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RESUMEN

Introduccion: El empleo en la clinica de los aloinjertos vas-
culares se remonta a la década de 1950, pero la aparicion de
grandes complicaciones y el desarrollo de las prétesis sinté-
ticas contribuyeron a que se desistiera en su utilizacion. Las
protesis sintéticas estin lejos de ser el sustituto ideal, y el
sembrado endotelial en las mismas no es efectivo. La necesi-
dad de nuevos sustitutos vasculares es muy evidente.
Disefiamos nuestro estudio en base a los mejores métodos
actuales de extraccion y preservacion de los vasos, teniendo
en cuenta que las superficies vasculares nativas son el subs-
trato ideal para el sembrado endotelial.

Objetivo: Estudio del efecto conjunto de la criopreserva-
cion y el recambio del endotelio donante por endotelio del
receptor en la disminucidn del rechazo en el transplante de
arterias.

Material y Métodos: A 24 perros beagle adultos reparti-
dos en cuatro grupos, que fueron anestesiados con tiopental
sddico (30mg/Kg/IV), intubados y mecdnicamente ventila-
dos, se les transplantaron en la aorta infrarrenal segmentos
de 1,5 cms de las aortas de otros perros, crioconservados a
temperaturas de +4°C(A), -30°C(B), -80°C(C) y -196°C(D)
durante 30 dias, denudados de su endotelio y sembrados con
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endotelio del receptor, procedente de la vena safena interna.
A 6 perros de un 5° grupo control(Co) se les transplanto,
con la misma técnica, segmentos de aorta frescos. A 6
perros de un 6° grupo testigo(T) se les realiz6 una operacicn
simulada. Se evalud el estudio clinico, angiogrdfico, de
trombogenicidad y los animales fueron sacrificados segiin el
protocolo, a los 3 y los 6 meses para la valoracién mediante
los estudios macroscopicos, y de microscopia dptica y
microscopia electrénica, asi como el test de trombogenici-
dad.

Resultados: La mortalidad se elevd al 11 %. La permeabi-
lidad fue del 100 % para los grupos D y T, de un 66,6 %
para los grupos By C, y de un 33,3 % para el grupo A,
tanto a 3 como a 6 meses. En contraposicién, el grupo Co
tuvo una permeabilidad del 33,3 % y 0 % a 3 y 6 meses.
No se observaron reacciones de rechazo en los grupos B, C
y D.

Conclusiones: Los aloinjertos arteriales nativos criopre-
servados y endotelizables pudieran llegar a ser una alter-
nativa a las protesis sintéticas tradicionales. El proceso de
sembrado con alta densidad de células endoteliales autdlo-
gas inhibe la trombosis precoz del injerto.

Palabras clave: Aorta; homoinjerto; criopreservacion;
sembrado endotelial.

SUMMARY

Introduction: The use of vascular homografts in human
medicine started in the 50s, but it ended soon because of
arterial homografting complications, and synthetic graft
development. Furthermore, the synthetic prosthesis are far
from the ideal vascular substitute, and there is no effecti-
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veness in its endothelial seeding. The necessity of new vas-
cular substitute is for this reason evident.

Objective: We will try to know the effects of both arterial
criopreservation and donor endothelium substitution by
recipient endothelium to ameliorate the rejection reaction
in arterial transplantation.

Methods, Design, Setting: Four groups of beagle dogs
(A,B,C,D) with 6 animals 6 months old and 12 kgs in each
group underwent 1,5 cms homograft aortic artery trans-
plantation, criopreserved at +4°C (A), -30°C (B), -80°C (C)
and -196°C (D) during 30 days and seeded with recipient
greatest saphenous vein endothelium transplantation. In a
fith group (Co) with 6 animals fresh aortic transplantation
was carried out. In a sixth group (T) with 6 animals sham
operation was carried out.

Measurements: We evaluated mortality and permeability
rates, doppler study, angiography, thrombogenicity. All
the animals were sacrificed at 3 and 6 months, and the
criopreserved aortic and fresh homografts, evaluated for
the histological aspects with light scanning and electron
microscopy.

Results: The overall mortality rate was 11 %, the permea-
bility was 100 % in groups D and T, 66,6 % in groups B
and C, 33,3 % in group A, at 3 ad 6 months. However the
permeability in group Co was 33,3 %, and 0 % at 3 and 6
months respectively. There were no rejection reaction in
groups B, Cand D.

Conclusions: The criopreserved arterial homografts see-
ded with recipient endothelium would be an alternative to
syntethic prostheses. The autologous endothelial sodding
avoids early graft thrombosis.

Key words: Aorta; homograft; criopreservation;
endothelial seeding.

Introduccién

Muy préximos al final del siglo xx, ha aumentado
el nivel y expectativa de vida de la poblacion en los
paises desarrollados, y esta circunstancia, entre
otras, ha movido a conseguir enormes progresos en
el ambito de las Ciencias en general y de la Medicina
y de la Cirugia Vascular en particular, y entre ellos el
transplante de érganos aparece como una actividad
por excelencia.

El gran avance en el conocimiento de las reaccio-
nes inmunitarias nos permite transplantar diferentes
tipos de tejidos y de 6rganos. Este principio, que ha

sido puesto en practica con éxito en las sustituciones
sanguineas, en los trasplantes de rifién, corazoén,
higado, pulmén, etc., sorprendentemente no ha sido
aplicado de forma sistemdtica a la sustitucién de las
arterias.

Las consideraciones por lo cual esto ocurre tienen
su origen en hechos del pasado, que se identifican,
en algunos casos, con acontecimientos importantes
del desarrollo histérico de la Cirugia Vascular, pero
es obvio que las posibilidades actuales permiten
renacer la esperanza de la utilizacién de las arterias
de un donante de la misma especie para sustituir las
arterias enfermas del receptor.

La Cirugia Vascular y los trasplantes de 6rganos
han tenido un origen comun, en los primeros afios
de este siglo. Carrel (1) describié los principios técni-
cos actuales de las anastomosis vasculares a través
de los trasplantes de 6rganos, y Goyanes (2) utiliza en
1906 un autoinjerto vascular venoso para tratar un
aneurisma de la arteria poplitea. Pero estos primeros
pasos no dieron lugar a una aplicacion clinica inme-
diata, debido a la falta de desarrollo en otros campos
de la Medicina y de las Ciencias. En efecto, estos
principios no pudieron ser utilizados hasta que no se
desarroll6 la angiografia, las transfusiones sangui-
neas, los anticoagulantes, los antibiéticos, la aneste-
sia, etc.

No es hasta 1947, cuando Gross (3) y posteriormen-

te en 1951 Oudot (4) y Dubost (5) comienzan la utiliza-
cién en la clinica de los homoinjertos arteriales proce-
dentes del cadaver en el tratamiento de las enferme-
dades vasculares de la especie humana, seguidos in-
mediatamente por DeBakey y Cooley (6). A pesar de
este gran avance técnico, en los anos siguientes apare-
cieron publicaciones que describian importantes alte-
raciones degenerativas en los injertos trasplantados
-oclusiones precoces, dilataciones aneurismaticas,
roturas, calcificaciones extensas, etc-, que hicieron
abandonar este tipo de tratamiento.
Ante la necesidad de usar un sustituto arterial se
comienza entonces paralelamente, con la bisqueda de
una protesis arterial sintética; y con Voorthes, Jaretski y
Blakemore (7) se inicia la nueva era de las protesis arte-
riales que, coincidiendo con el desarrollo industrial,
han hecho de éstas que su utilizacién sea facil y muy
difundida. Es por tanto, en nuestra opinion, el momen-
to en que la Cirugia Vascular se separa de la cirugia de
los trasplantes.
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Después de cuatro décadas de experiencia acumu-
lada con las protesis vasculares sintéticas, deben
reconocerse tanto sus multiples ventajas, como son,
por citar algunas, la tolerancia biolégica, la disponi-
bilidad, la versatilidad, la resistencia y la estabilidad;
como obviamente, sus grandes inconvenientes al ser
inertes desde el punto de vista biologico —falta de
elasticidad, formacién de falsos aneurismas anasto-
méticos, degradacion del tejido protésico, facilidad
para las infecciones y cuando éstas se presentan con
implicaciones vitales, etc—, la falta de endotelizacion,
y la hiperplasia intimal en los lugares de las anasto-
mosis —que dan lugar, a un alto indice de oclusiones
en los vasos de mediano y pequefio calibre-. Se pue-
de afirmar, por tanto, que las prétesis arteriales sin-
téticas se encuentran muy lejos, sin duda, de poder
asumir el titulo de «sustituto ideal» de las arterias
del hombre.

Por otro lado, un analisis del comportamiento bio-
logico de las prétesis sintéticas actuales determina la
conclusion alarmante de la concepcién del papel
anatomo-fisiologico de las arterias, en aquellos afos,
como sencillos conductos pasivos destinados a la cir-
culacién de la sangre.

El concepto con el que nosotros nos sentimos
identificados es substancialmente distinto, ya que
como consideran algunos investigadores (8) las arte-
rias son érganos acreedores de una intensa actividad
funcional y participan activamente en el manteni-
miento del equilibrio homeostatico de la circulacién
sanguinea, de la coagulacién y de la fisiologia de la
propia pared arterial, siendo el endotelio un elemen-
to esencial.

Es muy evidente, por todo lo expuesto en lo que a
las prétesis sintéticas respecta, que con los materiales
plasticos los resultados son bastante deficientes
cuando se usan en sectores de pequefio didmetro.

Es obvio, por tanto, que el material bioldgico del
propio paciente mas usado —la vena safena- se reser-
va actualmente para ser utilizado en sectores como el
fémoro—popliteo, distal, coronario, pero tiene el
inconveniente de su pequeno calibre y, en algunos
pacientes, no puede ser obtenido al estar alterado
por algun tipo de enfermedad, como la enfermedad
varicosa, tromboembdlica, o haber sido extraido pre-
viamente.

Los aloinjertos vasculares han sido una idea anti-
gua que tuvo incluso vigencia clinica hace 4 décadas,

pero que fracasé posiblemente por los inadecuados
métodos de extraccién y de preservacion.

En el momento actual, con el desarrollo de las téc-
nicas y métodos criogénicos, mejores métodos para
evitar el rechazo inmunolégico y, sobre todo, la
mayor disponibilidad de injertos obtenidos de cada-
veres «en caliente», a la vez que se obtienen los 6rga-
nos para trasplante, debido a los avances legislativos
y a los cambios de mentalidad social, es lo que hace
retomar la idea de que el mejor sustituto de un 6rga-
no o tejido es otro de idénticas caracteristicas, y dan-
do lugar por tanto, a lo que podemos denominar los
«bancos de vasos» al origen de una nueva era en la
terapia vascular.

