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Resumen

Objetivo: Describir el proceso para conseguir la lesion aterogénica en el conejo, mostrar
el dano vascular producido por 2 catéteres de baldn de diferente calibre y el valor de la
ecografia para su cuantificacion.

Material y métodos: Se emplearon 36 conejos. Se estudiaron los valores de triglicéridos y
colesterol, y se realizo una ecografia de aorta e iliacas. Se realizé una arteriografia y se
indujo la lesion vascular denudando la arteria iliaca izquierda con catéter de baldon: grupo
A, catéter-balén 2,5 mm, y grupo B catéter-baldon 3 mm de diametro. Tras 8 semanas con
dieta hiperlipidica se realizaron nuevas mediciones bioquimicas y ecograficas.
Resultados: Colesterol antes de la dieta 37,96+19,3mg/dl, y tras la dieta
1.7614+296,91 mg/dl. Los hallazgos ecograficos mostraron un diametro de la aorta de
4,14+0,7 mm, de la arteria iliaca derecha de 34+0,3 mm, de la arteria iliaca izquierda de
3+0,4 mm. Tras el dafio vascular y 8 semanas de dieta, en el grupo A la luz de la aorta era
de 2,78+1,21 mm, la arteria iliaca derecha media 2,18+0,81 mm y la arteria iliaca
izquierda 1,16 40,63 mm; en el grupo B la luz de la aorta fue de 3,07 +1,06 mm, la arteria
iliaca derecha 2,53+0,9 mm vy la arteria iliaca izquierda 1,39+1,1 mm.

Murieron 4 conejos y de los 32 restantes hubo mas morbimortalidad con el catéter de balén
de 3 mm.

Conclusion: Tras la denudacion con catéter de balon y dieta los conejos desarrollan
estenosis de la arteria. El dafo con catéter de 2,5mm de diametro disminuye las
complicaciones.
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Abstract

Objective: To describe the process for inducing atherogenic lesions in rabbits, to show the
damage to vessels caused by two different caliber balloon catheters, and to show the
usefulness of ultrasonography in the quantification of vascular damage.

Material and methods: We used 36 rabbits. We studied the levels of triglycerides and
cholesterol and examined the aorta and iliac arteries by ultrasonography. We performed
arteriography and induced a vascular lesion by denuding the left iliac artery with a balloon
catheter: group A 2.5 mm diameter balloon catheter, group B 3 mm diameter balloon
catheter. After 8 weeks on a hyperlipidic diet, biochemical and ultrasonographic

Results: Cholesterol before the diet: 37.964+19.3mg/dL and after the diet:
1761+296.91 mg/dL. The baseline ultrasonographic measurements of vessel diameter
were: aorta 4.140.7 mm, right iliac artery 340.3 mm, left iliac artery 340.4 mm. After
vascular damage and 8 weeks hyperlipidic diet, in group A the ultrasonographic
measurements of vessel diameter were: aortic lumen 2.78 +1.21 mm, right iliac artery
2.1840.81 mm, and the left iliac artery 1.164+0.63 mm; in group B, the aortic lumen
measured 3.0741.06 mm, the right iliac artery 2.534+-0.9 mm, and the left iliac artery

Four rabbits died; in the 32 remaining rabbits, morbidity was higher with a 3 mm balloon

Conclusion: After denudation with a balloon catheter and a hyperlipidic diet, the rabbits
developed arterial stenosis. The damage with a 2.5 mm diameter catheter reduces
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measurements were repeated.
1.394+1.1 mm.
catheter.
complications.
Introduccién

La arteriosclerosis y sus complicaciones cardiovasculares son
la primera causa de morbimortalidad en los paises desa-
rrollados. Estudios en humanos y animales indican que ésta
se inicia por cambios en la funcion del endotelio de los
vasos'.

Los conejos se han usado como modelo experimental para
el estudio de las patologias cardiovasculares por desarrollar
rapidamente lesiones ateromatosas si son alimentados con
una dieta rica en colesterol>3. Estas lesiones tienen un
mayor contenido en lipidos y macrdfagos que las observadas
en los seres humanos. El dafno vascular inducido hace que
sean mas estables y uniformes en el tamafo y distribucion®.

