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Cambios histopatologicos en arterias humanas
sometidas a procesos de isquemia fria
y criopreservacion
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HISTOPATHOLOGICAL CHANGES IN HUMAN ARTERIES FOLLOWING
COLD ISCHEMIA AND CRYOPRESERVATION PROCESSES

Summary. Introduction. The growing demand for vascular grafts has given rise to a continuous
search for the ‘ideal’ method of minimising vascular damage during the process of preservation.
Aims. Our objective was to study how the different phases of the process of tissue preservation
affect the histology of arteries. Patients and methods. We analysed 86 segments of (iliac and
superficial femoral) arteries from 50 donors. Three samples in different phases of the process
were obtained from each segment and a similar number of study groups were also set up
involving arteries that were either fresh, post-cold ischemic or post-cryopreserved. The
maximum cold ischemia time was 20 hours and samples were kept in an antibiotic solution at
4 °C. Cryopreservation was performed in a solution with dimethylsulphoxide (DMSO) with a
programmed drop in temperature of 1 °C/min with gas phase storage (—150 °C to —190 °C). A
number of parameters were evaluated including endothelium preservation, the intensity of the
degenerative changes (myxoid degeneration, apoptosis) that take place in the wall of the artery
and the presence of fractures; the results from the different groups were then compared. We
also studied the reasons that caused some of the grafts to fail. Results. Results showed that
81.4% of the cryopreserved arteries had suffered almost complete loss of the endothelium
(3.5% in the other two groups) and more than 50% presented important degenerative changes
in the wall compared to 3.5 and 8.1% in groups 1 and 2. Conclusions. The cryopreservation
process brings about an important loss of endothelium and degenerative changes in the wall of
the artery. The cold ischemia time employed in our study had no effect on the arterial structure.
[ANGIOLOGIA 2004; 56: 97-105]
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Introduccion gia reconstructiva. El uso de injertos

arteriales o venosos en la reconstruccion
Desde principios del siglo XX hasta el  vascular se describid por primera vez en
dia de hoy, la sustitucién arterial ha sido  1951. A pesar de unos prometedores

uno de los grandes problemas de la ciru-  comienzos, su uso se abandoné durante
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aflos por la aparicion de fenémenos de
rechazo y la dificultad para encontrar un
método de conservacion adecuado, cir-
cunstancias que conducian a un impor-
tante deterioro de los implantes y la pér-
dida final del injerto [1].

El desarrollo y la aparicién de mate-
riales sintéticos solventd en parte el pro-
blema del rechazo tisular a costa de una
alta incidencia de implantes fallidos
(trombosis, proliferacion miointimal),
por lo que el hecho de encontrar un mé-
todo de preservacion valido para los
aloinjertos se convirtié en una necesidad
acuciante [2-3].

La introduccién de técnicas como la
criopreservacion ha supuesto un impor-
tante avance en el campo de la recons-
truccion vascular. Tras los malos resul-
tados iniciales [4], las investigaciones se
encaminaron hacia la bisqueda de una
técnica ideal para minimizar los dafios
vasculares durante el proceso de conser-
vacion; se consiguieron importantes lo-
gros en la obtencién de soluciones crio-
protectoras [5-6], y en los métodos de
congelacion y de almacenamiento, he-
chos que propulsaron la creacién de nu-
merosos bancos de vasos.

La demanda de injertos vasculares
es cada dia mayor, con lo que el uso de
vasos procedentes de estos bancos se
incrementa dia a dia a pesar de la baja
rentabilidad funcional en muchos de los
casos. Numerosos autores han propues-
to como posibles factores responsables
del dafo vascular el proceso de congela-
cién, la temperatura de almacenamiento
y la velocidad de descongelacién [7].

La técnica de congelacion aceptada
como idénea es la disminucién progre-

siva de la temperatura de 1 °C/min. La
conservacion de los segmentos arteria-
les mejora a temperaturas proximas a
los —80 °C, aunque la necesidad de un
almacenamiento prolongado en el tiem-
po hace que ésta se lleve a cabo a tempe-
raturas mas bajas.

La criopreservacion, por tanto, des-
empefa ya un importante papel en el
almacenamiento de tejidos y cobrard
mayor importancia cuando la ingenieria
de tejidos sea una realidad de todos los
dias [8].

