 4 de las tratadas con CV, 3 con TR, 1 con

BD, y 4 con LZ y sacrificadas a los 7 dias mostraron algin grado de trombosis.

En cuanto a los animales sacrificados a los 15 dias, 0 con CV, 2 con TR, 2

con BD y 3 con LZ presentaron en las muestras algiin grado de trombosis.

Los resultados arrojan una presentacién de trombos de un 23,75% en las
arterias ocluidas con algun sistema frente a un 0% en las arterias no tratadas. Es-
tos resultados difieren de los obtenidos por Slayback et al (19) que ofrecian unos
resultados de un 75% de las arterias ocluidas mediante algun tipo de clamp oclu-
sor presentando trombos. En este caso trabajaron con conejo Neo Zelandés, y sus

estudios preliminares indicaban que la utilizacién previa de anticoagulantes no
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ayudaba a prevenir la aparicion de trombos en el lugar del dafio intimal. El estu-
dio de Slayback et al. recogia la muestra tras una hora de oclusion y 10 minutos
de reperfusidn, no contemplandose por tanto la reparacion del vaso, sino unica-

mente la lesién poducida por los diferentes tipos de clamps.

Esta diferencia puede coincidir con la mayor respuesta proliferativa de los
modelos de lesidn vascular en arteria carétida de la rata frente a otras especies
que muestran una respuesta mas trombotica (152), Esta respuesta mas proliferati-
va que trombogénica esta relacionada con la mayor eficacia de agentes que redu-
cen la migracion de células musculares lisas y la proliferacion en el modelo en
cardtida de rata(87.179), que sin embargo muestran escasa actividad en ensayos en

humanos.

La baja incidencia de trombos o trombosis, sin significaciéon estadistica,
hace suponer que la terapia con anticoagulacién no es necesaria en esta especie,
aunque estudios mas completos y comparativos entre las especies animales mas
utilizadas en cirugia vascular experimental resultarian de utilidad, dada la varia-

bilidad interespecifica mostrada en distintos estudios.

6.2.5 Presentacion de neointima.

Alos 7 dias dos de las arterias ocluidas con Torniquete de Rumel presenta-
ron neointima en el estudio histologico. A los 15 dias tras la oclusion, se observa
presencia de neointima en una de las arterias ocluidas con Torniquete de Rumel,
una de las tratadas con Clamp Vascular y tres de las ocluidas mediante Lazo Vas-

cular.

La diferencia entre especies en cuanto a la respuesta hiperplasica de la
intima ha sido descrita en algunos estudios. Las integridad de la lamina elastica
interna en especies de mayor tamafio que la rata, como cerdos, perros y primates

no humanos es determinante para el inicio en la formacién de neointima(152). Sin
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embargo, en la arteria carétida de la rata la denudacion endotelial es suficiente
para inducir la respuesta hiperplasica de la intima (180) (181), Esto se puede explicar
porque en los procedimientos para lograr la denudacion endotelial, se produce
también un dafio a la elastica interna que permitiria una mayor migracién de
células musculares desde la capa media. Existen ademas fundamentales diferen-
cias en la formacién de neointima entre especies, no solamente en cuanto a la can-
tidad de neointima formada, sino también a la histopatologia de la misma. Tam-
bién existen evidencias de diferencias en la neointima resultante de la agresién
vascular entre diferentes cepas y stocks de rata(155), Resulta de interés la forma-
cion de neointima en los casos de implantacién de stents, angioplastia, recons-
truccién arterial(®33) u otros procedimientos en los que esta neoformacién sienta
las bases para la aterogénesis, formacién de trombos o incluso oclusién en un pla-
zo de tiempo. De hecho, la hiperplasia intimal es la principal causa de reestenosis
tras intervenciones cardiovasculares. Existe en estos casos la preocupacion de
testar farmacos en distintos modelos animales(182) cuyo fin es precisamente redu-
cir la proporcion de esta complicacidn, que actualmente se sitia en un 50% de
uno a diez afios, o incluso en un 50% de los pacientes tratados por angioplastia
dentro de los 18 subsecuentes al procedimiento como tratamiento en la enferme-
dad coronaria(183). La eleccién del modelo animal de estenosis podria ser el moti-
vo de las discrepancias halladas en la eficacia de los agentes destinados al trata-
miento preventivo de la reestenosis (184) en ensayos clinicos que previamente
habian mostrado eficacia en otras especies con un patréon de cinética celular mas
“proliferativo”. Los estudios a largo plazo de la denudacién endotelial en arteria
cardtida de rata(173), sin embargo, no mostraron un engrosamiento intimal ni
fendmenos tromboticos, por lo que parece una especie resistente a este ultimo

proceso.