Los objetivos del trabajo son describir el proceso
empleado para conseguir la lesion aterogénica en el conejo,
describiendo la dieta y la técnica de lesion vascular en la
arteria iliaca con catéter de baldon para que pueda ser
reproducible, mostrar el dafo vascular que se produce por 2
catéteres de balon de diferente calibre y analizar el valor de
la ecografia en la cuantificacion del dano vascular.

Material y métodos

El material animal consta de 36 conejos blancos de raza
Nueva Zelanda de 3 meses de edad y un peso aproximado de
3 kg (18 machos y 18 hembras). Los conejos proceden de la
granja cunicola experimental del Departamento de Ciencia
Animal de la Universidad Politécnica de Valencia y han sido

mantenidos de acuerdo con la legislacion espanola para el
mantenimiento de los animales utilizados en experimen-
tacion y otros fines cientificos, reflejado en el punto 3 del
articulo 11 del Real Decreto 223/1988 del 14 de marzo y en
la normativa de la Union Europea referente a la Experimen-
tacion y Proteccion Animal (86/609/CCE).

Examen fisico de los conejos

A la recepcion de los animales se les realizé un examen fisico
general para demostrar su viabilidad para el trabajo. Se
evaluo el estado general: actitud de alerta, auscultacion
cardiaca y pulmonar, peso, analitica sanguinea y examen
ecografico para constatar la integridad de las arterias aorta
y ambas iliacas primitivas.

Sedacién

Se realizd una sedacion mediante la inyeccion en la
musculatura dorsal del lomo de xilazina (Xylagesic 2%,
Calier™) a dosis de 3 mg/kg y ketamina (Imalgene 1.000,
Merial®™) a dosis de 20 mg/kg. Como analgésico se anadio
morfina (Morfina 2%, Braun®™) a dosis de 0,2 mg/kg.

Una vez el animal estaba sedado e inmdvil, se rasuro la
parte exterior de la oreja del conejo y se coloco un catéter
intravenoso en la vena auricular marginal. Se extrajo sangre
y se midieron parametros hematolégicos y bioquimicos, de
los que destacan para nuestro estudio los valores de
colesterol y triglicéridos.
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Examen ecografico

Se utilizo un ecdgrafo de alta resolucién Acuson® 128 XP/10,
usando transductores de 5y de 7,5 MHz.

Se rasurd el area paravertebral caudal izquierda del
abdomen y aseguramos un buen contacto entre el transduc-
tor y la piel. Se posicion6 al animal en decubito lateral
derecho, de manera que se dispuso de una ventana acUstica
adecuada para realizar los registros ecograficos de la aorta y
de la arteria iliaca primitiva izquierda. Se identifico en modo
ecografico bidimensional la Ultima seccion de la aorta
abdominal y el inicio de la arteria iliaca primitiva izquierda,
tomando las medidas correspondientes al diametro de la
aortay de la arteria iliaca primitiva en un corte longitudinal.
Se utilizo Doppler color verificando el correcto flujo de la
aorta e iliaca, y la ausencia de alteraciones.

Técnica de cateterizacion arterial

El objetivo de la cateterizacion fue alojar el balon de
angioplastia para conseguir dafo arterial (técnica de
denudacion) en la arteria iliaca primitiva izquierda. La
eleccion de esta arteria se debe a su similitud en diametro a
las arterias infrapopliteas y coronarias, que son mas
afectadas por patologias arteriosclerosas y serian extrapo-
lables al humano. Consta de 3 fases: anestesia y posiciona-
miento del conejo, abordaje quirdrgico para la
exteriorizacion de la cardtida y la cateterizacion mediante
de técnica de Seldinger.

Anestesia y posicionamiento del conejo. La inducci6
anestésica se realizé con propofol (Propofol Lipuro® Braun)
a una dosis de 3 mg/kg y, para su mantenimiento anestésico,
se conecté a un perfusor continuo de propofol (Perfusor®
fm, Braun) una dosis de 15 ml/h.

Posicionado el conejo en declbito dorsal, se extiendieron
caudalmente las extremidades anteriores y se inmovilizo al
animal mediante bolsas de arena colocadas (fig. 1). El cuello
se extendi6 y se mantuvo en esa posicion con esparadrapo,
identificando a cada animal con letras de plomo. La zona a
incidir se limpi6é y desinfectdé con solucion de povidona
yodada aislandola mediante la colocacion de un pafo
estéril.