En nuestro estudio se intenta aportar soluciones a
dos problemas que pensamos son claves en el trans-
plante de arterias, como son la trombogenicidad y la
antigenicidad, mediante el tratamiento con el frio y
el recambio del endotelio donante por el receptor,
que facilitaria la sustitucién natural del tejido trans-
plantado por tejido del receptor.

Material y Métodos

Animal de experimentacién

Para el presente trabajo experimental se ha consi-
derado idéneo el perro de raza beagle de ambos
sexos, de 6 meses de edad y de un peso aproximado,
al inicio de la experimentacion, de entre 12 y 15 Kg.
No existia relacién de parentesco entre los animales
donantes y receptores.

Disefio experimental
A) Los grupos de animales

El estudio se basé en la valoracién de 36 animales
distribuidos en seis grupos —cuatro experimentales,
uno control y uno testigo— de 6 animales cada uno.

Los 4 grupos experimentales los constituyeron los
animales a los que se les implanté injertos arteriales
homélogos, obtenidos 30 dias antes de otros anima-
les de la misma especie y raza, y que habian sido
criopreservados a diferentes temperaturas hasta el
momento de su implantacién:

GRUPO A: Implantacién de injertos arteriales con-
servados a +4 grados centigrados (+4°C).

GRUPO B: Implantacién de injertos arteriales
conservados a -30 grados centigrados (-30°C).
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GRUPO C: Implantacién de injertos arteriales
conservados a -80 grados centigrados (-80°C).

GRUPO D: Implantacién de injertos arteriales con-
servados a -196 grados centigrados en nitrégeno
liquido (-196°C).

A estos injertos adrticos, previamente a su implan-
tacién en el animal receptor, se les extrajo el endote-
lio nativo y se les realizé una siembra de células
endoteliales procedentes de la vena safena interna
del animal receptor.

El grupo CONTROL lo constituyeron los animales
a los que se les implant6 una arteria homéloga fres-
ca, sin ninguna manipulacién del endotelio.

El grupo TESTIGO lo constituyeron animales a los
que se les realiz6 una reimplantacién autéloga con el
segmento de aorta una vez seccionado y movilizado.

Todos los grupos anteriormente mencionados,
tanto los experimentales como el control y el testigo,
se subdividieron a su vez en dos subgrupos cada
uno (n=3), en relacién a las fases de evaluacion histo-
légica planeadas de 3 y 6 meses (denominados con
subindices 1y 2, respectivamente).

El momento del sacrificio y los periodos de obser-
vacion histolégica fueron fijados partiendo de la
observacién confirmada de que los procesos de repa-
raciéon de un dafio vascular arterial, en esta especie,
culminan en general, a los 3 meses de la manipula-
cién quirtdrgica, aproximadamente, y los cambios
histol6gicos permanecen estables a los 6 meses.

B) La extraccidn.Protocolo de obtencién del material

bioldgico homdlogo

Doce horas antes de la intervencién quirtrgica, los
tres animales que se seleccionaron para las extraccio-
nes de las aortas —cuyos segmentos sirvieron poste-
riormente como proétesis biologicas— fueron sometidos
a dieta absoluta. Para la induccién anestésica se utiliz6
el Pentobarbital sédico (Nembutal) por via endoveno-
sa (abocath 22G en vena safena externa de pata delan-
tera izquierda), a una dosis de 30mg/Kg de peso cor-
poral; procediendo posteriormente —ayudados de un
laringoscopio—, a su intubacién orotraqueal con un
tubo de Shiley (n® 6-8) que se conect6 a un respirador
volumétrico SF4 —para la respiracién con ventilacién
asistida a una frecuencia de 15 respiraciones por
miauto y a un volumen aproximado de 10 ml de
aire/Kg de peso corporal, administrando una mezcla
de aire ambiente y oxigeno al 40 %. Los animales fue-

ron monitorizados. En el mantenimiento anestésico de
la intervencién quirtirgica, se emplearon los gases de
fluotane (Fig. 1).

Fig. 1. Perro anestesiado, intubado y conectado a respirador
volumétrico.

Se realizé una toracofrenolaparotomia media. Se
extrajo la aorta toracoabdominal desde la trifurca-
cién iliaca hasta el tronco braquiocefalico, procedién-
dose al lavado en solucién de Collins fria a +4°C y a
la seccién en segmentos de aproximadamente 1,5
centimetros de longitud (Fig.2), para a continuacion
introducirlos en cénister individuales sellados, sin
solucién de criopreservacion ni antibi6ticos.

C) La Criopreservacion

Los injertos fueron ultracongelados inmediatamen-
te en pocos segundos, introduciéndolos en nitrégeno
liquido. Fueron extraidos del nitrégeno liquido los
canister que contenian los segmentos adrticos que iban
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Fig. 2. Segmentos de aorta procedentes del animal donante,
dispuestos a ser criopreservados.

a ser conservados a temperaturas de -30°C y -80°C, y
éstos fueron introducidos en congeladores programa-
dos a esas temperaturas. Los segmentos adrticos que
debian conservarse a -196°C, se dejaron en el nitrége-
no liquido.

Los injertos que se conservaron a +4°C no fueron
ultracongelados y fueron guardados con suero fisio-
légico en un refrigerador convencional.

Asi se conservaron los injertos de los grupos de
animales experimentales durante los 30 dias, hasta
breves momentos antes de su implantacién en el ani-
mal receptor.

D) La descongelacion de los injertos

Los injertos conservados a -30°C, -80°C y -196°C se
descongelaron en bafio de agua a 37°C con continua
agitacién, con la suficiente antelacién antes de su
implantacién en el animal receptor.

E) La obtencion de las células endoteliales

La recoleccion de las células endoteliales de los
animales receptores, que se sembraron en los injertos
biolégicos, se obtuvieron de las venas safenas inter-
nas a nivel inguinal de los perros, en el mismo proce-
so quirtirgico de la implantacién de la bioprétesis y
momentos antes de la apertura del abdomen.

Los animales fueron anestesiados en la forma antes
descrita, siendo anticoagulados por via sistémica
(100u/kg de heparina). A través de una incisién longi-

tudinal a nivel inguinal derecho, se disecaron —en los
24 animales que componian los grupos experimenta-
les—, las venas safenas internas en un trayecto de 10
centimetros, que se extrajeron con la minima manipu-
lacién, preservando la adventicia. La vena asi obteni-
da se everti6 sobre un catéter o varilla de acero de 16
G?, para excluir la superficie adventicial. La superficie
endotelial de las venas se bané en 10 ml de solucién
de colagenasa estéril al 0,2 % (50 mgr de colagenasa
estéril de 600 U/mg, en 20 cc de solucién buffer sali-
no-fosfatada con calcio y magnesio) (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO) y se incubé durante 20 minutos a
37°C. Durante este tiempo se procedié al raspado del
endotelio venoso mediante una hoja de bisturi y al
suave agitado de la solucién de colagenasa con la
vena. El resultante —la solucién con las células endote-
liales—, se recogi6 en un tubo cénico (50ml) y se centri-
fugé a 200 giros durante 10 minutos. A continuacién
el sobrenadante fue eliminado y el pellet celular re-
suspendido en suero salino fosfatado.

F) La eliminacion del endotelio propio en los segmentos

arteriales criopreservados

El proceso de eliminacion del endotelio de los
injertos criopreservados, también llamado «denuda-
ci6én endotelial», fue realizado mediante una técnica
mecanica y quimica, consistente en el raspado del
endotelio con una espatula de goma, después de
bafiar el injerto en solucién de colagenasa. Este pro-
ceso se realiz6 una vez descongelado el injerto crio-
preservado y momentos antes de iniciarse la laparo-
tomia para su colocacién en la aorta del animal
receptor.

G) El sembrado de las células endoteliales

Hemos utilizado una técnica de sembrado con alta
densidad de células endoteliales para recubrir toda
la superficie del injerto (sodding), dado la gran area
endotelial de la vena extraida (cilindro de 4 mm de
diametro y 100 mm de altura=12,56 cm?), en relacién
a la superficie del injerto a sembrar (cilindro de 10
mm de didmetro y 15 mm de altura=4,71 cm?), per-
mitiendo que las células se adhieran y dispersen, sin
necesidad de que estas células endoteliales sembra-
das deban de proliferar como sucede cuando en el
sembrado de proétesis sintéticas de gran longitud se
usa un corto segmento de vena.

El pellet de células endoteliales se mezclé con 5 ml
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de sangre total obtenida del propio animal donde se
sumergieron los injertos correspondientes criopre-
servados —previamente deendotelizados-. Se dej6
coagular esta mezcla de sangre y células endoteliales
que banaba la bioprétesis con el objetivo de incre-
mentar la adherencia celular al injerto al beneficiar-
nos de los altos niveles de fibronectina del codgulo.
Se incubaron los injertos de esta forma con las célu-
las endoteliales durante 20 minutos a temperatura de
37°C. Se realiz6, posteriormente, un estudio histol6-
gico de una muestra de cada grupo de los crioinjer-
tos sembrados para confirmar la eficacia del sembra-
do endotelial.

H) Protocolo de implantacion del bioinjerto arterial

en el animal de experimentacion

A través de una laparotomia media xifo-pubiana:
Se procedi6 a la diseccién la aorta abdominal infrarre-
nal (Fig.3), colocandose un clamp aproximador tipo
Biemer en la aorta. Se seccioné la aorta extrayéndose
un segmento de 1,5 cm. y se colocé en termino-
terminal un injerto crioconservado o fresco de 1,5 cm
de longitud, segiin correspondiera a la pauta del gru-
po experimental, control o testigo. La sutura de los
vasos fue continua con material no absorbible (poli-
propileno de 6/0). Tras efectuar las anastomosis
correspondientes, se retiré el clamp y se comprob6 la
permeabilidad del injerto, y se cerré la laparotomia en
dos planos con sutura continua (catgut atraumatico
3/0y seda3/0).

Una vez finalizada la intervencién quirtirgica, se
comprobo la permeabilidad del injerto mediante la
palpacién de los pulsos femorales bilaterales a nivel
inguinal y la realizacién de una velocimetria ultrasé-
nica Doppler. Seguidamente, se desintub6 al animal
cuando presentaba respiracién espontanea y se le
retir6 el suero.

En el postoperatorio inmediato los animales fue-
ron ubicados en cubiculos especiales, donde se les
aporté calor hasta su total recuperacion anestésica, y
durante 12 horas estuvieron sometidos a dieta abso-
luta, al cabo de las cuales se les administré alimenta-
ciéon sélida (pienso para cachorros puppy Chow
~Purina-) y liquida «ad libitum». Durante una sema-
na se les administr6 Tobramicina como profilaxis
postoperatoria, a dosis de 3 mg/kg de peso corporal
en una tnica dosis diaria, por via intramuscular en
una pata posterior.

Fig. 3. Diseccién de aorta abdominal en el animal receptor.