Los trabajos de Jackiewicz et al (11), estudiando la recuperacién estructural
y ultraestructural bajo microscopia Optica y electronica del dafio producido por

un clamp de Scovell-Lewis en pequeias arterias de rata, observan un engrosa-
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miento en la intima al hacer la observaciéon mediante microscopio éptico a los 7
dias tras la cirugia, que desaparecen cuando se hace el estudio a los 14 dias. Se
supone entonces que la reconstitucion y regeneracion del endotelio es muy rapi-
da tras el dafio; aunque ultraestructuralmente permanecen cambios en las unio-
nes interendoteliales que pueden ser la base donde se asienten los cambios pa-

tologicos subsecuentes en el sitio de clampado.

La mayor observaciéon de neointima en arterias ocluidas con sistemas de
presion circunferencial, aunque sin significaciéon estadistica, podria indicar una
mayor capacidad lesiva a nivel de la membrana elastica interna, por lo que estu-
dios futuros en los que se valore histolégicamente la formacién de neointima en-

tre ambos grupos de sistemas podrian resultar de interés.
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Moore | 1985|Perr0 Microscopia Electrénica Aorta infrarrenal |Clamp DeBackey 5[15y 30 minutos 3
Valora dafio Endotelial lliacas Clamp hydragrip Fogarty 5 1-2
0: No dafio Clamp Cooley 5 3
1: Deformacién endotelial Clamp Satinsky 5 2-3
2: Desgarro endotelial menor de 3mm Cinta umbilical 2 0
3: Denudacién endotelial mayor 3 mm Lazo con silastic 5 0
4: Dafio endotelial y en capa media Control 5 0
Pabst | 1987| Perro Microscopia Electrénica Caroétidas Lazo silastic a MOF (99g +/-3) 3|30 minutos 1,3
Valora dafio Endotelial lliofemorales Lazo silastica 150 g 3 0,7
0: No dafio, minimo depésito plaquetas o fibrina Lazo silastica200g 2 1,8
1: Ligero aplastamiento endotelial sin disrupcion Lazo silastica 250 g 4 4,4
2: Ligera disrupcién endontelial con plaquetas y fibrina Clamp hydragrip Fogarty a MOF 3 3,7
3: Disrupcién mas severa
4: Fractura endotelial, crateres, fibrinay plaquetas Lazo silastic a MOF (99g +/-3) 8 0,4
5: Fractura endotelial severa, exposicion de la mediay formacion de trombos Lazo silastica 250 g 6 2.8
Clamp hydragrip Fogarty a MOF 1 3

Tabla 23 Otros estudios comparativos vessel loops vs clamp vascular




Discusion

6.3. Futuros estudios.

El estudio ha sido realizado sobre arterias sanas. Aunque es importante
conocer la respuesta de las mismas ante los diferentes sistemas de oclusidn, no se
puede obviar que el manejo quirdrgico vascular en muchas de las ocasiones, esta
asociado a la existencia de vasos con patologia previa. Puede estar asociado a le-
siones focales y bien localizadas, como suele suceder en cirugia cardiaca corona-
ria o neurocirugia, o bien en lesiones mas difusas o generalizadas como puede ser
mas habitual en cirugia vascular. La patologia aterosclerotica es la de mayor inci-
dencia, y es importante conocer también el dafio que los diferentes sistemas de
oclusién pueden ocasionar en vasos con esta lesion en sus diferentes estadios,
desde la estria grasa hasta la placa calcificada. Existen diferentes estudios que
concluyen en que se produce mayor dafio en la oclusién temporal si las arterias
presentan aterosclerosis(147.162), Ademas de los posibles estudios iniciales in vitro
sobre arterias de cadaver, existen modelos animales, espontaneos o inducidos
que son utilizados en estudios sobre aterosclerosis y que podrian ser utiles para
avanzar en el conocimiento sobre el dafno que el manejo vascular puede infringir

sobre la estructura de las arterias enfermas.