Abordaje quirtrgico para la exteriorizacion de la arteria
carotida. El abordaje se realizd mediante una incision en la
piel con un bisturi del nimero 10 en la zona media del cuello
del conejo. Con tijeras se incidi6 el musculo superficial del
cuello, inmediatamente debajo aparecen los musculos
esternocefalico y esternohioideo, que se cortaron siguiendo
longitudinalmente la linea intermuscular y se lateralizaron,

Figura 1

Posicionamiento del conejo.

Figura 2 Arteriografia normal del conejo.

apareciendo en profundidad la traquea. Una vez ésta es
desplazada lateralmente, se ve la vaina carotidea, integrada
por la arteria carétida, el tronco vagosimpatico y la vena
yugular interna. Disecando cuidadosamente con una pinza
de hemostasia (mosquito) aislamos la cardtida que queda
exteriorizada y preparada para la cateterizacion.

Cateterizacion mediante técnica de Seldinger. Con ayuda
de un abocath de 18 g se punciond la arteria carétida que se
encontraba exteriorizada y se introdujo una guia hidrofilica
(0,035” J 180 cm Terumo®™) unos pocos centimetros. Con
ayuda de fluoroscopia (Bennet®™ X-ray Technologies) se
dirigio la punta de la guia a la aorta descendente toracica,
ya que espontaneamente la guia se introduce en el corazon,
el nivel anatémico guiado por fluoroscopia para el giro de la
punta de la guia es la primera costilla. Una vez la guia
estaba en la aorta abdominal se colocaba el introductor
(Radiofocus introducer® Il de 4 fr, Terumo) hasta que estaba
completamente insertado en la aorta abdominal. Se inyectd
por el introductor heparina sodica a dosis de 25 Ul/ml en
cada conejo para evitar trombosis.

A través del introductor se realizd una arteriografia
de la aorta abdominal con todas sus ramas viscerales, que
incluye la zona pélvica para asegurar la normalidad de las
arterias con 10 ml de iohexol (Omnigraf 350® Schering-
Plough) diluido al 50% en suero fisiologico heparinizado
(fig. 2).

Técnica de denudacion de la arteria con ayuda
de un catéter de balén

Introdujimos directamente a través del introductor los
catéteres de angioplastia (Symmetry®™ balloon dilatation
catheter, Boston Scientific™). Todos los catéteres tenian una
longitud de 20 mm. No nos ayudamos de una guia, ya que los
catéteres navegan bien y alcanzan con un minimo de
manipulacion la arteria iliaca primitiva izquierda.

Se establecieron 2 grupos de trabajo: grupo A, 20
animales en los que se realizd la denudacion vascular
usando un balén de 2,5 mm de expansion maxima, y grupo B,
12 animales en los que se realiz6 la denudacion vascular
inflando el balén a 3 mm de grosor.

La técnica de denudacion endotelial, descrita ya por
otros autores™®, consistié en hinchar el balén en la zona que
se pretende lesionar y una vez inflado realizar unos
movimientos cortos y firmes hacia delante y hacia atras
(4 veces durante 2s), provocando el dano endotelial
deseado. A continuacion se deshinché el catéter de balén
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Figura3 Efecto inmediato de la denudacion en la arteria iliaca
izquierda. Disminucion de su calibre debido al espasmo que se
produce tras el dano arterial.

Tabla 1 Composicion de la dieta hiperlipidica
Ingredientes %
Cebada 12,0
Salvado de trigo 30,0
Torta de girasol 10,0
Semilla de girasol 1,5
Heno de alfalfa 28,0
Pulpa de remolacha 4,0
Paja de cereal 4,0
Melaza de cana 1,0
Manteca 0,5
Aceite de palma™ 6,0
Colesterol 1,0
Bicarbonato sodico 0,6
Carbonato calcico 0,6
Cloruro sodico 0,3
Corrector de vitaminas y oligoelementos 0,5

En cursiva se resaltan los ingredientes ahadidos a la dieta
habitual.
*GRACOM, Silla, Valencia, Espana.

y se extrajo, y a través del introductor se realizd una nueva
arteriografia aodrtica para valorar el efecto del balon y
descartar posibles complicaciones (fig. 3).