1) La evaluacion y el sacrificio de los animales

Cuando se cumplieron las fechas indicadas (3 y 6
meses), fue necesario proceder a reintervenir a'los ani-
males correspondientes y a su sacrificio, para comple-
tar los estudios invasivos e histolégicos. Los animales
fueron nuevamente anestesiados y, tras llevar a cabo
las diferentes evaluaciones que pasaremos posterior-
mente a describir, hubimos de proceder al sacrificio
de los mismos. En la evaluacién de los resultados se
han considerado las siguientes técnicas y métodos de
estudio:

Tasa de mortalidad, excluyéndose totalmente del
estudio a todos aquellos perros en que se consider6d
que los procesos que causaron su muerte no tenian
relacién con el experimento, siendo restituidos por
otros. A todos los animales fallecidos se les practicé
sistematicamente una necropsia de las principales
cavidades orgénicas, en estado fresco.
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Tasa de permeabilidad, mediante criterios macros-
cOpicos en el campo quirtirgico, sondaje adrtico en
casos concretos, medicién de presiones arteriales por
encima y por debajo del injerto, estudios de veloci-
metria ultrasénica Doppler y estudios angiograficos.

Valoracion clinica, que se centré en dos aspectos
fundamentalmente, el estado general de los animales
y en la valoracion de las extremidades posteriores
(valoracién funcional, valoracién del desarrollo mor-
fologico de las patas y de sus extremos, su crecimien-
to, su tono muscular y masa de los grupos muscula-
res, pulsos y de la claudicacién de la marcha).

Velocimetria ultrasénica Doppler, utilizando un
aparato bidireccional Parks modelo 1050 y sonda de
10 MHZ con microceptor incorporado. Se ha
registrado la senal Doppler en papel milimetrado a
dos velocidades, 5 mm por seg. y 25 mm por seg. Se
practicé un primer estudio Doppler femoral previo a
la cirugia para ser usado como control, después de la
intervencién quirtrgica y semanalmente en el posto-
peratorio. Previo al sacrificio, también se practicd un
tercer estudio ultrasonogréfico Doppler a nivel adrti-
co, proximal y distal al lugar del injerto implantado.

Estudio angiogrdfico. Se practicé en todos los ani-
males previo al sacrificio. Se efectué manteniendo el
animal laparotomizado en dectibito supino. Se utili-
z6 un aparato Radiologia 50, se dispararon dos pla-
cas de 20 x 15 centimetros con los siguientes parame-
tros: 45 kw, 20 amperios y 0,2 seg. de tiempo de
exposicion. Se inyectaron por cada placa disparada
20 ml de contraste yodado Radialar 280. Los clichés
se revelaron con una reveladora automatica, segtin
procedimiento standard.

Estudio macroscopico, valordandose la reaccion del
segmento estudiado con otras visceras vecinas, €] gra-
do de reaccion fibrosa y de integracion del injerto, las
alteraciones histolégicas macroscépicas de la zona,
como por ejemplo la presencia de material mucoide,
liquido, edema, infiltracién inflamatoria o material
purulento, que nos pudiera hacer sospechar una reac-
cion de rechazo o infeccién; la transmisién de la pul-
sacion, la distensibilidad y la flexibilidad del injerto.
Una vez concluida esta valoracién «in situ», se proce-
di6 a la extraccién del injerto, clampando la aorta,
proximal y distalmente al injerto, y se practicé la aper-
tura longitudinal del injerto una vez extraido con el
. objeto de valorar la superficie endoluminal y observar
la permeabilidad u obstruccion del mismo. A conti-

nuacién, se procedio6 a tallar los segmentos que iban a
destinarse a los estudios morfologicos de microscopia
Optica, microscopia electrénica de transmision y
microscopia electrénica de barrido, incluyendo para
todos ellos porciones de la parte media del injerto.

La Microscopia dptica, la Microscopia electrénica
de transmision, y la Microscopia electrénica de
barrido, se realizaron segtn las directrices de la
Facultad de Medicina de Valladolid.

Test de trombogenicidad, se utiliz6 el protocolo de
Yates, consistente en la medicién comparativa del
tiempo que tardo en coagularse una gota de sangre
del animal receptor sobre la superficie del injerto y la
superficie adrtica nativa.

Anidlisis estadistico, los datos obtenidos de la per-
meabilidad en los grupos a estudio durante los perio-
dos experimentales definidos (3 y 6 meses) fueron
introducidos como matriz de datos en el programa
estadistico comercial SPSS/PC+ para windows.
Calculamos para el parametro de los diferentes gru-
pos y subgrupos la media y la desviacién estandar, lo
que nos permitié analizar diferentes relaciones entre
las mismas. Seguidamente, emparejamos las medias
obtenidas en los diferentes grupos con igual tiempo
de evolucién comparandolas con la prueba estadistica
de la «t» de Student que nos permite hallar si las dife-
rencias encontradas son estadisticamente significati-
vas.

Resultados

Los resultados obtenidos en relacion a los distin-
tos parametros han sido los siguientes:

1. Tasa de Mortalidad

Durante el experimento se intervinieron 42 anima-
les, 36 correspondian a los cuatro grupos experimen-
tales (+4°C, -30°C, -80°C, -196°C), al grupo control y al
grupo testigo, y 3 que fueron excluidos del estudio y
repuestos ya que sus muertes debido a la Parvovirosis
no tenjan relacién directa con el experimento. Por otro
lado, 3 animales sanos fueron sacrificados para la
obtencién del material adrtico homélogo.

Se produjeron los siguientes fallecimientos: Cua-
tro animales fueron sacrificados al sufrir trombosis
aguda del injerto y de la aorta abdominal, en diferen-
tes momentos del postoperatorio; dos de estos ani-
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males pertenecian al grupo control (trasplante de
injertos frescos), cada uno a un subgrupo (3 meses y
6 meses), las trombosis se presentaron a las 24 horas
y a los 21 dias, otro animal pertenecia al grupo de
+4°C subgrupo programado para sacrificio a los tres
meses, la trombosis se presenté a los 6 dias. El ani-
mal restante, pertenecia al grupo de -30°C, subgrupo
programado para sacrificio a los 6 meses y la trom-
bosis se produjo a los 43 dias. Estos animales debuta-
ron de forma brusca con paralisis de las patas trase-
ras y la necropsia corroboré la trombosis de la aorta
infrarrenal.

Por tanto, la tasa de mortalidad se elevé al 11,1 %.

2. Tasa de permeabilidad

Referida a los periodos de 3 meses y 6 meses,
—periodos marcados para el sacrificio de los animales
de los diferentes subgrupos—. Practicamente la
mayor parte de las oclusiones se han producido en el
periodo comprendido dentro de las primeras 14
semanas.

Los resultados obtenidos en este aspecto de la per-
meabilidad del injerto se encuentran representados
en la Tabla 1y en la Fig. 4.

Permeabilidad

% de permeabilidad en los distintos grupos en relacion
al tiempo de experimentacion

Grupos 3 meses 6 meses Global
+4°C (A) 333 333 333
-30°C (B) 66,6 66,6 66,6
-80°C (C) 66,6 66,6 66,6
-196°C (D) 100 100 100
Control (Co) 333 0 16,6
Testigo (T) 100 100 100

Permeabilidad en tiempo global X2=28,09. p<0,05

Tablal

Los grupos con menor tasa de permeabilidad han
sido el Control (33,3 %, y 0 % a 3 y 6 meses) y el grupo
A (+4°C) (33,3 % a 3 y 6 meses). En el primero (grupo
Control) observamos reacciones inmunitarias (un
importante infiltrado linfoplasmocitario a nivel de las
capas del injerto) en los implantes de los dos animales

que hubieron de sacrificarse precozmente y, en el
segundo (A), una pérdida de las células endoteliales
sembradas, dejando una superficie denudada y trom-
bégena.

PERMEABILIDAD

-y

02888883888

= 3 MESES
0 6 MESES

Fig. 4. Permeabilidad

La permeabilidad obtenida en el grupo de injertos
conservados a -196°C (D) ha sido excelente, pues no
se ha registrado ninguna oclusion, al igual que en el
grupo Testigo.

Los datos registrados por los grupos conservados
a -30°C y -80°C (B, C) ha sido 6ptima, al alcanzar
cifras del 66,6 % en todos los subgrupos.

Todos los grupos de animales que recibieron trans-
plantes de vasos ultracongelados (B, C, D) y la con-
servacién a temperaturas por debajo de -29°C han
mostrado una permeabilidad global del 77,7 % a 3 y
a 6 meses, claramente superior a la registrada por el
grupo A (+4°C), sin ultracongelacién del 33,3 %
(Fig.5).

La permeabilidad de todos animales que recibie-
ron los implantes crioconservados ha sido superior a

PERMEABILIDAD GLOBAL CRIOPRESERVADOS

| 77,7%

ULTRACONGELADOS=grupos B, C, D
+4°C=grupo A S

33,3%

ULTRAC.

+4°C

Fig. 5. Permeabilidad gloval criopreservados
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aquellos que recibieron los transplantes de aloinjer-
tos frescos ( grupo Control ) (Fig.6).

PERMEABILIDAD ALOINJERTOS
CONSERVADOS vs FRESCOS

JA,B,C,D

E CONTR.

3 6

MESES MESES

Fig. 6. Permeabilidad aloinjertos conservados vs frescos

3. Valoracién clinica

No hemos detectado durante todo el estudio alte-
raciones clinicas que diferenciasen a los diferentes
grupos de animales.

Se detectaron 13 oclusiones de los injertos adrticos,
de las cuales 4 se manifestaron con una paralisis de las
extremidades posteriores del animal, de instauracién
brusca. La distribucién de estos 4 animales dentro de
los grupos y subgrupos fue la siguiente: 2 animales
pertenecian al grupo control (trasplante de injertos
frescos), cada uno a un subgrupo (Cont., y Cont.,), las
trombosis se presentaron a las 24 horas y a los 21 dias.
Otro animal pertenecia al grupo A (+4°C) subgrupo
A,, la trombosis se presento a los 6 dias. El tltimo per-
tenecia al grupo B (-30°C) subgrupo B, y la trombosis
se produjo a los 43 dias. Se procedi6 a su sacrificio,
naturalmente al final de la intervencién quirtrgica de
revision, donde se objetivo en todos los casos una
trombosis de la aorta abdominal infrarrenal y de
ambos ejes iliacos que impidi6 la suplencia sanguinea
a través de las arterias lumbares y viscerales. Se toma-
ron las muestras pertinentes de los injertos para su
estudio anatomopatoldgico.

El resto de los animales con obstruccién del injerto
adrtico (9 casos) mostraron una acusada impotencia
funcional los primeros dias de acontecida la oclusion,
con discretas paralisis de los miembros posteriores e
inestabilidad a la marcha. Perdieron fuerza segmenta-

ria y mostraron una piel mas hiimeda. A medida que
pasaban los dias, los animales iban recuperando su
actividad, y solamente se podia detectar una claudica-
cién de la marcha cuando el animal era paseado a
paso ligero por el cuidador. No se detectaron lesiones
tréficas ni agudas ni crénicas a nivel del recubrimien-
to cutdneo, pelo, ni sobre los pulpejos ni las ufias.
Tampoco se detectaron importantes atrofias muscula-
res o anquilosis articulares.