Por este motivo hemos realizado un
estudio histoldgico comparativo semi-
cuantitativo utilizando estudios de mi-
croscopia dptica. La finalidad es conocer
los cambios histopatoldgicos que se pro-
ducen en la estructura arterial durante el
proceso anterior a su implantacién en el
receptor, valorando el posible efecto que
se produce por el tiempo de isquemia
fria y por la criopreservacién, en compa-
racién con un grupo control constituido
por muestras de segmentos arteriales
‘frescos’ procesados inmediatamente
tras la extraccion del donante.

Como objetivo secundario hemos
analizado las causas del fracaso del injer-
to en los casos en los que éste se produjo
y su posible relacion con los cambios
histopatoldgicos antes del implante.

Pacientes y métodos

Hemos estudiado 86 segmentos arteria-
les (iliaca y femoral superficial) proce-
dentes de 50 donantes multiorganicos
con diferentes edades, sexos y causa de
muerte.

ANGIOLOGIA 2004; 56 (2): 97-105



Diseiio del estudio

De cada uno de los segmentos arteriales
se tomd una muestra de aproximadamen-
te 1 cm de longitud en tres momentos
distintos; por tanto, se obtuvieron tres
muestras de cada segmento arterial que
se distribuyeron en tres grupos de es-
tudio:

— Grupo 1. Arterias frescas. Muestras
tomadas de cada segmento arterial
inmediatamente tras su obtencidén
desde el donante (grupo control); el
resto del tejido se incubd en medio
antibidtico.

— Grupo 2. Arterias postisquemia fria.
Muestras tomadas de cada segmento
arterial tras el proceso de incubacién
antibidtica (efecto isquemia fria); el
resto del tejido se congeld.

— Grupo 3. Arterias poscriopreserva-
cion. Muestras tomadas de cada seg-
mento arterial tras la descongelacién
del material criopreservado (efecto
criopreservacion).

Incubacién antibiética
y criopreservacion

Tras la extraccién quirdrgica y una vez
tomadas las muestras de cada segmento
para constituir el grupo control, el resto
del tejido se colocd inmediatamente en
una solucion de RPMI, pH = 7.4. Se reali-
76 una incubacién en solucién antibidtica
(5 ug/mL de anfotericina B, 50 ug/mL de
metronidazol, 50 pg/mL de vancomicina
y 50 pg/mL de amikacina) durante 6-20
horas, a 4 °C. Después de la incubacion
antibidtica, se colocaron las muestras en
una bolsa GAMBRO DF 700 que contie-
ne una solucién de dimetil sulféxido
(DMSO) al 10% en medio RPMI, la cual

ANGIOLOGIA 2004; 56 (2): 97-105
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se equilibré durante 30 minutos a 4 °C
antes de la criopreservacion. El criopro-
tector se introdujo mediante inmersion de
los segmentos arteriales durante 1 minuto
en bafios sucesivos de DMSO diluido
(8%, 6%, 4%, 2%, NaCl 0,9%) a 4° C.

La criopreservacion se llevé a cabo
en el congelador biolégico (CM25 Car-
buros Metdlicos S.A., Madrid, Espafia),
con un descenso programado de 1 °C/
min hasta —40 °C e indices mds rdpidos
de aqui en adelante hasta —150 °C y
almacenamiento en fase gas del nitroge-
no liquido durante seis meses.

Transcurrido este tiempo, las arterias
se descongelaron de forma lenta y
secuencial; se colocé la bolsa con el
segmento vascular durante 10 minutos a
—80 °C, seis minutos a temperatura am-
biente y durante cuatro minutos a 40 °C
a una velocidad media de descongela-
cién de 15 °C/min.

Para minimizar el dafio celular debi-
do al choque osmdtico, el crioprotector
se retir6 en lavados secuenciales con
dilucién progresiva a 4 °C en solucién
salina (NaCl 0,9%)

Estudios morfolégicos

Todas las muestras se fijaron por inmer-
sién en formaldehido al 4%; posterior-
mente se incluyé en bloque de parafina
y se realizaron secciones de 4 micras de
grosor. Tras el proceso de desparafinado
e hidratacién se realizaron tinciones de
hematoxilina-eosina, tricromico de Ma-
sson, orceina y azul alcian.

En el estudio histolégico se utilizd
un microscopio optico Olympus BXS50
mediante un método semicuantitativo
para valorar los siguientes parametros:
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— Preservacién del endotelio vascular:
< 10% / 10-25% / 25-50% / > 50%
de la circunferencia arterial.

— Degeneracién mixoide: 0 / + / ++ /
+++.

— Cambios sugestivos de apoptosis
celular (degeneracién eosindfila de
los citoplasmas de las fibras muscu-
lares y presencia de ntcleos picndti-
cos): 0/ +/++/ +++.

