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ORIGINAL

Estudio ultraestructural del comportamiento
de xenoinjertos vasculares sometidos
a dietas hiperlipidicas

M.J. Vallina-Vazquez, F.J. Mateos-Otero, M. V. Diago,
V.M. Gutiérrez-Alonso, C. Vaquero-Puerta

ULTRASTRUCTURAL STUDYABOUT THE EFFECT OF THE HIPERLIPIDIC
DIETS ONCRIOPRESERVEDVASCULAR XENOGRAFTS

Summary. One proceeds to the ultrastructural analysis of the wall of the native aorta andthe
criopreservedxenografts, implantedin Wistar-Lewis rats submittedto aterogenicdiets. For
this, different groups of study are established, in equal numberandwith a distribution ofthe
individuals at random. Itis a question of determining ifthe injuries induced by the hiperlipidic
nourishmentare identicalinbothtypes of arterial vessels orifthey present significant differ-
ences. Oncetheperiodofinvestigationisfinished, the obtainedresults suggestthatthe heter-
ologous grafts are more sensitive to the pathogenic action of the diets richinfats. The applica-
tionofthe electronic microscopy, both oftransmissionand of sweep, has allowedtovaluethe
behaviour of the implants in a suitable form. [ ANGIOLOGIA2003; 55: 7-20]

Key words. Atherogenic. Bioprosthesis. Hiperlipidics diets. Microscopy electron. Transplan-
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Introduccion

En las ultimas décadas, dado el desarro-
llo de la medicina, mds especificamente
de la cirugia y, en concreto, de la cirugia
vascular, se han incrementado las posibi-
lidades de poder paliar los efectos deri-
vados de la patologia arterial periférica,
tanto en las lesiones oclusivas como en
las aneurismaticas [1]. El tratamiento qui-
rurgico se basa en el concepto de que la
aterosclerosis es un proceso sistémico,
pero con una afectacién local o regional
y con una localizacién segmentaria dentro
del sistema vascular arterial. En la mayo-

ria de los casos existen segmentos arte-
riales proximales y distales a la lesién
suficientemente permeables y libres de
afectacion ateromatosa que permiten la
realizacion de una derivacion o bypass,
en el que un segmento arterial sirve como
dador y otro como receptor [2].

Es evidente que atn no se ha encon-
trado el sustituto arterial ideal para la
realizacién de estas derivaciones. Los
productos plésticos, de amplio uso y muy
perfeccionados desde el punto de vista
del desarrollo de los materiales, son de
eleccién en la reparacion de los segmen-
tos arteriales de gran calibre y alto flujo,
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como el sector aortoiliaco, donde ofre-
cen unos buenos resultados. En sectores
mads distales, los resultados son peores,
tanto por las caracteristicas del injerto
como por las condiciones hemodindmi-
cas del sector arterial donde se actia qui-
rurgicamente [3].

La utilizacién de material biol6égico
estd indicada preferentemente en secto-
res como el femoropopliteo, o en opera-
ciones derivativas venosas [4]. Presenta,
como limitaciones, el problema del esca-
so calibre ocasional del injerto y, funda-
mentalmente, su escasa disponibilidad,
al no ser posible su obtencién del pacien-
te receptor si se ha extraido previamente
para otros usos, como en el caso de la
vena safena y la cirugia coronaria, o si
estd afectado por ciertos tipos de patolo-
gia, como la enfermedad varicosa o trom-
boembdlica [5].

El banco de vasos fue una idea que
tuvo vigencia hace unas décadas, pero que
fracaso, posiblemente, por lo inadecuado
del método de preservacion o por no con-
templar de factores fisiopatolégicos del
material conservado [6]. En el momento
actual, con el progreso de las técnicas y
métodos criogénicos y el mayor conoci-
miento de la evolucién de los materiales
biolégicos homdlogos ‘en caliente’, se ha
retomado la idea de emplear materiales
conservados de este tipo, obtenidos al
mismo tiempo que los 6rganos para tras-
plante. Las bases conceptuales de esta li-
nea de actuacién estdn en la certeza de
que el mejor sustitutivo de un 6rgano o
tejido es otro con idénticas caracteristicas
pero sano [7].

La finalidad del presente estudio es
valorar el comportamiento biolégico de
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sustitutivos vasculares de material he-
terélogo crioconservado, es decir, pro-
cedente de otras especies animales, como
alternativa en la sustitucién vascular. En
un futuro, cada vez mds cercano, es po-
sible que se llegue a emplear el citado
material heterélogo para la sustitucion
de los vasos dafiados por la aterosclero-
sis, o incorporados a los injertos en los
trasplantes de érganos. Sin embargo, res-
ta por resolver la incdgnita sobre la re-
accién de los citados vasos frente a los
factores de riesgo tipicos de la especie
humana.