Los 23 animales restantes, evolucionaron favora-
blemente, sin incidencias resefiables.

En la Tabla Il hemos representado graficamente la
semana del postoperatorio en que se efectu6 la detec-
cion clinica de la oclusién del injerto. Posteriormente,
en el momento del sacrificio, se observo una correla-
cién absoluta entre la clinica y los hallazgos arterio-
graficos y macroscopicos.

Como se puede observar en la Tabla II, las obs-
trucciones mas precoces se detectaron en los subgru-
pos A, y A, pertenecientes al grupo A (+4°C) y en los
subgrupos Cont., y Cont., pertenecientes al grupo
Control, y las mas tardias a los subgrupos B, y B,,
pertenecientes al grupo B, y a los subgrupos C, y C,
pertenecientes al grupo C.

4. Velocimetria ultrasonica Doppler
Esta evaluacion instrumental ha servido para hacer
una valoracién instrumental complementaria a la
exploracién fisica vascular de los animales, y no tenia
otra utilidad, en el postoperatorio, que la de detectar
las oclusiones arteriales y la de evaluar el grado de
compensacion vascular en las extremidades posterio-
res de los animales con injerto adrtico ocluido.
Cuando el Doppler se ha realizado en el campo
quirurgico, en la intervencién de la implantacién del
injerto, ha servido para dar el visto bueno al funcio-
namiento de las anastomosis vasculares adrticas.
Cuando el estudio velocimétrico se ha realizado
en el campo quirtrgico, previo al sacrificio, tenia la
funcién de correlacionar el flujo sanguineo detectado
en las aortas ocluidas o estenosadas con la imagen
arteriografica obtenida inmediatamente después.
Esta evaluacion instrumental no aporté ningin
aspecto discriminativo referente al tipo de biopréte-
sis empleado, pero nos ofrecié curvas y valores velo-
cimétricos que nos indicaron el estado hemodinami-
co de la aorta infrarrenal en relacién con la situacién
del injerto.
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Fig. 7. Arteriografia previa al sacrificio del animal, mostrando Fig. 8. Fotografia operatoria mostrando un injerto
el perfecto estado de un injerto ultracongelado y preservado a ultracongelado y criopreservado a -80°C, a los 3 meses de la
-196°C. A los 6 meses de la implantacién implantacion.

Fig. 9. Segmento adrtico criopreservado a -196°C extraido Fig. 10. Fotomicrografta de un injerto adrtico conservado a

después de 6 meses de su implantacion en el animal receptor. -30°C, a los 3 meses de su implantacion. Se visualizan sus capas
histoldgicas, existiendo infiltrado linfocitario adventicial y
algunos hematies en el endotelio. (H.E.400X)
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Momento de la deteccion clinica (en semanas) de la oclusion del injerto
en los animales de los diferentes subgrupos

Semanas
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subgrupos

Total oclusiones =13

Subgrupos A, y A,:  Injertos conservados a +4°C, denudados y sembrados. Sacrificio 3 y 6 meses

Subgrupos B, y B,:  Injertos ultracongelados y conservados a -30°C, denudados y sembrados. Sacrificio 3 y 6 meses
Subgrupos C, y C,:  Injertos ultracongelados y conservados a -80°C, denudados y sembrados. Sacrificio 3 y 6 meses
Subgrupos D, y D, Injertos ultracongelados y conservados a -196°C, denudados y sembrados. Sacrificio 3 y 6 meses

Subgrupos Co, y Co,; Injerios frescos, no denudados ni sembrados. Sacrificio 3 y 6 meses

oclusién completa o una
estenosis critica (mayor
del 70-80 %) .

"Las imdgenes angio-
graficas no han permitido
diferenciar el tipo de bio-
protesis implantada, sin
embargo las obstruccio-
nes con gran desarrollo
colateral han correspondi-
do a los grupos A (+4°C),
B (-30¢C), C (-80°C) y
Control.

Las angiografias tam-
poco permitieron dife-
renciar si se trataba de un
periodo de evaluacion de
3 6 6 meses, aunque el
mayor porcentaje de es-
tenosis moderadas se
han producido en los
subgrupos que se sacrifi-
caron a los 6 meses.

La distribucién de los
animales en relaciéon a
los diferentes subgrupos
y los hallazgos angiogra-

Subgrupos T,y T,:  Injertos de propio segmento adrtico (Sham operation)

ficos se encuentran re-

Tabla 11

5. Estudio angiografico

Nos ha aportado datos fundamentalmente en rela-
cién a la permeabilidad del injerto, a la presencia de
estenosis y grado de las mismas, al desarrollo de cir-
culacién colateral y al estado de las anastomosis del
injerto con el vaso huésped.

En términos generales podemos decir que las ima-
genes observadas mostraban lo siguiente: En 23 ani-
males un injerto permeable, de paredes lisas (Fig. 7).
De estos 23 animales, en 18 angiografias se apreciaba
una adecuada congruencia con el vaso nativo, aun-
que en algin caso se podia distinguir una pequefa
impronta a nivel de la anastomosis distal . En 4
angiografias de los 23 animales permeables, pudimos
ver estenosis moderadas en torno al 50-60 %. En una
~angiografia observamos una pequena dilatacién
aneurismatica. En 13 angiografias se mostraba una

presentados en la Tabla
I1I.

6. Estudio macroscépico

Los injertos implantados a simple vista no mostra-
ron diferencias apreciables significativas entre los
diferentes grupos.

En todos los grupos la integracion de las bioprote-
sis con los tejidos circundantes fue muy buena,
habiendo sido muy dificil detectar los limites del
injerto de no haber existido la referencia de la sutura
vascular de polipropileno de color azulado que
resaltaba en la superficie externa del vaso (Fig.8).

Los injertos una vez disecados mostraban un color
blanquecino, siendo su calibre uniforme, a excepcion
de una pequena dilatacién encontrada en un animal
perteneciente al subgrupo Cont., perteneciente al
grupo Control. En el resto de los animales no se
detectaron formaciones ectasiantes aneurismaticas
del propio injerto ni de la zona de la anastomosis.
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Distribucién de los animales segun hallazgos
angiograficos

Nor.Est.<50 % Est. 50-60 % Onclu.Est.>70 % Aneurisma

A, 1 1-1*

A, 1 2

B, 2 1

B, 1 1 1

C, 2 1

c, 2 1

D, 3

D, 2 1

Co, 1-1 1
Co, 21"

T, 3

3 2 1

Total 18 4 13 1

N=36

Asterisco * = Oclusiones sin circulacion colateral

Nor.Est.<50 % = Angiografia normal o con estenosis del 50 %

Est.50-60 % = Angiografia con estenosis moderadas

Oclu.Est.>70 % = Angiografia con oclusion o estenosis severa

Aneurisma = Dilatacion mayor del didmetro del vaso nativo sano

Subgrupos A, y A,: Injertos conservados a +4°C, denudados y sembrados.
Sacrificio 3 y 6 meses

Subgrupos B,y B,: Injertos ultracongelados y conservados a -30°C, denudados
y sembrados. Sacrificio 3 y 6 meses

Subgrupos C, y C,: Injertos ultracongelados y conservados a -80°C, denudados
y sembrados. Sacrificio 3 y 6 meses

Subgrupos D, y D, Injertos ultracongelados y conservados a -196°C,
denudados y sembrados. Sacrificio 3 y 6 meses

Subgrupos Co, y Co,;: Injertos frescos, no denudados ni sembrados. Sacrificio 3
y 6 meses

Subgrupos T, y T, Injertosde propio segmento artico (Sham operation)

Tabla III

Tampoco se han apreciado morfolégicamente cal-
cificaciones de la pared de los injertos trasplantados.
La flexibilidad de los injertos permeables medida
por la palpacién manual fue buena y similar al vaso
nativo y sin diferencias con los diferentes grupos de
animales.

No hemos detectado en ninguno de los animales
zonas con colecciones hematicas, formaciones quisti-
cas, comunicaciones fistulosas entre el injerto y la Vena
Cava o el intestino. Tampoco se detectaron abscesos,

reacciones inflamatorias, formaciones a cuerpo extrafio
o reacciones de rechazo del material implantado.

Una vez extraido el injerto en bloque para danar lo
menos posible el endotelio, con parte del vaso nativo
proximal y distalmente, se procedié a abrir longitudi-
nalmente las piezas obtenidas para visualizar el inte-
rior (Fig. 9). La parte interna de los injertos permea-
bles presentaba una capa brillante azulado nacarada
de superficie lisa, que cubria en las zonas de las anas-
tomosis los hilos de sutura que se veian por transpa-
rencia. En algunos injertos con estenosis el engrosa-
miento estenético parecia originarse en la anastomosis
distal y muy raramente en el nivel de la sutura proxi-
mal. En el injerto permeable pero con dilatacién se
podia observar parte de la superficie interna recubier-
ta por trombo organizado.

7. Microscopia 6ptica

La valoracién bajo microscopia éptica se ha realiza-
do después de someter a los especimenes selecciona-
dos a las tinciones de Hematoxilina-Eosina (Fig. 10)
para poder observar la estructuracién de las diferen-
tes capas de la pared. La tincion Tricromica de Mason
se ha utilizado para tener una visualizacién mas preci-
sa del tejido conjuntivo del injerto.

Desde el punto de vista general, los injertos perme-
ables estudiados han ofrecido unas imagenes en las
que siempre se han podido diferenciar las tres capas:
la intima con una adecuada organizacién estructural,
la media con su doble capa de fibras musculares cir-
culares y longitudinales y la adventicia que ha incre-
mentado en espesor, sobre todo a expensas de la apor-
tacion fibrosa producida por la reacciéon retrope-
ritoneal al injerto. Cuando el vaso ha estado obstruido
de forma crénica la desorganizacion estructural de las
capas ha sido un hallazgo habitual.

A nivel de las anastomosis existia una cierta desor-
ganizacion en la estructuracion de las tres capas,
imbricandose el tejido de la aorta huésped con el
injerto trasplantado. El material de polipropileno de
6/0 utilizado en las suturas, de color azulado en las
preparaciones de hematoxilina-eosina y mas amari-
llento si la tincion era el tricrémico de Mason, nos ha
mostrado una escasa reaccion histica. La fibrosis por
tejido conjuntivo constituido por fibras elasticas y algu-
nas fibras musculares a este nivel de la sutura ha sido
la norma.
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Se han visualizado en general muy pocas células
linfaticas de reaccion a cuerpo extrafio.

Las caracteristicas de la microscopia optica han
sido muy similares en los diferentes grupos de ani-
males y en los periodos de tiempo sefialados, no obs-
tante han podido apreciarse algunas diferencias.