— Presencia de fracturas en la pared de
los vasos atribuibles al proceso de
descongelacion: si / no.

En todos aquellos casos en los que se
realizé exéresis del injerto por disfun-
cion de éste, se estudiaron las causas y
las alteraciones histopatolégicas que pre-
sentaba.

Resultados

Tanto en el grupo 1 como en el 2, no se
observaron alteraciones significativas en
la estructura de la pared arterial (Tabla,
Fig. 1). En cada uno de estos grupos
sélo tres arterias (3,5%) mostraron una
pérdida practicamente total del endote-
lio vascular. En el tercer grupo, 70 de las
86 arterias que se estudiaron (81,4%)
mostraron pérdida de células endotelia-
les en mds del 90% de la circunferencia
arterial (Tabla, Fig. 2).

Hemos observado cambios de dege-
neracién mixoide intensos (+++) en un
3,5% y un 8,1% de las muestras de los
grupos 1 y 2. El porcentaje en el grupo
de las arterias criopreservadas se elevo
hasta el 52,3%. Igualmente un gran
nimero de segmentos correspondientes

]
Figura 1. Presencia de células endoteliales. Endotelio > 50% (hematoxilina-eosina
200x).

Tabla. Resultados del estudio anatomopatoldgico. Niumero de casos en cada
grupo segun las caracteristicas y la intensidad de los cambios histopatoldgicos.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Presencia de células
endoteliales > 50% 63 57 0
50-25% 14 17 8
25-10% 6 9 8
<10% 3 3 70
Degeneracién mixoide 0 35 32 0
(+) 32 35 9
(++) 16 12 32
(+++) 3 7 45
Grado de apoptosis (+) 41 40 1
(++) 33 34 27
(+++) 12 12 46

a los dos primeros grupos (40,7% 'y
37,1%) no presentaban ningtin cambio
degenerativo (Tabla, Fig. 3). En el grupo
3 no se observaron arterias sin este tipo
de alteraciones (Tabla, Fig. 4).

ANGIOLOGIA 2004; 56 (2): 97-105



Figura 2. Presencia de células endoteliales. Endotelio < 10% (hematoxilinaeosina
200x).

Figura 5. Apoptosis: a) Azul alcidn 400x; b) Hmatoxilina-eosina 200x)

En los tres grupos se observaron ar-
terias con mayor o menor grado de cam-
bios apoptéticos en las células muscula-
res (Tabla, Fig. 5). En las arterias crio-
preservadas el nimero de células dege-
neradas estaba muy incrementado en 46
de las 86 arterias (53,5%), frente al 13,9%
de los grupos 1y 2.

CRIOPRESERVACION Y DANO ARTERIAL

Figura 3. Degeneracion mixoide (0/+) (azul alciédn
200x).

Seis arterias criopreservadas mostra-
ron fracturas longitudinales en la 1dmina
eldstica interna con separacion de la
intima (Fig. 6).

En los casos en los que se realizd
exéresis del injerto por disfuncién de
éste, la causa més frecuente de fallo fue
la trombosis vascular sobre enfermedad
ateromatosa de novo (tres casos), en
segmentos con masiva denudacion en-
dotelial preimplante (Fig. 7). En estos
segmentos la pared arterial mostré un
engrosamiento irregular, asimétrico, con
placas ateromatosas complicadas con
trombos de fibrina organizados, sin el
cldsico engrosamiento concéntrico de la
vasculopatia del trasplante. Otros dos
casos presentaban una rotura longitudi-
nal de la pared asociada a cambios mi-
xoides preimplante, y por dltimo, obser-
vamos un caso con necrosis del vaso por
infeccidon por Aspergillus un mes des-
pués del implante.

Discusion

La ausencia de alteraciones histopatol6-
gicas significativas debidas al tiempo de

ANGIOLOGIA 2004; 56 (2): 97-105
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isquemia fria nos hace pensar que un
tiempo como el que empleamos en el
estudio minimiza e incluso elimina este
factor como responsable de dafios vas-
culares graves, como los que se descri-
ben en estudios experimentales que
emplean tiempos mds prolongados [9].