El objetivo principal de este trabajo es
valorar experimentalmente los efectos que
tiene un factor de riesgo aterogénico —una
dieta hiperlipidica— sobre el desarrollo de
lesiones en la pared arterial y en los susti-
tutivos arteriales previamente implanta-
dos. El fin es saber si el material injertado
resistird los efectos de este factor nosolo-
gico de la misma forma que los vasos au-
télogos o si, por el contrario, se van a des-
encadenar fendmenos metabolicos in situ,
con una mayor incidencia de patologia
local en el vaso trasplantado.

La aplicacién de los resultados del
estudio en el drea de la salud puede ser
muy relevante si podemos llegar a ofre-
cer un sustitutivo vascular biolégico con
altas tasas de permeabilidad, exento de
complicaciones tardias y de un coste
posiblemente inferior. Se estaria recu-
perando la antigua idea de emplear in-
jertos vasculares procedentes de otras
especies animales, pero con nuevos tra-
tamientos técnicos desde el punto de
vista metodoldgico y de preservacion,
como es el tratamiento con crioconser-
vacion.



Material y método

Para realizar este trabajo de investigacion
se utilizo la rata —Rattus norvegicus albi-
nus— como material bioldgico receptor.
Se emplearon 72 ratas macho de la raza
Wistar-Lewis, cuyo peso al inicio del ex-
perimento estaba comprendido entre los
275 y los 300 g. En el disefio experimen-
tal los animales se repartieron al azar en
seis grupos, uno de ellos control. Se re-
emplazaron los animales que fallecian
durante el estudio, para obtener un nime-
ro de 12 y conseguir que todos los grupos
fueran homogéneos. Se estabularon los
animales a lo largo de todo el proceso en
jaulas metabdlicas —un animal en cada
jaula— y se mantuvo la temperatura den-
tro del animalario entre 22 y 24 °C, con
una humedad relativa del aire del 45-55%
y ciclos de luz-oscuridad de 12 horas cada
uno. Se procedid a realizar una limpieza
semanal de las citadas jaulas. El trabajo
se desarroll¢ siguiendo las directrices del
Consejo de Europa y de la Legislacion
Espafiola para la utilizacién de animales
de laboratorio para fines cientificos.

Protocolo experimental

Los grupos de estudio, cada uno de ellos
con 12 ratas, son los siguientes:
— GrupoI : implantacién de un injerto adr-
tico criopreservado a —30 °C.
— Grupo II: implantacién de un injerto
adrtico criopreservado a —196 °C.
— Grupo II1: injerto criopreservado a
—-30 °C y dieta aterogénica.
— Grupo IV: injerto criopreservado a
—196 °C y dieta aterogénica.
— Grupo V: aterogénico.
— Grupo VI: control.
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Técnica quirirgica
Extraccionde losinjertos

El animal donante elegido fue el hamster.
Para la anestesia se empled el clorhidrato
de ketamina en dosis de 60 mg/kg de peso
corporal por via intraperitoneal. Se rasur6
la parte ventral del térax y el abdomen y se
realizé el abordaje del vaso por toracola-
parotomia, con una incisién en el quinto
espacio intercostal y de la linea media en el
abdomen. Se disecd la aorta toracoabdo-
minal desde su nacimiento hasta su por-
cién mds caudal, y se procedi6 a la prepa-
racion del vaso con la ligadura de las ramas
colaterales. Tras la seccién proximal y dis-
tal de la aorta y sus ramas colaterales, se
extrajo un segmento vascular de unos 10 cm
de longitud. La luz de la aorta se lavo per-
fundiendo una solucién de Krebs-Ringer
lactato, mediante la utilizacién de un ca-
téter de teflén n.° 16. A continuacién se
incluy6 la preparacién en el método de crio-
preservacion, utilizando como crioprotec-
tor el dimetil sulfoxido.

En el caso de la conservacion a—30 °C,
se introdujo el segmento arterial extraido en
un congelador de enfriamiento rdpido y pro-
gresivo hasta alcanzar la citada tempera-
tura. Para la criopreservacion a —196 °C,
se colocé el injerto en un contenedor, que
se introdujo en nitrégeno liquido durante
20 segundos. Posteriormente se mantuvo
en un congelador a —196 °C.

Los injertos permanecieron conserva-
dos en este medio 15 dias, y se desconge-
laron de forma lenta y progresiva para su
implantacion.