La arteria carotida se cerré intentando respetar su luz con
sutura monofilamento absorbible (Safil® 5/0, Braun®). Los
musculos se suturaron por planos y la piel con sutura
intradérmica, ambos con material multifilamento absorbible
(Safil™ 3/0, Braun®).

Como terapia posquirdrgica se administré meloxicam
(Metacam™, Schering-Plough™) a dosis de 1 mg/kg, enro-
floxacino (Baytril™, Bayer™) a dosis de 1 mg/Kkg y bupre-
norfina (Buprex®, Schering-Plough®™) a dosis de 0,05 mg/kg.

Dieta hiperlipidica

A partir de este momento, se les administré una dieta
hiperlipidica que consumian “ad libitum” durante 8
semanas. La composicion de la dieta la recoge la tabla 1.
A la descripcion de la dieta de los conejos hay que destacar

la adicion del 1% de cristales de colesterol puro y el 6% de
aceite de palma para aumentar el efecto aterogénico.

Una vez transcurrido este tiempo, se les realizaba una
nueva ecografia Doppler, tanto de la aorta como de las
arterias iliacas primitivas derecha e izquierda, valorando la
respuesta de las arterias, tanto a la dieta como a la injuria
intraarterial en la arteria iliaca primitiva izquierda. También
se realiz6 una nueva extraccion de sangre y se volvian a
medir los parametros analiticos.

Andlisis estadistico

Se utilizé estadistica descriptiva y la prueba de X? para la
comparacion de variables. Se consideré una diferencia
estadisticamente significativa cuando se obutvo una
p<0,05.

Resultados

De los 36 animales que empezaron el estudio, solo lo acabaron
25, lo que representa un porcentaje de supervivencia general
de un 69,44%, en 32 animales se pudo iniciar el proceso de
cateterizacion y angioplastia, que supone un 78,13%.

A efecto de simplificar los resultados hemos considerado
conveniente analizar los datos dividiéndolo en 2 fases bien
definidas: el manejo anestésico y el manejo quirdrgico.

Manejo anestésico. En primer lugar, el protocolo de
sedacion fue util, sin bajas y con resultados satisfactorios.

La induccion anestésica mediante propofol produjo 4 bajas
en un total de 36 animales, lo que representa un 11,11%.

Manejo quirdrgico. Los resultados se dividieron en los 2
grupos de trabajo:

e En el grupo A (integrado por 20 animales en los que se uso6
balon de angioplastia de 2,5 mm de diametro) superaron
el posquirdrgico 17 animales (85%) y hubo 3 bajas (2 por
hemorragia carotidea durante la cateterizacion y 1 por
rotura de la arteria iliaca).

e En el grupo B (integrado por 12 animales en los que se uso6
balén de angioplastia de 3 mm de diametro) superaron el
posquirtrgico 8 animales (66,67%) y hubo 4 bajas (3 por
rotura de la arteria iliaca izquierda tras manipulacion con
el balon y 1 por rotura adrtica) (fig. 4).

Los resultados analiticos de las pruebas de bioquimica
basales y tras las 8 semanas de la dieta aterogénica se
recogen en la tabla 2, destacando el aumento significativo

Figura 4 Rotura de la arteria iliaca izquierda con extravasa-
cion de contraste.
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Tabla 2 Resultados analiticos

Predieta aterogénica

Posdieta aterogénica

Colesterol plasmatico (mg/dl) 37,964+19,3 1791+296,91*
Triglicéridos plasmaticos (mg/dl) 30,04+ 11,01 36,16 +10,20
*Estadisticamente significativa, p<0,01.
Tabla 3  Resultados de la ecografia
Luz aorta Luz aorta iliaca derecha Luz aorta iliaca izquierda
(mm) (mm) (mm)
Exploracion basal 4,1+0,7 3+0,3 3+0,4
Grupo A. Tras dafio vascular+8 semanas de 2,78+ 1,21 2,18+0,81? 1,16+0,63%
dieta
Grupo B. Tras dafno vascular+8 semanas de 3,07+1,06 2,53+0,9° 1,3941,13P
dieta

Entre el grupo Ay grupo B no hay diferencias significativas, p>0,05.
#Hay diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre las arterias iliacas izquierda y derecha, demostrando la efectividad

del dafo vascular.
PEn 2 arterias se objetivo obstruccion completa.

de los valores de colesterol en sangre mientras que los
triglicéridos no presentaron diferencias significativas.
Tampoco hay diferencias entre los valores de colesterol y
triglicéridos entre machos y hembras.