La llamativa pérdida de la integridad
endotelial que se observé en las arterias
criopreservadas hace suponer que tanto
la temperatura de almacenamiento co-
mo el proceso de descongelaciéon pue-
den desempefiar un importante papel
causa-efecto. En la literatura existe dis-
paridad de criterios en cuanto a la viabi-
lidad del endotelio tras la criopreser-
vacién. Para Muller-Schweinitzer et al
[10] la temperatura y el almacenamiento
son responsables de al menos el 50% de
la denudacion endotelial. Bujan et al
[11] y Pascual et al [7] matizan esta afir-
macién con estudios sobre arterias ana-
lizadas con microscopia electrénica de
barrido, en los que observaron que la
denudacion se produce en dreas irregu-
lares con dos tipos de comportamiento,
denudacion en laminas o de manera in-
dividual, hecho que podria explicar en
gran parte la disparidad de resultados en
los distintos estudios.

Las alteraciones que hemos observa-
do en la capa media son igualmente sig-
nificativas, con importantes cambios de-
generativos tanto en las propias células
musculares lisas como en la matriz ex-
tracelular. El porcentaje de células con
eosinofilia citoplasmdtica y picnosis
nuclear es mucho mayor en las arterias
criopreservadas respecto a los otros dos
grupos. Esto difiere de los resultados
que obtuvieron Nataf et al [12] y Rigol

et al [13] y estd mds en consonancia con

estudios como los de Rosset [14] y Pas-
cual et al [7,15]. En este dltimo estudio,
complementado con técnica de TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP nick and labelling) para
valorar el grado de apoptosis, el dafio
celular y estructural fue mucho mayor
en aquellas arterias que se habian some-
tido a un proceso de descongelacion ra-
pido frente a los segmentos descongela-
dos mds lentamente.

La mayor parte de los autores consi-
deran inexistentes los cambios en la ma-
triz extracelular [16], mientras que otros
los minimizan observando uUnicamente

ANGIOLOGIA 2004; 56 (2): 97-105
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Figura 7. Hallazgos en injertos fallidos. Trombosis arterial (hematoxilina-eosina 200x).

leves variaciones atribuibles a la crio-
preservacion. Al contrario de lo apunta-
do en estudios realizados en condicio-
nes similares al nuestro, hemos observa-
do importantes cambios a este nivel con
importantes actimulos de mucopolisa-
caridos en el 52,3% de nuestras arterias
criopreservadas.

Sin embargo, no se han observado
fracturas arteriales atribuibles al estrés
mecdnico y la formacién de hielo durante
el proceso de descongelacion [8,17-18].
Estas fracturas se producen, caracteristi-
camente, de forma perpendicular a la
longitud del vaso. Seis de nuestras arte-
rias presentaron fracturas longitudinales
en la lamina eldstica interna con separa-
cion de la intima, hecho que podria ser el
reflejo de artefactos durante el proceso
de fijacion, inclusién o corte del material.

En el periodo precongelacion, ade-
mds del tiempo de isquemia fria como
posible inductor de dafio arterial, esta

CRIOPRESERVACION Y DANO ARTERIAL

bien documentado el efecto téxico de
algunos antibidticos sobre el endotelio
vascular, especialmente la anfotericina B
[19-21]. Este hecho podria plantear la
necesidad de crear un grupo adicional en
nuestro estudio, con la finalidad de ana-
lizar por separado las alteraciones atri-
buibles a dicho efecto. Sin embargo, ba-
sdndonos en nuestra experiencia, en
estudios realizados en condiciones idén-
ticas al actual, con el objetivo de conocer
el posible efecto nocivo de la solucién
antibidtica que se utiliz6 (anfotericina B,
metronidazol, vancomicina y amikacina)
y de el DMSO, estableciendo distintos
grupos de estudio, con y sin antibidtico y
DMSO, con distintos periodos de incu-
bacion (1-24 horas), no hemos observa-
do diferencias intergrupales en cuanto a
denudacion endotelial, contractilidad o
relajacion de las arterias, por lo que no
hemos considerado este punto a la hora
de disefiar nuestro estudio.

Es evidente que la edad, el sexo, la
causa de muerte e incluso la procedencia
de los segmentos arteriales modifican
por si mismos la arquitectura arterial y
que, potencialmente, alteran la viabili-
dad del injerto. Sin embargo, el hecho de
que cada una de las muestras sometidas
a tiempo de isquemia fria y congelacién
tenga su representacion en el grupo con-
trol, asegura que los cambios histopato-
l16gicos que se observaron son atribuibles
a los distintos procesos, excluyendo
cualquier posibilidad de sesgo.

En conclusidn, la criopreservacion esta
asociada a una importante pérdida de la
integridad del endotelio y a cambios
degenerativos en la pared arterial que

ANGIOLOGIA 2004; 56 (2): 97-105
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potencialmente pueden conducir a la dis-
minucién de la viabilidad de los injertos.