A los tres meses todos los injertos permeables han
conservado la estructura de su pared. En la capa
media el niimero de fibras musculares era inferior
que en los vasos observados en fresco, aunque con
una disposicion normal, pero con una infiltracién de
tejido conjuntivo, a veces sin imbricarse con las
fibras musculares. Las fibras musculares se encontra-
ban muy disminuidas en los injertos conservados a
+4°C. Préacticamente no existian diferencias a este
nivel entre los injertos ultracongelados y conserva-
dos a -30°C, -80°C, y -196°C. El tunico injerto del gru-
po control que estaba permeable presentaba en esta
capa media muy pocas fibras musculares. A nivel de
la intima se observaban células endoteliales y a nivel
de la adventicia un importante engrosamiento por
tejido fibroso de granulacién con células histiociticas
y algiin miofibroblasto y discretas disrupciones de
este tejido conjuntivo por células musculares lisas
modificadas, en el que se podian distinguir abun-
dantes vasa-vasorum neoformados.

Con respecto a la aparicién de células plasmaticas
~indice de reacciones de rechazo—, practicamente no
se han identificado células linfoides en ninguno de
los animales pertenecientes a los grupos experimen-
tales. Se han visualizado de forma aislada algunas
células plasmaticas a nivel de la capa media y adven-
ticia, que podian indicar que hubo cierta reaccion de
cuerpo extrafio y, en algin caso, como en el tnico
injerto del grupo control permeable perteneciente a
un animal que debia sacrificarse en este periodo de
tres meses, algunos nédulos linfoides bien organiza-
dos.

Es importante sefalar que se ha podido apreciar
cierta hiperplasia o engrosamiento intimal, formado
por células endoteliales y musculares lisas mezcla-
das con macréfagos, y con mas intensidad a nivel de
la anastomosis distal y que ha afectado a animales
pertenecientes a todos los grupos, incluido el grupo
testigo.

Sin embargo, los hallazgos histologicos encontra-
dos en los 4 animales que hubieron de ser sacrifica-
dos por sufrir una trombosis aguda eran bastante

distintos y significativos. En los 2 animales pertene-
cientes al grupo control, tanto el correspondiente al
subgrupo Co, —sacrificado a las 24 horas-, como el
correspondiente al subgrupo Co, —sacrificado a los
21 dias—, se podia observar las caracteristicas de un
fenémeno de rechazo agudo caracterizado por un
engrosamiento intimal, infiltracion linfocitaria
subendotelial con abundantes macréfagos, alteracio-
nes de la lamina eldstica interna y reaccién inflama-
toria perivascular. El correspondiente al subgrupo
Co, del mismo grupo control, ademas presentaba
ruptura de las fibras elasticas y necrosis de la media
con abundantes macréfagos y grandes zonas con
ausencia de endotelio. Por contra, en el animal del
subgrupo A, -sacrificado a los 6 dias- nos encontra-
mos con una ausencia casi total de endotelio con una
superficie interna cubierta de fibrina. En el animal
del subgrupo B, —sacrificado a los 43 dias— una leve
infiltracién linfoplasmocitaria, pero un importante
engrosamiento intimal de tipo hiperpldsico que
ocluia en vaso.

A los 6 meses, los injertos trasplantados han segui-
do conservando su estructura. A nivel de la intima se
ha observado en todos los grupos, excepto en el con-
trol donde todos los injertos se habian ocluido, dis-
tintos grados de hiperplasia intimal a nivel de las
anastomosis distales formada por células musculares
lisas. A nivel de la capa media o en el subendotelio,
practicamente no se han observado células linfoides,
por lo que podemos afirmar, que no existia rechazo
de los injertos trasplantados, aunque posiblemente
habia menos células musculares lisas que en los
vasos nativos, siendo reemplazadas por tejido con-
juntivo. A nivel de la adventicia, se seguia observan-
do la neovascularizacién dentro del tejido fibroso
que formaba parte de esta estructura.

En ninguna de las preparaciones pudimos detec-
tar calcificaciones.

El estudio microscépico de los injertos trasplanta-
dos de los distintos grupos experimentales evidencié
la mejor estructuracién y conservacién en los ultra-
congelados y criopreservados, -30°C, -80°C, siendo
optima la conservacion a -196°C. La conservacion a
+4°C mostré mas zonas de retraccion tisular.

8. Microscopia electrénica de transmision.
La microscopia electronica de transmision ha per-
mitido detallar con mas precision las observaciones
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obtenidas por medio del microscopio 6ptico y que
han sido reseiadas precedentemente, aunque ha
sido centrado el mayor interés en las iméagenes de la
intima y del endotelio.

A los 3 meses, en los injertos permeables su es-
tructura vascular se ha visualizado con nitidez. En la
adventicia se ha observado el tipico engrosamiento
por tejido conjuntivo y vasos neoformados. En la
media se han visualizado las células musculares lisas
y tejido conjuntivo, y en la intima se han observado
las células endoteliales que la tapizan en su cara
interna y en algunas zonas se podian ver hematies
aislados y fibrina.

En los animales ocluidos que precisaron ser sacri-
ficados hemos visto que en el injerto correspondiente
al animal del subgrupo A, (grupo +4°C) existia una
gran cantidad de tejido conjuntivo en la media y
practicamente una ausencia de endotelio a nivel de
la intima, que tenia el tejido conjuntivo en contacto
con la luz interna del vaso y al cual se habian adheri-
do fibrina y hematies. En el injerto correspondiente
al animal del subgrupo B, (grupo -30°C), se ha visua-
lizado un gran engrosamiento intimal formado a
expensas de células musculares lisas mezcladas con
macro6fagos. En los injertos pertenecientes a los ani-
males de los subgrupos Co, y Co, (grupo control) se
ha observado nitidamente la necrosis de la media,
alteraciones de la ldmina eldstica interna, reaccién
inflamatoria perivascular, engrosamiento intimal e
infiltracién linfocitaria subendotelial por macréfagos
en el ocluido a las 24 horas y vacuolizacién de las
células endoteliales con linfocitos y macréfagos que
se encontraban en la proximidad a las células endo-
teliales danadas, y la denudacién parcial del endote-
lio con deposicién de fibrina en el ocluido a los 21
dias (Fig. 11).

A los 6 meses la estructura de los injertos trasplan-
tados permeables mostraba gran abundancia de teji-
do fibroso a nivel de las tres capas. A nivel de la
media la fibrosis era muy manifiesta, encontrandose
las células musculares lisas mas dispersas rodeadas
de abundante tejido conjuntivo. A nivel de la intima
se observaba un recubrimiento completo de células
endoteliales. En las zonas endoteliales correspon-
dientes a las anastomosis distales se podia observar,
en los injertos que habian desarrollado diversos gra-
dos de estenosis, engrosamientos formados a expen-
sas de células musculares lisas.

Fig. 11. Imagen obtenida con microscopia electrénica de
transmision que muestra la pared de un injerto fresco
transplantado (grupo control), ocluido a las 24 horas.

Obséruvese la vacuolizacion dentro de las célules endotelinles
(10.000X)

9. Microscopia electrénica de barrido

Esta técnica histologica ha sido una técnica especial-
mente Util para estudiar la superficie interior de los
injertos trasplantados, debido a que es posible la visua-
lizacién de las preparaciones a grandes aumentos.

Por este método se ha podido no solamente consta-
tar la presencia o ausencia de las células endoteliales,
sino también las caracteristicas morfoldgicas de las
células endoteliales y su organizacién o desorganiza-
cion, datos estos tltimos que proporcionan al explora-
dor una idea clara de la funcionalidad del endotelio.
Asi, también hemos confirmado, por medio del estu-
dio histolégico de una muestra de cada grupo de los
crioinjertos sembrados previa a la implantacién, la efi-
cacia del sembrado endotelial.

A los tres meses, la superficie interna de los injer-
tos permeables estaba recubierta de una monocapa
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de células endoteliales redondeadas o0 mas o menos
alargadas y unidas entre si perfectamente adheridas,

pudiendo observarse aisladamente algtin hematie o

conglomerados de fibrina.

En los animales que hubieron de ser sacrificados
precozmente en relacién a los periodos programa-
dos, debido a la trombosis aguda de la aorta, se
observoé lo siguiente: en el animal del subgrupo Co,,
sacrificado a las 24 horas, y del subgrupo Co,, sacrifi-
cado a los 21 dias, pertenecientes al grupo control,
existia una desorganizacién del endotelio, las células
endoteliales formaban islotes de forma dispersa con
grandes lagunas o superficies no endoteliales entre
ellos, en las que se encontraban linfocitos, plaquetas,
hematies y células musculares lisas. A esta situacion
se asemejaban las preparaciones del animal del sub-
grupo A,, perteneciente al grupo A (+4°C), sacrifica-
do a los 6 dias, donde ademads se observaba una red
filamentosa formada por fibras colagenas con oque-
dades en su interior donde se encontraban hematies,
fibrina. En el animal del subgrupo B, perteneciente
al grupo B (-30°C), sacrificado a los 43 dias, se podia
observar gran cantidad de células musculares lisas y
macrofagos mezclados con las células endoteliales.

A los 6 meses, las imagenes de los injertos perme-
ables eran muy semejantes a las observadas en el
periodo de los 3 meses, aunque, si cabe, podia apre-
ciarse que las células endoteliales mostraban pseu-
dépodos para adherirse a la capa subyacente o a
otras células endoteliales vecinas (Fig. 12).

Fig. 12, Imagen obtenida al microscopio electronico de barrido
donde se observa la superficie endoluminal de un implante
ultracongelado y conservado a -196°C, denudado de su endotelio
y sembrado con células endoteliales venosas del receptor,
después de 3 meses de la implantacién. Se observa las células
endoteliales (15.000X).

10. Test de trombogenicidad

Como se puede ver en la en la Tabla 1V, la trombo-
genicidad de todos aloinjertos crioconservados que
estaban permeables ha sido muy similar y no mos-
traba casi diferencias con el grupo testigo, como
cabia esperar de unas superficies endotelizadas.