Implantacionde los injertos

El animal receptor —la rata— se anestesid de
igual modo que el donante, usando clorhi-
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drato de ketamina en dosis de 60 mg/kg de
peso corporal y manteniendo la respira-
cién espontdnea. Se rasuré el animal, fi-
jéndolo en decubito supino sobre una mesa
operatoria para pequefios animales. La
apertura de la cavidad abdominal se reali-
z6 mediante una incisién xifopubiana y
con métodos de cirugia limpia. Tras re-
chazar y humedecer el paquete intestinal,
se disecd la aorta abdominal infrarrenal y
se separ6 de la vena cava a lo largo de un
trayecto de 2 cm. Una vez que se asegur6
la oclusién temporal de un segmento del
vaso con la colocacién de unclamp aproxi-
mador de Acland, y previa seccion de la
aorta de la rata, se implant6é un segmento
de injerto adrtico criopreservado de ha-
mster de 1 cm de longitud y se practicaron
las anastomosis en término-terminal con
una sutura entrecortada de seis puntos de
nylon 8/0 en ambos extremos. Se constatd
la permeabilidad del injerto y se cerré la
laparotomia en dos planos, uno profundo
con una sutura continua de 4cido poligli-
colico de 4/0, y la piel en sutura disconti-
nua. El animal se mantuvo en una caja de
recuperacion postoperatoria hasta compro-
bar su completo despertar; posteriormen-
te, se trasladé a las jaulas de alojamiento.

Pautas alimenticias

Los tiempos de experimentacion y pautas

alimenticias se realizaron de la siguiente

forma:

1. Grupo control: el tiempo de estudio
fue de 30 dias. Se les suministr6 agua
y dieta s6lida de mantenimiento (Pan-
lab®, A04) ad libitum.

2. Grupo aterogénico: el tiempo de expe-
rimentacion fue el mismo. Se les sumi-
nistré agua y un pienso aterogénico ad

libitum. El pienso se prepara segun el

protocolo de Viver y Huguet modifica-

do, con las siguientes mezclas:

— Colesterol: 25,5 g.

— Tiouracilo: 1,5 g.

— Ac. colico: 10,0 g.

— Mantequilla: 200,0 g.

— Vitamina D: 5,0 mg.

— Agua destilada para mezclar.

— Polvo del pienso, que se mezcla con
el resto de los componentes, para
dar consistencia y forma cilindrica
aeste alimento —similar al de la casa
distribuidora—, en proporciéon de
unos 200 g por kilo de mezcla.

Una vez finalizado el tiempo de experi-
mentacidn, se realizé el pesaje de los ani-
males en la misma balanza de precisién
que se utilizé al comienzo del estudio,
para valorar el incremento o disminucién
del peso segtn los grupos. Se practico asi-
mismo una exploracién externa de visu,
buscando identificar las alteraciones que
se produjeron en el pelaje, etc. En este
momento se aplicé el tratamiento progra-
mado para cada grupo, con la implanta-
cion de los diversos injertos en aquellos
animales a los que les habia correspondi-
do recibir un sustitutivo vascular de uno
u otro tipo.

Evaluacion de los animales

Se practic6 una evaluacién de los anima-
les, la mitad de cada grupo al mes y la otra
mitad a los tres meses, tras haberlos man-
tenido en cada caso con el mismo tipo de
alimentacién que habian recibido antes
del inicio del tratamiento.

Se realizaron estudios ultraestructu-
rales. Para ello se procesaron las muestras
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Figura 1. Imagenultraestructural de lacapaintimaen el endotelio de un xenoinjerto
criopreservado a—30 °C, donde se aprecia gran cantidad de tejido conectivo en la
capamuscular (12.500x).

segun un protocolo estdndar y se observa-
ron mediante el microscopio electrénico
de transmision y el de barrido.

Resultados

Microscopiaelectronica de transmision

La valoracién mediante microscopia elec-
trénica de transmisién con pocos aumen-
tos nos ha permitido observar fundamen-
talmente la intima, regién intimal o parte
mds interna del injerto. Es de destacar la
gran cantidad de tejido conectivo existen-
te en todas las preparaciones observadas
de los xenoinjertos vasculares. Los implan-
tes han presentado al mes una region inti-
mal cubierta de una ldmina endotelial, con
una disposicién mds o menos irregular y
células haciendo protrusion en la luz del
vaso. Estas células endoteliales han mos-
trado una membrana celular muy irregu-
lar, con multiples entrantes y salientes y la
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emision de lo que podriamos denominar
como pseuddpodos. El nicleo ha ocupado
practicamente el 50% de la célula y, a se-
mejanza de la misma, ha mostrado un con-
torno muy irregular. El contenido citoplas-
matico ha sido muy escaso, y los organulos
dificilmente reconocibles en las prepara-
ciones. La membrana basal ha perdido su
disposicion habitual, se ha mostrado muy
irregular y ha desaparecido en muchas oca-
siones; otro tanto podemos decir de la
membrana limitante interna. En la capa
media se han conservado las fibras mus-
culares, con el ndcleo en su interior; sin
embargo, han ido infiltrando esta capa for-
maciones de tejido conjuntivo, que sepa-
raban entre si las formaciones musculares
(Fig. 1). En los animales de los grupos
criopreservados a —196 °C se han conser-
vado mejor las estructuras parietales.