Desde que en 1908 Ignatowski(183) indujo aterosclerosis en conejos a
través de una dieta rica en proteinas animales, se ha conseguido el desarrollo a
través de diferentes tipos de dietas de lesiones ateroscleréticas en multitud de
especies animales: Ratones, ratas, conejos, hdmster, cobaya, diferentes aves como
palomas, gallina y codorniz, carnivoros como el perro o el gato, cerdos, y primates
no humanos (186), El pollo alimentado con una dieta alta en colesterol desarrolla
un modelo de aterosclerosis muy similar al humano, en el que se presentan lesio-
nes en la arteria aorta abdominal(187), cosa que no parece suceder con otras espe-
cies como el conejo, que sin embargo presenta un metabolismo lipoproteico simi-

lar al humano. El principal inconveniente de este modelo aviar radica en que no
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parece manifestar lesiones ateroscleroticas avanzadas ni especialmente compli-

cadas.

Actualmente, ademas de estos modelos inducidos por dieta y los que pre-
sentan la patologia de forma espontanea debido a alguna alteracion genética, se
unen los animales modificados genéticamente (transgénicos, knockout y knockin),
que merced a los avances en la manipulaciéon del genoma se han ido creando y
que permiten un mayor conocimiento de la interaccion de los factores genéticos y
ambientales implicados en el desarrollo, prevencién y tratamiento de la ateros-
clerosis. El raton transgénico deficiente en apolipoproteina-E (Apo-E), es otro
modelo, en este caso murino, carente de esta apolipoproteina encargada de
transportar los excedentes de lipidicos para su normal metabolizacién al higado,
por lo que el modelo animal es hipercolesterolémico y desarrolla lesiones de ate-

rosclerosis muy similares a las que suceden en el ser humano (47, 188,189) |

La existencia de diferentes modelos animales de aterosclerosis permitiria
por tanto el estudio de la lesién de los métodos de oclusién también sobre vasos
con patologia previa, lo que conllevara una mayor informacién a la hora de elegir
un método en detrimento de otros. No obstante, habria que prestar especial aten-
cion a las diferencias existentes entre los distintos modelos animales, con el fin de
elegir de entre ellos el que presente una mayor semejanza en cuanto a localiza-
cion en el sistema vascular y grado de lesidn al que podria presentar el ser huma-
no, sus caracteristicas histopatolégicas y su respuesta al tratamiento. En cuanto a
estudios farmacoldgicos para la prevencién del fendmeno de estenosis tras la
oclusion temporal de la arteria, la eleccidn de la especie adquiere especial impor-
tancia dada la diferencia que existe en la respuesta vascular a la agresion en las

distintas especies o incluso entre cepas de la misma especie.

Seria conveniente también un estudio a largo plazo de las lesiones produ-
cidas por los sistemas oclusores, dado que el presente estudio se centra en los

efectos agudos y subagudos. Parece relevante valorar la regresion y evolucion del
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dafio producido en el tiempo, la posible apariciéon de nuevas lesiones o la curaciéon
completa del proceso. En este sentido, los estudios de Dobrin (®) a los 6 meses
postoclusién mostraban alteraciones estructurales aunque no funcionales. Estu-

dios mas amplios y a mas largo plazo serian de enorme interés.

Por otra parte, los estudios que valoran la funcién vascular postoclusiéon
también resultarian de interés. En este sentido, Tsukahara (168)comprob6 como la
oclusién temporal de la carétida de la rata causaba disfuncién tanto en el endote-
lio como en el musculo liso. La recuperacion de la contractibilidad del musculo fue
mas lenta que la recuperacion de la funcidn relajante del endotelio, siguiendo el
mismo patrén regenerativo que los estudios histologicos, y que concluyen con la
total recuperacion funcional. Estudios comparativos de la recuperacién de la fun-
cionalidad vascular entre los métodos oclusivos serian de utilidad a la hora de es-

coger la técnica en cada intervencién.