Los resultados de la exploracion ecografica mediante la
medicion de la luz de los vasos, tanto basal como después de
la lesion arterial con el catéter y la dieta hiperlipidica, se
muestran en la tabla 3. La valoracion del estudio estadistico
de los diametros de la aorta y de ambas iliacas determina que
no hay diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo A y el grupo B, con valores de p>0,05. Asi como
tampoco se objetiva diferencia significativa entre conejos
varones o hembras. En cambio, si es estadisticamente
significativa la disminucion en la luz arterial de la arteria
iliaca izquierda, donde se ha practicado la angioplastia para la
denudacion con respecto a la luz de la arteria iliaca derecha.

Discusion

El conejo es un animal de experimentacion utilizado por su
facilidad de manejo, su accesibilidad y en el que se
reproducen procesos experimentales que pueden extrapo-
larse al ser humano®”-8. En estudios recientes, la ecografia
se ha revelado como muy Gtil a la hora de evaluar las
alteraciones producidas por las placas de ateroma en las
principales arterias al ser una herramienta no invasiva que
no pone en peligro la vida del animal®.

El manejo anestésico usado en el protocolo de sedacion
fue muy util, ya que no se produjo ninguna baja en nuestro
grupo de animales. En cambio, la induccion anestésica con
propofol produjo 4 bajas, la razon es que los conejos son
muy sensibles al estrés, lo cual se traduce en alteraciones
fisiologicas, como taquicardias severas, que hace que los
accidentes anestésicos sean habituales'®.

Durante la manipulacion quirtrgica, las 2 muertes que
hubo por hemorragia carotidea en el momento de la puncion
las atribuimos a la curva de aprendizaje, ya que se
produjeron en el segundo y octavo conejos, no sucediendo
posteriormente este evento.

Como ya se ha publicado, los conejos desarrollan rapida-
mente lesiones ateromatosas si son alimentados con una dieta
hipercolesterolémica®>, como lo demuestran los resultados de
nuestro estudio con un incremento de las cifras de colesterol
basal tras la dieta. La lesion que se produce en el vaso acelera
la formacion de placas de ateroma, y las hace mas estables y
uniformes en tamafio y distribucion®. En este modelo para
producir la denudacion arterial, la angioplastia causa un
estrechamiento radial de la arteria, asi como dafo por
compresion de la media, hemorragia intramural y diseccion
de la capa intima y/o media, la respuesta vascular subsi-
guiente es la respuesta inflamatoria. La reestenosis resulta de
la combinacion del trombo mural, rellenando las placas de
diseccion y formando un crecimiento celular sumado a los
depdsitos de colageno y elastina en la intima, media y
adventicia de la arteria'!. Esto se demuestra en este estudio
con las mediciones del vaso por ecografia, ya que el diametro
de la luz arterial de la iliaca dafiada con el balén de
angioplastia es menor que la iliaca contralateral que
Unicamente se ha sometido a la dieta.

Importante es la eleccién del tamafno del balén de
angioplastia para producir el dafio vascular, ya que el balon
de 2,5 mm produjo menos complicaciones que el catéter de
balon de 3 mm de diametro, por lo que la consecuencia
practica es que, puesto que los 2 tamanos de balones
infieren lesiones ateromatosas de similar magnitud, aconse-
jamos usar un balén de menor diametro que la arteria sana
para minimizar las complicaciones.

Hay que tener en cuenta que la imagen arteriografica de
estenosis que se produce después de la denudacion arterial
se debe al espasmo arterial como respuesta del vaso a la
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lesion y los valores fiables son los obtenidos con ecografia 8
semanas después (fig. 3).

Como conclusion, el conejo es un animal valido para
desarrollar un modelo aterogénico y el dafo vascular con
balon de angioplastia es preferible realizarlo con un balén
de didmetro menor que el diametro del vaso. La ecografia
se considera el método diagnostico de eleccion para la
valoracion de la respuesta arterial tras el dano vascular.
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