A los tres meses, los xenoinjertos, so-
bre todo los criopreservados a —30 °C,
presentaron una pérdida endotelial en la
capa mas interna, cuyo tejido conectivo
tomd contacto con el contenido hemati-
co. Se observd una corrugacion de dicha
capa y aparecieron formaciones ondula-
das constituidas fundamentalmente por
el tejido conectivo. Ocasionalmente
irrumpian en esta region parte de las fi-
bras musculares, haciendo desaparecer la
membrana limitante interna. En algin
caso se han visto estas fibras musculares
muy cercanas a la luz del vaso (Fig. 2).

El grupo de injertos conservados a
-30 °C y aterogénico, tratado con dieta
hiperlipidica, es el que presenta las alte-
raciones mas llamativas; son ademds muy
uniformes tanto en la aorta abdominal
como en el injerto, por lo que se describen
conjuntamente.

11
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Se ven acimulos de lipidos en las cé-
lulas endoteliales y en la membrana ba-
sal, que ademds se encuentra engrosada y
presenta calcio. Ha sido posible apreciar
la fragmentacidn y las duplicaciones fre-
cuentes de la lamina elastica interna, a
través de las cuales se exponen a la luz
arterial células musculares lisas muy
modificadas, con acumulaciones de lipi-
dos y presencia de calcio en su interior.

Sin embargo, los cambios més llamati-
vos se manifiestan en la capa media. que
aparece extraordinariamente desorganiza-
da: hay una degeneracién de las fibras
musculares, actimulos de lipidos intracelu-
lares y extracelulares, aumento de fibras de
coldgeno y tejido conjuntivo, calcificacion,
metacromasia y zonas de necrosis, asi como
auténticas placas aterosclerdticas.

No hubo regresién en la evaluacion a
los tres meses de los cambios aterogéni-
cos referidos al mes. Las alteraciones in-
flamatorias del injerto, tanto al mes como
a los tres meses, han sido muy intensas,
con la aparicién de células de rechazo e
infiltracién linfocitaria, lesiones que se
han sumado a las propiamente aterogéni-
cas y que han mostrado un claro perfil de
rechazo del injerto.

Con referencia a los injertos conser-
vados a —196 °C y sometidos a dieta ate-
rogénica, las células endoteliales, que se
definen bien, presentan gran cantidad de
digitaciones que se dirigen hacia la luz
arterial, como en la aorta receptora. A
diferencia de las arterias nativas, las célu-
las endoteliales del injerto no acumulan
grandes gotas de lipidos, que tampoco se
almacenan entre la célula endotelial y la
membrana basal. Mds bien parece que
estos lipidos se localizan presumiblemen-
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Figura 2. Imagen ultraestructural, alos tres meses de suimplantacion, de lapared
de un xenoinjerto extraido de un animal que no harecibido dieta aterogénica su

implantacion (12.500x).

te en forma de multitud de microvesicu-
las, en el interior de las células del endo-
telio (Fig. 3).

Frente a lo que sucedia en la aorta, en
el injerto ha sido frecuente encontrar cé-
Iulas mononucleadas adheridas al endo-
telio, con unas particulas electron-densas
intermedias que no hemos podido identi-
ficar. Este tipo de particulas también se
ha visto en otras ocasiones préximo al
endotelio, pero sin que aparezcan en su
proximidad células mononucleadas.

Asimismo se han observado en el in-
jerto zonas de disrupcién del endotelio,
que coincidian en general con engrosa-
mientos de la membrana basal, que ad-
quiere un aspecto diferente al que presen-
ta en la aorta —similar al del plasma—;
muestra una estructura mas definida, en
la que pueden verse con nitidez las fibras
eldsticas.

Si bien se han podido apreciar ocasio-
nalmente duplicaciones de la 1dmina elds-



Figura 3. Imagen de lapared vascular en lazonaintimal, en laque se aprecian los
acumulos lipidicos en la parte endotelial en un grupo aterogénico (15.000 x).

tica interna, la caracteristica mas impor-
tante es el engrosamiento manifiesto que
se puede observar, ya que tiene un grosor
doble que el de la elastica interna de la
aorta receptora. En ningtin caso se han
observado roturas.

Pese a todo lo expuesto anteriormen-
te, las alteraciones mds llamativas se pre-
sentan en la capa media, donde, si bien
existe un claro predominio de células
musculares con enormes vacuolas en su
interior, y relativamente bien organiza-
das, existe un aumento del tejido conjun-
tivo y de las fibras coldgenas.

Es de destacar el predominio en el
injerto de un cierto componente infla-
matorio evaluado en los diferentes tipos
de estudios.