El tiempo de isquemia fria empleado,
con una adecuada incubacién antibidti-
ca, no provoca alteraciones significativas
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CAMBIOS HISTOPATOLOGICOS

EN ARTERIAS HUMANAS SOMETIDAS
A PROCESOS DE ISQUEMIA FRIA

Y CRIOPRESERVACION

Resumen. Introduccion. La creciente deman-
da de injertos vasculares ha provocado una
biisqueda continua del método ‘ideal’ para
minimizar los dafios vasculares durante el
proceso de conservacion. Objetivo. Estudiar
la repercusion sobre la histologia arterial
del proceso de preservacion del tejido en sus
distintas fases. Pacientes y métodos. Hemos
analizado 86 segmentos arteriales (iliaca y
femoral superficial) procedentes de 50 do-
nantes. De cada segmento se obtuvieron tres
muestras en distintas fases del proceso, y se
establecieron otros tantos grupos de estudio:
arterias frescas, postisquemia fria y poscrio-
preservacion. El tiempo mdximo de isquemia
fria fue de 20 horas y las muestras se mantu-
vieron en solucion antibiotica a 4 °C. La
criopreservacion se realizo en una solucion
con dimetil sulfoxido (DMSO) con descenso
térmico programado de 1 °C/min con alma-
cenamiento en fase gas (—150 °C a —190 °C).
Se valoraron parametros como la preserva-
cion del endotelio, la intensidad de cambios
degenerativos (degeneracion mixoide, apop-
tosis) en la pared arterial y la presencia de
fracturas, comparando los resultados entre
los distintos grupos. Se estudiaron igualmen-
te las causas que llevaron al fracaso de algu-
nos injertos. Resultados. El 81,4% de las
arterias criopreservadas mostro una pérdida
prdcticamente total del endotelio (3,5% en
los otros dos grupos) y mds del 50%, impor-
tantes cambios degenerativos en su pared
frente al 3,5y 8,1% de los grupos 1y 2. Con-
clusiones. El proceso de criopreservacion
provoca una importante pérdida endotelial y
cambios degenerativos en la pared arterial.
El tiempo de isquemia fria que se empleo en
nuestro estudio no tiene repercusion en la es-
tructura arterial. [ANGIOLOGfA 2004; 56:
97-105]
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CRIOPRESERVACION Y DANO ARTERIAL

ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS
NAS ARTERIAS HUMANAS SUBMETIDAS
A PROCESSOS DE ISQUEMIA FRIA

E CRIOPRESERVACAO

Resumo. Introducdo. A crescente necessida-
de de enxertos vasculares provocou uma
busca continua do método ‘ideal’ para mini-
mizar as lesées vasculares durante o proces-
so de conservagdo. Objectivo. Estudar a re-
percussdo do processo de preservagcdo do
tecido nas suas fases distintas, sobre a histo-
logia arterial. Doentes e métodos. Analisd-
mos 86 segmentos arteriais (iliaca e femoral
superficial) procedentes de 50 dadores. De
cada segmento obtiveram-se trés amostras
em distintas fases do processo, e estabelece-
ram-se outros tantos grupos de estudo: arté-
rias frescas, pos-isquemia fria e pos-criopre-
servagdo. O tempo mdximo de isquemia fria
foi de 20 horas e as amostras foram manti-
das em solugdo antibiotica a 4 °C. A criopre-
servagdo realizou-se numa solugdo de dime-
tilsulfoxido (DMSO) com descida térmica
programada de 1 °C/min, com armazena-
mento em fase gasosa (—150 °C a —190 °C).
Avaliaram-se os pardmetros como a preser-
vagdo do endotélio, a intensidade de altera-
coes degenerativas (degeneracdo mixoide,
apoptose) na parede arterial e a presenca de
fracturas, comparando os resultados entre
os grupos distintos. Foram igualmente estu-
dadas as causas que levaram ao fracasso de
alguns enxertos. Resultados. 81,4% das ar-
térias criopreservadas mostraram uma per-
da praticamente total do endotélio (3,5% nos
outros dois grupos) e mais de 50% de altera-
¢oes degenerativas importantes na sua pare-
de versus 3,5 e 8,1% dos grupos I e 2. Con-
clusdes. O processo de criopreservagdo pro-
voca uma perda endotelial importante e
alteragoes degenerativas na parede arte-
rial. O tempo de isquemia fria que se utili-
zou no nosso estudo ndo tem repercussao
sobre a estrutura arterial. [ANGIOLOGIA
2004; 56: 97-105]
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