6.4. Resimen de la Discusion.

Los resultados observados en nuestro trabajo demuestran la capacidad le-
siva en la estructura de la arteria de ambos grupos de oclusién extraluminal. Tan-
to los métodos tangenciales como los circunferenciales ocasionan un engrosa-
miento de la capa media, resultado probablemente de los procesos reparativos de
la misma tras la lesién por aplastamiento que producen ambos métodos. En el ca-
so de los métodos circunferenciales, este engrosamiento es mayor dado que posi-
blemente también la superficie lesionada por aplastamiento es mayor o lo es en

mayor grado.

En cuanto al endotelio, no existe evidencia de su lesion, pero la bibliografia
consultada confirma la rapida capacidad regenerativa de la capa intima en este
modelo de oclusion vascular extraluminal en rata, que se produce en los primeros

momentos tras la lesion, por lo que serian convenientes estudios histolégicos se-
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riados en el tiempo de lo que sucede en la capa intima desde la lesion hasta su re-
generacion o lesion estenosante en diferentes especies, con el fin de conocer lo

que sucede en el ser humano.

El area de la luz es mayor en las arterias tratadas que en el control. La re-
generacion de la capa de musculo liso puede ser mas lenta y esto podria haber si-
do la causa del tamafio luminal mayor en el periodo de recuperacion crénica. En
el caso de las arterias tratadas por métodos circunferenciales, esta area es menor
que en las tratadas con métodos tangenciales debido a que su capa muscular ha
sido mas dafiada y su engrosamiento mayor. Los resultados obtenidos en el area
de la luz corresponden también a los obtenidos en el didmetro maximo de la

misma.

El grosor total de la pared mayor en las arterias tratadas con métodos cir-
cunferenciales, viene a corroborar lo que se aprecia en los datos anteriores y
podria deberse ademas de a la capa media al resto de paredes del vaso, no estu-

diadas separadamente en el presente trabajo

En conclusion, nuestro estudio sobre el modelo de oclusion extraluminal
en arteria carétida de rata, demuestra que los métodos tangenciales dafian menos
la estructura de la pared arterial que los métodos circunferenciales, produciendo
una menor alteracion en el grosor de la pared vascular y una menor estenosis de
la luz. Serian de utilidad estudios sobre otros modelos animales y sobre arterias

con patologia previa que determinaran si la respuesta es similar.

Oclusién vasculary daiio histolégico

145



ONCLUSIONES




Conclusiones

7. CONCLUSIONES

1. Los sistemas de clampaje tangencial (clamp vascular no dentado y bulldog
vascular) presentan una menor proliferaciéon en cuanto al grosor total de
la pared que los métodos circunferenciales (torniquete de Rumel y lazo
vascular de Potts), en el modelo de clampaje arterial en arteria carotida

comun.

2. Los sistemas de clampaje tangencial (clamp vascular no dentado y bulldog
vascular) presentan una menor proliferacién en cuanto al grosor de la ca-
pa media vascular que los métodos circunferenciales (torniquete de Rumel
y lazo vascular de Potts), en el modelo de clampaje arterial en arteria caro-

tida comun.

3. Los sistemas de clampaje tangencial (clamp vascular no dentado y bulldog
vascular) provocan una menor disminucion del area de la luz arterial que
los métodos circunferenciales (torniquete de Rumel y lazo vascular de

Potts), en el modelo de clampaje arterial en arteria carétida comun.

4. Se observé una menor incidencia de trombosis y de formacién de neointi-
ma con los métodos de oclusion arterial por sistemas de clampaje tangen-
cial (clamp vascular no dentado y bulldog vascular) que con los métodos

circunferenciales (torniquete de Rumel y lazo vascular de Potts).

5. Los métodos de oclusién arterial tangenciales (clamp vascular no dentado
y bulldog vascular) producen un menor daio morfolégico arterial en com-
paracion con los métodos circunferenciales (torniquete de Rumel y lazo

vascular de Potts).
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