A los tres meses se han mostrado més
manifiestas las alteraciones del injerto;
asi, la intima, bien definida, presenta un
comportamiento intermedio entre las le-
siones observadas al mes y las de la aorta

ANGIOLOGIA 2003; 55 (1): 7-20

XENOINJERTOS CRIOPRESERVADOS

del grupo aterogénico a los tres meses, de
manera que, junto a miltiples acimulos
de lipidos intracelulares, se afiaden agru-
paciones aisladas subendoteliales. La
membrana basal se presenta muy engro-
sada y en la lamina eléstica interna se
observan agudas alteraciones. No apare-
ce en numerosas zonas, en las que se ha
sustituido por auténticos estallidos de la
media sobre las células endoteliales, tan-
to de las fibras musculares como del teji-
do conjuntivo y las fibras de coldgeno.
Existe una importante desorganizacion de
la capa media, con un predominio del te-
jido conjuntivo y las fibras de coldgeno
sobre las células musculares, que se en-
cuentran muy modificadas, con calcifica-
ciones y, ocasionalmente, grandes vacuo-
las de lipidos. Como ya se ha referido, se
produce un aumento de tejido conjuntivo
y, sobre todo, de fibras de coldgeno, que
se disponen formando numerosos haces
de pequefio tamafio.

En la evaluacién al mes del grupo ate-
rogénico, las células endoteliales de la
aorta abdominal, que se encuentran bien
definidas, presentan numerosas digitacio-
nes citopldsmicas hacia la luz arterial, en
la que puede distinguirse el plasma con
hematies apilados, plaquetas aisladas y
grandes gotas de lipidos. Estas digitacio-
nes citopldsmicas tienen tamafios y for-
mas muy diversos y se disponen predo-
minantemente en la zona de la célula
donde se encuentra el niicleo. Las células
endoteliales, que se encuentran llenas de
acumulos de lipidos dispuestos en vacuo-
las, adoptan configuraciones dispares y
parecen apoyarse directamente sobre la
membrana basal, que aparece engrosada
de forma irregular y con un aspecto muy

13



M.J. VALLINA-VAZQUEZ,ET AL

similar a como se distingue el plasma en
la preparacién. En ninguna de las fotogra-
fias estudiadas hemos podido observar
células mononucleadas adheridas al en-
dotelio. Sin embargo, se ha podido apre-
ciar repetidamente que las gotas de grasa
libres en el plasma tienden a situarse es-
pontdneamente paralelas al endotelio, que
se incorporan en éste y bajo el mismo, es
decir, entre la célula endotelial y sobre la
membrana basal, sin que medie ningin
tipo celular en su transporte, sino por la
apertura de las uniones entre las células
endoteliales o por emisién de pseudépo-
dos por parte de las mismas, que terminan
englobando la gota de grasa y constitu-
yendo una vesicula. Posteriormente eli-
minan por exocitosis la grasa, que se sitda
entre la célula endotelial y la eldstica in-
terna, sobre la membrana basal.

Ocasionalmente hemos podido obser-
var una afectacion de la elastica interna,
en forma de roturas e invasion por tejido
conectivo y digitaciones de fibras muscu-
lares que se dirigen hacia el endotelio. Ha
sido frecuente comprobar, sin embargo,
la duplicacién de la membrana eldstica
interna, que viene a tener de forma cons-
tante un grosor medio de casi dos veces el
de las aortas del grupo control.

En la media se produce una importan-
te desestructuracion; las fibras muscula-
res adoptan morfologias aberrantes, se
adelgazan y emiten multiples digitacio-
nes citoplasmicas. Ademads, se presenta
un gran aumento de tejido conjuntivo y
fibras de coldgeno, que predominan so-
bre las fibras musculares en las fotogra-
fias estudiadas.

No se han distinguido modificaciones
relevantes de la adventicia, y en las pre-
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Figura 4. Imagen de microscopiaelectrénicade barrido de un xenoinjerto (196 °C)
almesde suimplantacién, donde se aprecialaparte intimal del mismo enun grupo
que no hasufrido ningun proceso aterogénico (2.500x).

paraciones observadas a los tres meses
han persistido en mayor o menor cuantia
las alteraciones estructurales citadas.

Los hallazgos observados en el grupo
control son uniformes en las diferentes
muestras de la arteria aorta abdominal. Se
distingue nitidamente la intima, constitui-
da por una sola capa de células endotelia-
les que aumentan de volumen en la zona
correspondiente al niicleo, con una forma
siempre alargada. Esta capa de células se
encuentra separada de la membrana elasti-
cainterna por un espacio subendotelial muy
fino que tiene un aspecto muy similar al
del plasma, del que se encuentra separado
por la intima, constituido por tejido conec-
tivo con muiltiples microfibrillas.

La elastica interna se aprecia clara-
mente en todas las preparaciones obser-
vadas, de color blanco y con un aspecto
relativamente homogéneo. No se han en-
contrado habitualmente fenestraciones ni
duplicaciones.




Figura 5. Imagen bajo microscopia electrénica de barrido de la caraintimal de un
xenoinjerto (conservado a—30 °C) alos tres meses de su implantacién, donde ha
desaparecido la cubierta endotelial (2.000 x).