Trombogenicidad segun test de Yates

Subgrupos y n° de injertos permeables testados

3 Meses 6 Meses
A, (1 injerto) 07
A, (1 injeto) 0,8
B, (2 injertos) 08
B, (2 injertos) 08
C, (2 injertos) 08
C, (2 injertos) 08
D, (3 injertos) 08
D, (3 injertos) 09
Co, (1 injerto) 07
Co, (0 injertos) no injertos
T, (3 injertos) 1
T, {3 injertos) 1

Subgrupos A, y A, Injertos conservados a +4°C, denudados y sembrados.
Sacrificio 3 y 6 meses

Subgrupos B,y B,: Injertos ultracongelados y conservados a -30°C, denudados
y sembrados. Sacrificio 3 y 6 meses

Subgrupos C, y C,: Injertos ultracongelados y conservados a -80°C, denudados
y sembrados. Sacrificio 3 y 6 meses

Subgrupos D, y D, Injertos ultracongelados y conservados a -196°C,
denudados y sembrados. Sacrificio 3 y 6 meses

Subgrupos Go, y Co,: Injertos frescos, no denudados ni sembrados. Sacrificio 3
y 6 meses

Subgrupos T, y T, Injertos de propio segmento aértico (Sham operation)

Tabla IV

11. Analisis estadistico

Los datos relativos al parametro permeabilidad estan
reflejados en la Tabla I y en la Fig. 4. La valoracién de
los datos de los distintos grupos de estudio, al tiempo
de experimentacién de tres y seis meses utilizando el
test del Chi cuadrado, no fueron significativos con
una X?>=12 y g.1.=10 para el periodo de los tres meses
y una X*=18 y g.1.=15 para los seis meses. Sin embar-
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go, considerando los grupos estudiados en un conjun-
to de tiempo global, los valores si se mostraron esta-
disticamente significativos (p< 0,05) con X? =28,09 con
g.1.=15. Es decir, que la distribucién de los diferentes
valores y las diferencias entre ellos no se debieron al
azar.

Si en el estudio se excluye en la comparacion el
grupo Testigo, los datos fueron X? =23,33 con p<0,05;
es decir, con significacion estadistica. Por otro lado,
excluyendo en el estudio los grupos Control y
Testigo, el conjunto de animales restante se mostré
con X?=16 con p=0,05 y por tanto con significatividad
estadistica.

Discusion

Una de las aportaciones terapéuticas mas signifi-
cativas de la Cirugia Vascular ha sido la creacién y
desarrollo de las protesis sintéticas, y deben recono-
cerse las ventajas de este tipo de materiales, pero
también es cierto que al ser inertes desde el punto de
vista biol6égico no se ha conseguido alcanzar las
caracteristicas fisicas y biologicas de las estructuras
vasculares. Por lo tanto, se puede decir que las préte-
sis sintéticas estan muy lejos de merecer el titulo de
«sustituto arterial ideal».

Hay evidencias claras, a nuestro juicio, que sugie-
ren la necesidad de otros sustitutos vasculares.

La Cirugia Vascular opté en un determinado
momento por el empleo de las prétesis sintéticas y
abandono el transplante de vasos, atn cuando es
evidente que el éxito en los avances de los trasplan-
tes de 6rganos ha sido progresivamente mayor, debi-
do al mejor conocimiento de las reacciones inmunita-
rias y a la aparicion de drogas inmunosupresoras
mas efectivas.

Por otro lado, han existido y existen actitudes que
demuestran que un cierto sector de la Cirugia
Vascular investigadora ha buscado superar los incon-
venientes de las protesis sintéticas. Durante los afios
70 y 80 con soluciones para controlar el rechazo, inge-
niosas pero simples y poco eficaces, como el desarro-
llo de las proétesis bioldgicas acelulares, provenientes
tanto de individuos de la misma especie (9) como de
otras (10). Mas recientemente, en la década de los 80
(11), con el sembrado endotelial de las prétesis sintéti-
cas, que ha demostrado un grado cientifico mayor, ya

que implica el reconocimiento del papel de érganos
de las arterias sobre la simple idea clasica de conduc-
to. A pesar de todos estos esfuerzos, los resultados cli-
nicos no han mejorado.

La evidencia rotunda de la necesidad de un mate-
rial biologico es la dependencia de la Cirugia Vascular
de la Vena Safena autéloga (12), pero su empleo, des-
graciadamente, esta limitado por su didmetro y dispo-
nibilidad.

Existen tendencias clinicas actuales al empleo de
los aloinjertos criopreservados en la Cirugia Vascular,
bien usando las Venas Safenas, bien empleando las
arterias. Sin embargo, los datos de permeabilidad
ofrecidos en la literatura vascular empleando las
venas conservadas en el tratamiento de las enferme-
dades arteriales que afectan a los sectores fémoro-
popliteo y distal, no han sido muy halagiienos ya que
la permeabilidad primaria no supera el 20 % a un ano
y la secundaria el 40 % (13-15); muy inferiores a los
obtenidos con el uso de la Vena Safena autdéloga.
También la formacién de aneurismas de los aloinjer-
tos venosos es un hecho cierto, ya que se citan cifras
de un 25 % a los 5 afos y un 50 % a los 10 anos.

No obstante estos resultados deben ser matizados
muy especialmente, ya que la gran mayoria de los
pacientes en los que se emplean estos aloinjertos
venosos han sufrido intentos fallidos previos de
revascularizacion como consecuencia de un pobre
lecho distal y en los cuales ya se ha usado la Vena
Safena autdloga y las protesis. Ademads, no solamen-
te la influencia inmunoldgica es la responsable de la
trombosis o la formacién de aneurismas, pues cam-
bios degenerativos de este tipo se han observado en
venas autologas transplantadas; por tanto, deben
estar implicados quiza otros factores como la isque-
mia de la pared después de la movilizacion de la
vena, los métodos de extraccion y el componente
varicoso de las venas extraidas.

El uso actual de las arterias criopreservadas en la
clinica es practicamente testimonial. Edouard Kieffer
(16) los esta utilizando con gran éxito para el reempla-
zo de prétesis aorticas infectadas. Xabier Barral (17) los
estd empleando en la clinica para el tratamiento de
procesos isquémicos de los miembros inferiores y esta
obteniendo una permeabilidad primaria a 30 meses
del 45 % y una permeabilidad secundaria del 70 % en
el mismo periodo de tiempo. Dinnis Da Gama (18) uti-
liza los aloinjertos arteriales en los problemas isqué-
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micos de pacientes que estdn sometidos a terapia
inmunosupresora por ser portadores de un érgano
trasplantado, con buenos resultados preliminares.

Dados los problemas que presenta el empleo de
los homoinjertos arteriales, derivados de la histo-
compatibilidad, hemos disefiado un estudio en el
perro, que aborda experimentalmente una solucion
con dos vertientes, por un lado la criopreservacion y,
por otro, la eliminacién del endotelio en el vaso
donante y la sustitucion del mismo por células endo-
teliales del receptor.

De esta forma tenemos un material de idénticas
caracteristicas fisicas que la arteria a la que debe sus-
tituir, al que se le ha disminuido su capacidad anti-
génica, tanto por el tratamiento con el frio como por
la eliminacién de su endotelio; y merced a la siembra
endotelial con células del receptor tratamos de evi-
tar, simultaneamente, el problema de la trombosis
precoz y el desarrollo de la hiperplasia intimal, facili-
tandose por tanto los mecanismos de asimilacién del
injerto por el organismo receptor para un normal
funcionamiento posterior.

Hemos utilizado como animal de experimentacién
el perro, puesto que es una especie que se ha com-
portado como la mas parecida a la humana en el
estudio de las protesis sintéticas vasculares. Ademds,
el proceso de degeneracién arterial permite obtener
ciertas similitudes, en cortos periodos de tiempo, con
lo que sucede en nuestra especie en periodos mas
largos.

Muchos estudios de Cirugia Vascular, que emple-
an el perro como reactivo biolégico, utilizan las arte-
rias carétidas, debido por un lado a un riesgo muy
bajo de accidentes isquémicos cerebrales, dada su
musculatura cervical, que permite una excelente
suplencia colateral en los momentos del clampaje
carotideo, y por otro, a que el mismo animal puede
servir de control con la manipulacién correspondien-
te en el eje carotideo contralateral. A estas dos carac-
teristicas, tremendamente interesantes, se suma la
ventaja postoperatoria de evitar una laparotomia y
naturalmente la necesidad de un menor nimero de
animales.

La decision del empleo del sector aértico en nues-
tro estudio fue tomada, en primer lugar, porque
desedbamos confirmar que el sembrado endotelial se
producia en condiciones de elevado flujo sanguineo,

adversas para la adherencia endotelial; en segundo
lugar, por el gran calibre de la Aorta que permitiria
anastomosis faciles y rapidas y, de producirse defec-
tos técnicos leves, éstos no influirian de manera deci-
siva en el experimento; en tercer lugar, porque consi-
deramos que en la aorta podia existir un menor
riesgo de trombosis en el caso de cambios hemodina-
micos en el animal durante el postoperatorio, debido
al elevado volumen sanguineo/minuto de la aorta; y
en cuarto lugar, porque sabiamos que los vasos de
gran didmetro superficialmente denudados dejan
una superficie idénea, con gran cantidad de colage-
no, para la adherencia y dispersién de las células
endoteliales al sembrarlas.

Los problemas esenciales a superar en el empleo
de los aloinjertos en Cirugia Vascular son la inmuni-
dad y la trombogenicidad del injerto donante, y
ambos estdn intimamente relacionados. Se sabe que
las células endoteliales son el factor primordial res-
ponsable del inicio de la reaccion de rechazo, que se
manifiesta tanto por la oclusién del injerto como por
la degeneracién del mismo.

Centrandonos en los fenémenos trombéticos de
los aloinjertos, se sabe que los fenémenos inmunolé-
gicos de rechazo dan lugar a alteraciones en los siste-
mas de la anticoagulacién (trombomodulina (TM) y
el sulfato heparinico antitrombina III-proteoglicano
(HSPG-ATIID) y de la fibrinélisis (Activador tisular
del plasmindégeno —-tPA-) de la pared de los vasos
transplantados (19, 21).

Estas alteraciones de la coagulacion y de la fibri-
nolisis puestas en marcha por fenémenos inmunolé-
gicos, en las que esta implicada la pared de los aloin-
jertos, refuerzan nuestro interés en la eliminacién del
endotelio donante.

Pero a diferencia de las soluciones clasicas del
pasado tendentes a la eliminacién celular mantenien-
do la membrana basal y la estructura de colageno (9,
22-24), que dan lugar a una baja permeabilidad y un
prohibitivo indice de aneurismas, nosotros hemos
apostado por prétesis vivas mediante el sembrado
con células endoteliales del receptor, ya que el endo-
telio «in vivo» inhibe la coagulaciéon de muy diversas
formas. Ademas, también es asumido que el sembra-
do endotelial puede ayudar a suprimir otros dos
fenomenos, como son la hiperplasia fibrosa neointi-
mal y la progresién de la arterioesclerosis.
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Es sabido que las proétesis sintéticas y las células
endoteliales no tienen una buena convivencia por-
que las propiedades fisico-quimicas de los materiales
empleados en la fabricacion de las proétesis, como
son la carga negativa, la capacidad de impermeabili-
zacion, o la porosidad, que confieren las caracteris-
ticas antitrombdticas, dificultan la adherencia de las
células endoteliales en el proceso de la siembra, y en
la mayoria de los simposios se pone especial énfasis
en la mejora de la fijacion y retencién de las células
sembradas, mediante proteinas adhesivas (25). Pero,
aun asi, existen otras causas que dificultan la adhe-
sion, como la rotura de la fuerza adhesiva del sustra-
to proteico producida por las proteasas tanto de la
fibrindlisis del trombo luminal como de los leucoci-
tos —al ser activados por los mecanismos de defensa
corporal (coagulacién y sistema del complemento)
puestos en marcha por los substratos artificiales (26,
27)- que conllevan, posteriormente, a la desintegra-
cion de la capa de células endoteliales sembradas.