Por fuera de la Idmina eldstica interna
se encuentra la capa media, constituida
por fibras musculares lisas bien definidas
en su nucleo y orgdnulos, separadas entre
si por un escaso tejido conectivo que con-
tiene multiples microfibrillas y, frecuen-
temente, numerosos granulos densos.

En la parte exterior de esta capa muscu-
lar se dispone la ldmina eldstica externa
que, si bien se define con aceptable niti-
dez, no alcanza la de la elastica interna.

Finalmente se dispone la adventicia,
constituida por tejido conectivo, fibras co-
lagenas, células mononucleadas y ocasio-
nalmente linfocitos. Inmersas en esta ma-
triz, mas o menos definida, se aprecian nu-
merosas formaciones vasculares y nerviosas.

Esta uniformidad se ha mantenido al
mes y a los tres meses en el estudio.

Microscopiaelectronicadebarrido

La observacion con esta técnica de las
superficies internas de las protesis e injer-
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tos implantados nos ha permitido valorar
fundamentalmente la cubierta endotelial,
cuando ésta estaba presente, o, en su de-
fecto, las formaciones situadas en estas
zonas del vaso. Hemos podido evidenciar
una gran cantidad de células hematicas en
la mayoria de los injertos evaluados al
mes, generalmente leucocitos adheridos
a esta zona. También ha sido frecuente
observar formaciones de trombocitos, con
presencia a menudo de pseuddépodos. La
cubierta endotelial de los xenoinjertos se
ha mostrado mas o menos conservada,
pero con grandes supetficies de descama-
cién en muchas ocasiones (Fig. 4).

A los tres meses se ha podido captar en
los xenoinjertos la presencia de un entra-
mado conjuntivo en la superficie interna
del vaso, que ha aparecido desprotegido de
toda cubierta endotelial (Fig. 5). En el inte-
rior de esta red también se han podido ob-
servar células sanguineas atrapadas. Sobre
el tejido conjuntivo hemos visto gran can-
tidad de fibrina, mas o menos organizada,
y la disposicién plaquetaria ocupando al-
gunos vasos, a veces formando parte de
microtrombos. Se ha podido apreciar una
capa de células endoteliales de morfologia
bastante atipica, y generalmente unidas
entre si por pseudopodos sin lograr una
cubierta de toda la superficie, en los xeno-
injertos vasculares implantados en anima-
les sometidos a dietas aterogénicas. La fi-
brina y las plaquetas suelen hacer acto de
presencia y ocupar los espacios que dejan
entre si las células endoteliales. Asimismo,
es frecuente observar otras células sangui-
neas adheridas a la pared y formando con-
glomerados, como leucocitos o hematies.

Las valoraciones con microscopia
electrénica de barrido de las preparacio-
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nes que procedian de xenoinjertos trata-
dos a temperaturas de —30 y —196 °C mos-
traban imdgenes muy semejantes.
Tampoco mostraron diferencias las
imégenes de las preparaciones tomadas de
los grupos a los que se implanté un xeno-
injerto tratado a—30 0—196°C, y posterior-
mente se sometid a dietas aterogénicas. Las
alteraciones que se detectaron fueron muy
similares: se observaron cambios morfo-
l6gicos en la superficie interna intimal, con
concreciones y desestructuraciones del en-
dotelio, superponibles a los detectados con
este mismo método de imagen en la aorta
abdominal del grupo aterogénico (Fig. 6).

Discusion

Hemos considerado idénea la utilizacion
de la aorta en el modelo experimental por
ser precisamente este sector uno de los
mas afectados, desde el punto de vista del
proceso asistencial normal [8]. Sin em-
bargo, hay que reconocer que no es de los
mds empleados segun la literatura. Esto
puede deberse, en primer lugar, a que exis-
ten otros sectores, como el carotideo, de
mads fécil acceso y menor dificultad técni-
ca, por lo que requieren una menor infra-
estructura investigadora [9]. Sin embar-
g0, en nuestro caso, y una vez adecuado el
modelo experimental, que previamente se
ha aplicado en otros estudios, ha resultado
de muy facil acceso y cémodo aislamien-
to. Se ha escogido para el presente estudio
la rata macho albina de laboratorio, pues
es un animal ya utilizado previamente por
otros autores en trabajos experimentales
de caracteristicas similares [10,11], por su
coste reducido de obtencién y manteni-

ANGIOLOGIA 2003; 55 (1): 7-20

16

Figura 6. Imagen de la capa interna de la pared de un xenoinjerto (-196 °C),
parcialmente cubierto de células endoteliales, de un animal tratado con dieta ate-

rogénica, al mes de su implantacion (2.500 x).

miento y porque requiere un sencillo alo-
jamiento, manejo y toma de muestras bio-
16gicas [12]. Este animal alcanza el esta-
do adulto en relativamente poco tiempo,
pues la rata es una especie de vida corta
(esto permite extender el tratamiento has-
taabarcar una parte significativade su vida)
y muestra lesiones en todo equivalentes a
las de los seres humanos. Es bien conoci-
do que la incidencia de la enfermedad ate-
rosclerosa es mas alta en el hombre que en
la mujer [13].

Si bien la rata se considerado general-
mente como un animal muy resistente a la
aterosclerosis, son muy numerosos los au-
tores que han referido la aparicién de le-
siones en sus arterias completamente si-
milares a las que aparecen en el ser huma-
no, cuando se las somete a una dieta que
contiene colesterol, un dcido biliar y un
antitiroideo [14-16]. A los componentes
de la dieta mencionados anteriormente se
han asociado en este estudio dosis masi-



vas de vitamina D, pues ésta agrava el
efecto aterotéxico de la hipercolesterole-
mia, tanto en la rata como en otros anima-
les [17-19].

Desde el punto de vista macroscépico
[20], nos han llamado la atencién dos ti-
pos de observaciones: el moteado difuso
amarillento sobre la superficie rojiza del
higado que presentaban las ratas someti-
das a dieta aterogénica, que sin duda ha
tenido que ser observado también por otros
autores, aunque no lo hemos encontrado
descrito, y la ausencia de calcificacion
aparente de las arterias pertenecientes a
las ratas de los grupos aterogénicos, pues
los animales de ambos grupos también se
trataron con dosis de vitamina D [21,22].

Lautilizacién de la microscopia elec-
trénica ha permitido valorar alteracio-
nes ultraestructurales en los grupos es-
tudiados, especialmente en los experi-
mentales [17]. En lo que se refiere a la
microscopia electrénica de transmision,
lainvestigacidn se ha centrado sobre todo
en la intima, mas concretamente en el
endotelio, puesto que es la capa que, a
nuestro juicio, ofrece unos hallazgos més
interesantes. Sin embargo, también se ha
realizado, por sus interesantes aportacio-
nes, la valoracién del conjunto con bajos
aumentos, con objeto de evidenciar cam-
bios en la capa media y externa o adven-
ticia. Con la microscopia electrénica de
barrido se han obtenido imigenes muy
llamativas de la cara interna o intimal,
pues se visualizaban los procesos de
neoendotelizacion sobre el estroma con-
juntivo en las bioprétesis. Existe un he-
cho que ha llamado la atencién en la pri-
mera observacion de las preparaciones
estudiadas: aparentemente, cada uno de
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los vasos arteriales valorados —aorta au-
téloga e injerto— presentan peculiarida-
des lesionales caracteristicas. No se ob-
servaron, por tanto, lesiones equivalen-
tes, pese a que se localizaron en la misma
rata, sometidas a la misma dieta (coles-
terol, dcido cdlico, tiouracilo y vitamina
D), y que se extrajeron al mismo tiempo
para su estudio. Asi, en los grupos atero-
matosos, mientras que los injertos pre-
sentan acumulos endoteliales y suben-
doteliales de lipidos, desorganizacién de
la media y gran aumento de coldgeno y
tejido conjuntivo, la arteria aorta nativa
los acumula en forma de microvesiculas
y con un dato caracteristico: la intensa
alteracién de la eldstica interna.

Con respecto a los hallazgos encon-
trados en las arterias de las ratas someti-
das a dieta aterogénica, debemos sefialar
que concuerdan con los que se han publi-
cado en la literatura [23,24], salvo en lo
referente a que en este estudio sélo hemos
podido observar células mononucleadas
adheridas al endotelio en la arteria aorta,
mientras que este hecho es comun en to-
das las arterias segtin otros autores [11,25].

Asimismo, conviene poner de mani-
fiesto otros hechos observados. Asi, mien-
tras que, segun algunos autores [17], la
rotura de la eldstica interna, la separacién
entre las fibras musculares y su vacuoli-
zacion constituyen lesiones tardias, en
nuestro estudio se hacen manifiestas ya a
los 20 dias en todos los cortes de la aorta
abdominal de las ratas sometidas a dieta
aterogénica. De acuerdo con otros estu-
dios [11], se han podido observar unas
estructuras densas esféricas, dispuestas
entre las células mononucleadas y el en-
dotelio, pero también las hemos podido
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ver adheridas al endotelio, sin que exis-
tieran en sus proximidades células mono-
nucleadas [9]. Por otro lado, debido a que
no se ha podido apreciar la existencia de
células mononucleadas cargadas de lipi-
dos, la acumulacién de lipidos subendo-
teliales y en la media sélo puede explicar-
se por un fenémeno de ‘insudacién’ de
los mismos desde la sangre.