La fibronectina es una molécula importante de
unién celular y, probablemente, es la clave para que
la unién de las células endoteliales a cualquier subs-
trato se realice con éxito (28). Sin embargo, no hemos
considerado oportuno utilizar la fibronectina, cuyas
propiedades son evidentes en cuanto a la adherencia
celular se refiere, por tres motivos fundamentalmen-
te. En primer lugar, porque los vasos nativos poseen
cantidades més que suficientes de fibronectina para
garantizar la adherencia celular, sobre todo los vasos
de gran calibre, como asi lo sefalan los estudios del
Hospital de Bethesda de Indiandpolis. En segundo
lugar, porque ejerce un efecto téxico sobre la célula
endotelial cuando ésta se afiade al cultivo celular,
como se ha demostrado en la Universidad de Alcala
de Henares (29). Y en tercer lugar, porque hemos
mezclado las células endoteliales recolectadas de la
Vena Safena interna del perro con sangre, ya que
sabemos que el coagulo tiene niveles altos de fibro-
nectina (11).

Es muy evidente, que los vasos nativos, a diferen-
cia de las prétesis sintéticas, son el sustrato ideal
para el sembrado endotelial (30, 31).

A pesar de que el método de recoleccion enzimati-
ca del endotelio de las venas produce muchas menos
células para el sembrado que otros métodos, hemos
preferido éstas como fuente de células endoteliales
sobre la recoleccién del endotelio microvascular de

la grasa, ya que las células obtenidas son células vir-
tualmente puras (32). La grasa, es cierto que genera
por lo menos 10 veces mas de endotelio que la vena,
pero estas células endoteliales estan muy contamina-
das por fibroblastos (33, 35) y, como es sabido, el
sembrado de estas células no endoteliales puede ori-
ginar un desarrollo de las capas subendoteliales, dis-
minuyendo el didmetro de los injertos sembrados
(36).

En los estudios de la Universidad de Indiana (37)
se dice que, en el ambiente experimental, una vena
de 3 mm de didmetro y de 1 cm de longitud puede
dar suficientes células endoteliales para sembrar un
injerto de 5 mm de diametro y 60 centimetros de lar-
go, y se apunta a que quizas el drea donante venosa
deba medir al menos el 5,25 % de la superficie del
injerto a sembrar, pero la completa endotelizacién
sucede a las 4-6 semanas, ya que las células deben
proliferar.

Obsérvese, para comparar, que en este experimen-
to que presentamos el drea donante venosa (cilindro
de 4 mm de didametro x 100 mm de alto) era el 260 %
de la superficie del injerto (cilindro de 10 mm de dia-
metro x 15 mm de alto).

Dos aspectos que deben ser tenidos en cuenta, y
asi lo hemos hecho en nuestro estudio, son el
momento ideal del sembrado endotelial y la densi-
dad celular a sembrar.

Se puede realizar el sembrado de una forma inme-
diata a la extraccioén de las células endoteliales (38), o
bien mas tardiamente procedentes de subcultivos para
poder obtener una mayor cantidad de células endote-
liales (39). No obstante, las células endoteliales cultiva-
das se pueden alterar para adaptarse a las condiciones
del nuevo medio en el que se desarrolla y, asi, se han
descrito cambios en la expresion de sus proteinas anti-
génicas, secrecién de ciertas enzimas, etc. Por esa
razén, hemos preferido un sembrado inmediato.

La disparidad de resultados de efectividad del
sembrado endotelial (35,40) en las prétesis sintéticas
en ensayos experimentales pueda, quizas, ser expli-
cada por los distintos grados en la densidad celular
del sembrado endotelial.

La técnica del recubrimiento con células endotelia-
les (41) o «sodding» en términos anglosajones, consis-
te en colocar una alta densidad de células endoteliales
en contacto con la superficie del injerto permitiéndose
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que se adhieran y dispersen. El endotelio asi conse-
guido no requiere proliferar. De esta forma se evita el
riesgo de que las células endoteliales en proliferacién
pueden modularse fenotipicamente, adquiriendo
naturaleza procoagulante (42, 43).

Es evidente que hemos considerado la densidad
de sembrado celular como un aspecto importante a
tener en cuenta en este experimento, por lo que
nuestros injertos criopreservados y denudados han
sido sembrados con alta densidad de células endote-
liales para un total recubrimiento —debido a la gran
area endotelial venosa usada en comparacién con la
superficie del injerto-, justo inmediatamente a la
obtencién de las células endoteliales, que no implica-
se la proliferacién celular.

En perros se ha estimado que se requieren 90 célu-
las endoteliales por mm? de injerto para que se pro-
duzca una endotelizacién efectiva «in vivo» (44),
pero es preciso proliferacién celular posterior. Jarrel
(41) ha constatado que para producir una cobertura
completa de injertos de Dacron sin necesidad de cre-
cimiento endotelial —que es lo que nosotros preten-
demos, para minimizar los riesgos de trombosis—, es
preciso al menos 7,7x10* células endoteliales/cm?,

Segun estas cifras, en nuestro experimento necesi-
tdbamos en torno a los 376.000 células endoteliales,
para recubrir el injerto aértico. Si el vaso nativo con-
tiene aproximadamente 1x10° células endoteliales
por cm? (32), nosotros podriamos disponer en el seg-
mento de Safena extraido de 1.250.000 células endo-
teliales, desde el punto de vista teérico. No obstante
—aunque algunos autores sefialan una recoleccién de
5,3 = 2,8 x 10* células por cm? de endotelio venoso
con el método enzimético (45)-, si suponemos inclu-
s0, que nuestro rendimiento de recoleccién de célu-
las endoteliales de la vena es inferior y alcance sola-
mente el 30 %, aportamos alrededor de los 375.000
células endoteliales necesarias para el «<sodding».

El sembrado endotelial pudiera ser utilizado, tam-
bién, para reendotelizar tanto prétesis como los vasos
después de procedimientos tales como las angioplas-
tias o las aterectomias, o los stents. Ademads, es posible
que a través de mecanismos de ingenieria genética
estas células puedan ser manipuladas para que pro-
duzcan proteinas que puedan modificar la tromboge-
nicidad y, quizas también, disminuir la tasa de esteno-
sis recurrente mediante la influencia sobre la hiper-
plasia intimal.

Desde el punto de vista teérico, se abre un futuro
prometedor y fascinante para el tratamiento de otras
enfermedades no vasculares. El contacto de estas
células endoteliales con la sangre circulante las hace
especialmente idoneas para la produccién de protei-
nas y, de esta forma, corregir condiciones tales como
la deficiencia de la insulina que se produce en la dia-
betes mellitus.

En nuestro experimento hemos querido establecer
una comparacion histolégica entre los diferentes gru-
pos de aloinjertos arteriales que han sido crioprese-
vados durante un mes a diferentes temperaturas y a
los que se les ha retirado el endotelio y se los ha sem-
brado con células endoteliales de origen venoso del
receptor, ya que lo que pretendemos es estudiar la
interaccion de estas dos variables juntas —criopreser-
vacién y denudado endotelial- para disminuir las
posibilidades de rechazo y, por tanto, de formacién
de aneurismas y de trombosis, sin perder las venta-
jas del endotelio, manteniendo un injerto vivo de
caracteristicas fisicas ideales.

No se ha considerado de una forma consciente la
identidad antigénica de los animales, de tal forma
que pudiéramos valorar de la mejor manera posible
el efecto conjunto del frio y la retirada del endotelio
donante en la reduccién de la antigenicidad al
constatar la permeabilidad y los estudios histolégi-
cos, ademas de simplificar el experimento.

El hecho de conocer el momento del postoperato-
rio en que se produce la oclusién puede servir en
cierta medida para intuir la causa de la misma, en el
caso de que las obstrucciones tengan una distribu-
cién regular dentro de los distintos grupos y subgru-
pos, como ha sucedido en este estudio.

Aun no siendo el aspecto de la permeabilidad uno
de los mas importantes de este trabajo, nuestros
resultados muestran que la mayor parte de las oclu-
siones se han sucedido en el periodo comprendido
dentro de las primeras 14 semanas del postoperato-
rio; y deducimos que las obstrucciones més precoces
han podido deberse tanto a reacciones de rechazo
como a la ineficacia del sembrado endotelial, y las
mas tardias a la hiperplasia intimal.

En efecto, los grupos con menor tasa de permeabi-
lidad han sido el grupo Control y el grupo A (+4°C),
y curiosamente las oclusiones se han producido pre-
cozmente, en las primeras semanas del postoperato-
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rio. Sospechamos que en el primero (grupo Control)
las reacciones inmunitarias han llevado a la trombo-
sis del injerto (manifestado de forma aguda en 2 ani-
males), ya que se observé un importante infiltrado
linfoplasmocitario a nivel de las capas de los implan-
tes de estos dos animales sacrificados precozmente,
antes de sus periodos de evaluacién correspondien-
tes; y en el segundo (grupo A), quizas las oclusiones
tengan alguna relaciéon con una pérdida de las célu-
las endoteliales sembradas, dejando una superficie
denudada de endotelio y trombégena. Estos resulta-
dos de permeabilidad registrados por todos los sub-
grupos del grupo de injertos conservados a +4°C (A)
nos sorprendieron, ya que las previsiones eran de
una permeabilidad superior, incluso cercana a la de
los injertos conservados a -196°C (D).

La permeabilidad obtenida en el grupo de injertos
conservados a -196°C (D) ha sido excelente, pues no
se ha registrado ninguna oclusion, al igual que en el
grupo Testigo.

Los datos registrados por los grupos conservados
a -30°C y -80°C (B, C), ha sido 6ptima. En general, si
se tiene en cuenta todos los grupos de animales que
recibieron un implante ultracongelado y conservado
a temperaturas por debajo de los -29°C (B, C, D), han
mostrado una permeabilidad global claramente
superior a la registrada por los grupos que recibieron
un implante alogénico no ultracongelado (grupos A
y Control).

Por otro lado, la permeabilidad de todos los gru-
pos crioconservados ha sido superior a la del grupo
control que recibié implantes alogénicos frescos.

En contraposicion a estas oclusiones mas precoces,
pensamos que las oclusiones mas tardias producidas
en los subgrupos B, y B,, pertenecientes al grupo B, y
en los subgrupos C, y C, pertenecientes al grupo C,
pudieran estar en relacién con el desarrollo de hiper-
plasia intimal y no con fenémenos de rechazo.