La aparicién en nuestro estudio de
placas calcificadas en el xenoinjerto no
ha sido detectada en investigaciones si-
milares [26,27], aunque se ha sefialado
que suele aparecer de forma constante
cuando se emplea material bioldgico, y
sobre todo si éste tiene un origen hetero-
logo [28]. Esta placa de calcio, mds o
menos organizada, si que ha conferido
cierta rigidez a la prétesis, aunque no ha
llegado a perder del todo su capacidad de
distensiéon. No se apreciaba facilmente
con la simple observacién del injerto,
sino que su presencia se constataba en el
momento de la ablacién del mismo para
su posterior examen ultraestructural. Su
existencia no dependia directamente del
estado de permeabilidad del injerto, y se
ha dado la circunstancia de que sustitu-
tivos vasculares totalmente permeables,
congruentes con el vaso receptor, han pre-
sentado una calcificacién de la pared en
un mayor periodo de observacién, en tan-
to que los injertos obstruidos no la han
presentado o ha sido de escasa cuantia.
Podemos pensar, a la luz de estas obser-
vaciones, que la influencia del grado de
calcificacién sobre la permeabilidad del
vaso es muy escasa a corto plazo. Resul-
taria 16gico concluir, sin embargo, que
este acimulo de material cdlcico en la
pared del vaso ha de distorsionar su es-

tructura y, por lo tanto, deberia cambiar
sus propiedades funcionales desde el pun-
to de vista bioldgico.

Podriamos afirmar que el comporta-
miento histoldgico de los injertos heterd-
logos implantados ha sido aceptable, pues
la reaccién generada en el hospedador ha
sido muy baja. Consideramos que esto se
debe, en parte, a que no hemos empleado
medios de fijaciéon como el alcohol, ni
otros compuestos quimicos como el glu-
taraldehido [29]. Estos productos posible-
mente determinan la aparicién de proce-
sos microinflamatorios en el receptor, que
a la larga tienden a ‘cicatrizar’ el injerto
y hacerlo mucho mas rigido, lo que des-
encadena una fibrosis de la media e hiper-
plasia de la intima que conduce finalmen-
te a la trombosis.

El tratamiento por el frio se puede
considerar un método eficaz [30], que
logra disminuir las tasas de antigenidad
del injerto y consigue asegurar su conser-
vacion [31]. El tratamiento con nitrégeno
liquido a =196 °C (-195,8 °C) consigue
unenfriamiento rdpidoen el tejido. A pesar
de que se reconoce la produccién de finos
acumulos de cristales, sobre todo en la
zona intracelular, su pequefio tamafio
parece no desencadenar ninguna lesion
importante, por lo que es factible alcan-
zar, tras su descongelacion, una buena
recuperacion funcional del tejido [32].

Anteriormente ya se ha hecho referen-
cia a la importancia que tiene el manteni-
miento de la cubierta endotelial [33]. Se
puede considerar que el xenoinjerto apor-
ta esta cubierta durante el tiempo necesa-
rio para impedir la aparicién de procesos
trombdticos. Las funciones que tiene el
endotelio son importantes; interfiere fun-

ANGIOLOGIA 2003; 55 (1): 7-20



ANGIOLOGIA 2003; 55 (1): 7-20

damentalmente en fendmenos como la
agregacion plaquetaria, la formacién de
trombina o la propia fibrinolisis [34]. Por
ello, se le daunaimportancia vital, yacon-
signada, a la integridad de esta cubierta
para la preservacion de fenémenos trom-
béticos [35]. Quedan por tratar aspectos
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vezfinalizado el periodo de investigacion, los
resultados obtenidos sugieren que los injertos
heterdlogossonmds sensiblesalaaccionpato-
genadelasdietasricas en grasas. Laaplica-
cion de la microscopia electrénica, tanto de
transmisioncomode barrido, hapermitidova-
lorardeformaidoneael comportamientodelos
implantes. [ ANGIOLOGIA 2003; 55:7-20]
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ESTUDO ULTRA-ESTRUTURAL

DO COMPORTAMENTO
DOSXENOENXERTOS VASCULARES
SUBMETIDOS ADIETAS HIPERLIPIDICAS

Resumo. Procede-se a andlise ultra-estrutu-
raldaparede daaortanativae de xenoenxer-
tos criopreservados, implantados em ratos da
raca Wistar-Lewis submetidas a dietas atero-
génicas. Parao efeito estabeleceram-se gru-
pos de estudo distintos, iguais em niimero e
comumadistribuigdo aleatoria dos individu-
os. Trata-se de determinar se as lesoes atero-
matosasinduzidaspelaalimentagdo hiperlipi-
dicasdo idénticas emambos os tipos de vasos
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cativas. Umavez concluido o periodo de inves-
tigagdo, os resultados obtidos sugeremque os
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cdopatogénicadasdietasricasemgorduras.
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de transmissdo como de varredura, permitiu
avaliar adequadamente o comportamento dos
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