Existe una conviccién general, aunque no cientifi-
camente probada, de que las arterias son mas antigé-
nicas que las venas (46, 47). Pero lo que si se ha
demostrado por algunos autores es la reduccién de
la antigenicidad de los aloinjertos mediante el trata-
miento con el frio (48, 49) y la desaparicion completa
del rechazo a los 3 meses de realizado el trasplante,
aunque el mecanismo intimo de este fenémeno no ha
sido explicado (50).

El desarrollo de la criobiologia permite hoy en dia
la preservacién de tejidos vivos durante largos perio-
dos de tiempo, manteniendo sus caracteristicas mor-
fologicas y capacidad funcional, como ha sido clara-
mente demostrado. La asociacién de un crioprotector
como el dimetil-sulféxido a técnicas de preservacion
con el empleo del vapor del nitrégeno liquido parece
hoy dia ser el método mas ventajoso (51, 52). No obs-
tante, es posible que no todas las capacidades funcio-
nales, como puedan ser la vasodilatacion o vasocons-
triccion (53 ), se mantengan.

En el proceso del rechazo juega un papel prepon-
derante la antigenicidad de las células endoteliales y
existen, segin Todd (54), 4 diferentes estados: un
estado inicial de reconocimiento, un periodo caracte-
rizado por fenémeno de reaccién, fenémeno de repa-
racién y un estado final de organizacion; y parece
que, después de 100 dias, el proceso de rechazo fina-
liza, al ser sustituido el endotelio donante por el del
receptor, segiin Smith Rixen (55).

Sin embargo, la capacidad y el indice de repobla-
cién endotelial es directamente proporcional a la his-
tocompatibilidad con el receptor, de acuerdo con los
datos experimentales de Williams (56). Es mas, algu-
nos autores opinan que la compatibilidad ABO entre
donante y receptor ha mejorado los resultados.

Debemos poner de manifiesto que la tendencia
actual, en los métodos de criopreservacion de vasos,
se orienta hacia la utilizacion de crioprotectores,
generalmente el dimetil sulféxido. Boren (57) los con-
sidera utiles para la conservacion del endotelio y
para la viabilidad celular en general, debido a que
evita la formacién de cristales de hielo intracelulares
y, ademads, en su opinién, es posible que tengan un
efecto beneficioso en la reduccion de la capacidad
antigénica del vaso. En sentido opuesto, para Weber
(52), estos crioprotectores quiza no ejercen una
influencia decisiva en el resultado,

El almacenamiento de nuestras arterias criopreser-
vadas ha sido realizado sin emplear soluciones crio-
protectoras. Si bien es cierto que, aunque los estudios
preliminares actuales (17) sobre la criopreservacion
con agentes como el dimetil sulféxido han demostra-
do la presencia de células endoteliales en los vasos
criopreservados, no se ha demostrado que estas célu-
las tengan una actividad normal. Ademas, los datos
comunicados en los tltimos Congresos, por los auto-
res franceses que emplean estos métodos de conser-
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vacién, todavia no publicados, sefialan que a los
pocos dias del transplante las células endoteliales
desaparecen casi en su totalidad, por lo que debemos
suponer que existe un dano endotelial. A este respec-
to, es posible que este dafo endotelial sea producido
por la toxicidad celular del dimetil sulféxido, dado
que aunque se usa a concentraciones del 15 % segu-
ramente la distribucion del agente crioprotector no
es uniforme en todos los segmentos del vaso.
Aunque es evidente que pueden existir otras varia-
bles que influyan negativamente sobre el endotelio,
como por ejemplo el uso de los antibiéticos en estas
soluciones, e incluso una mala técnica de extraccién
de los vasos, dado que la extraccién de las arterias se
realiza en el contexto de una extraccion multiorgani-
ca, y el turno de obtencién de los vasos queda relega-
do al dltimo lugar, cuando los cirujanos estan cansa-
dos después de 6 horas de intervencion.

En nuestro estudio, basados en la posibilidad del
dafio de los antibiéticos sobre los vasos (58), tampo-
co han sido usados. Por otro lado, existen publicacio-
nes donde no se consideran necesarios al no haberse
encontrado gérmenes en los aloinjertos crioconserva-
dos (24).

Si bien es cierto que en nuestro experimento la pre-
servacion endotelial «donante» no es un objetivo pri-
mordial, y que su destruccion nos ofreceria ventajas,
ya que lo sustituimos por endotelio receptor, y por
tanto no deberiamos poner objeciones al empleo de
productos toxicos endoteliales, sin embargo lo hace-
mos en base a que es importantisimo preservar tanto
las células endoteliales de los «vasa vasorum» adven-
ticiales, que evitaran estados de hiponutricién del
vaso, como las células musculares lisas, evitindose en
nuestra opinién los riesgos de degeneraciones.

Como se puede observar, en nuestra casuistica no
han aparecido degeneraciones aneurismaticas ni cal-
cificaciones, sin embargo si se ha producido una
dilatacién aneurismatica en el tinico vaso control
permeable.

Existen dos técnicas opuestas en cuanto a la forma
de alcanzar la ultracongelacion, bien de forma paula-
tina, bien de forma inmediata. Nosotros hemos esco-
gido la forma inmediata por ser un método mads sen-
cillo y, dado que aunque es posible que con la rdpida
congelacién se pierda un cierto nimero de células,
quizd sea ésta una de las razones en la reduccién de

la antigenicidad propugnada por ciertos investiga-
dores.

Con la ultracongelacién rapida en nitrégeno liqui-
do a muy bajas temperaturas hemos obtenido unos
excelentes resultados de permeabilidad y practica-
mente ningun problema de degeneracion. Con las
temperaturas de mantenimiento de -30°C y -80°C,
mas elevadas, que permiten mds alteraciones meta-
bélicas asi como citoldgicas con trasiego de electroli-
tos y acumulacién de liquidos en el espacio extrace-
lular (59) que las temperaturas por debajo de los
-140°C, los resultados han sido ligeramente inferiores
con respecto a los mantenidos a -196°C, pero supe-
riores a los conservados en refrigerador a temperatu-
ras de +42C. No obstante, todos los métodos de crio-
preservacién se han mostrado muy superiores con
respecto al grupo control de animales receptores de
injertos frescos.

El rechazo de los aloinjertos vasculares puede ser
considerablemente atenuado mediante la adminis-
tracion de agentes inmunosupresores, como la ciclos-
porina dando a la pared arterial la posibilidad y
oportunidad de regeneracion en relacion a la agre-
sién a que es sometida, y esto mejora su comporta-
miento biolégico. No obstante, pueden dar complica-
ciones trombéticas (60).

Es importante destacar, a nuestro juicio, el papel
preventivo que pueden desempenar ciertos farmacos
en el tratamiento de arterioesclerosis post-trasplante
de arterias, ya que los efectos secundarios son de
menor relevancia, quizas, que los desencadenados
por los inmunosupresores (61).

Es conveniente sefalar, cuando se habla de tras-
plantes de érganos o tejidos, el peligro existente con
la transmisién de procesos infecciosos o neoplasicos.
En el caso especial del virus de la inmunodeficiencia
adquirida (HIV) todavia existe un mayor riesgo, si
cabe, de que se produzca el contagio, ya que aunque
es politica obligada el estudio mediante pruebas de
deteccion del virus de todos los tejidos y érganos
para transplante, se sabe que después de la infeccion
por este agente infeccioso hay una «ventana» de
seronegatividad en el organismo infectado, y este es
posiblemente, ademas, el periodo de méaxima infecti-
vidad (62).

Nos encontramos en un momento en que se estan
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dando grandes pasos en el conocimiento de las reac-
ciones de rechazo y su control. En otro orden, es evi-
dente que en el desarrollo de las prétesis sintéticas
parece que se ha alcanzado una meseta y que las
posibilidades del empleo del material autélogo, bien
la vena safena, bien las arterias, es limitada. Todos
estos factores nos inclinan a considerar que la opcién
del uso de los aloinjertos es muy adecuada en estos
momentos.

La finalidad de este trabajo experimental ha sido
hacer un ensayo inicial con una bioprétesis celular
de caracteristicas fisicas y bioquimicas semejantes a
las arterias sanas, que pueden ser almacenadas en
bancos de vasos, y a la que se le disminuye su poder
antigénico por dos mecanismos: la ultracongelacién
y el recambio endotelial.

Conclusiones

1. Todos los aloinjertos arteriales ultracongelados y
crioconservados a diferentes temperaturas y, en par-
ticular a -196°C, denudados de su endotelio y sem-
brados con células endoteliales autélogas han mos-
trado buenos resultados, expresados en términos de
permeabilidad, trombogenicidad y degeneraciones
histicas, cuando han sido implantados en la aorta
abdominal del perro receptor.

2. Los aloinjertos ultracongelados y preservados a
temperaturas de -30°C y -80°C, denudados de su
endotelio y sembrados, han mostrado unos resulta-
dos muy aceptables.

3. La aceptacion por el receptor de los aloinjertos
arteriales ultracongelados criopreservados y sembra-
dos ha sido muy buena desde el punto de vista de la
tolerancia tisular, sin problemas de rechazo.

4. No se han detectado complicaciones degenerati-
vas en los crioinjertos implantados, tales como los
pseudoaneurismas, los aneurismas verdaderos y las
calcificaciones, durante el periodo de observacién
experimental.

5. La valoracion final del éxito de la criopreserva-
cién y de la siembra y recubrimiento celular endote-
lial aut6logo, en los aloinjertos arteriales, se basa tan-
to en los criterios de permeabilidad como en las

modificaciones histolégicas en el propio injerto. Por
ello, nuestros resultados sefialan que la eliminacién
de las células endoteliales del injerto y la siembra de
células endoteliales autélogas, junto a la ultraconge-
lacién y criopreservacién, han aminorado la antige-
nicidad de los injertos y, por tanto, ha influido deci-
sivamente en la preservacién de la bioprotesis frente
a una posible trombosis precoz, posibilitando asi los
procesos de asimilacién del injerto por el organismo
receptor.

6. Los vasos nativos son el substrato natural para
las células endoteliales, que favorece su fijacién y
extension de éstas.

7. Los aloinjertos arteriales en el drea de la aorta
abdominal del perro pueden ser un modelo valioso
para el estudio del proceso de adherencia de las célu-
las endoteliales sembradas en vasos nativos.

8. El proceso de sembrado con alta densidad de
células endoteliales autdlogas inhibe el proceso de
coagulacion y la trombosis precoz del injerto.

9. El sembrado endotelial autélogo se puede consi-
derar como un tratamiento ttil para los vasos denu-
dados de endotelio al producir su reendotelizacién y
mejorar su permeabilidad. Se abre asi la posibilidad
de utilizar esta técnica para disminuir la tromboge-
nicidad de las endarterectomias y de las angioplas-
tias.

10. Los aloinjertos arteriales nativos endotelizables
pudieran llegar a ser una alternativa a las protesis
sintéticas tradicionales.
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