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PALABRAS CLAVE Resumen

Lesion vascular; Introduccion: Los sistemas de oclusion temporal provocan la lesion de la pared arterial. Nues-
Instrumentos tro objetivo es comparar el dano arterial de los métodos de oclusion vascular extraluminal
quirdrgicos; (tangenciales y circunferenciales).

Trombosis Material y métodos: Un total de 80 ratas fueron sometidas a la oclusion de la carétida comdn

durante 60min. Se aleatorizaron en 8 grupos: pinza vascular (CV) y bulldog vascular (BD),
como técnicas tangenciales; y lazo de Potts (LZ) y torniquete de Rumel (RM), como técnicas
circunferenciales.

Resultados: El grupo tratado con CV y RM present6 un mayor grosor maximo en la media que
el grupo tratado con BD a los 7 dias (p < 0,05), mientras que a los 15 dias el grupo tratado con
LZ presentd un grosor maximo de la media superior al medido en el grupo CV (p <0,05). Tras 7
y 15 dias, las arterias ocluidas por técnicas de oclusion circunferencial presentaron un mayor
engrosamiento total de la pared (p<0,01). Los grupos tratados con BD, RM y LZ presentaron
un mayor grosor total de la pared vascular que el tratado con CV (p<0,05). El grupo tratado
con RM, ademas, present6 mayor grosor total que el tratado con BD y el LZ (p<0,05). A los
7 dias en las arterias tratadas mediante técnicas tangenciales se aprecié una mayor area de la
luz vascular que en las arterias tratadas mediante técnicas circunferenciales (p <0,05).
Conclusiones: Los métodos tangenciales danan menos la estructura de la pared arterial que los
métodos circunferenciales, produciendo una menor alteracion en el grosor de la pared vascular
y una menor estenosis de la luz.
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Vascular injury assessment after the application of extraluminal methods for
temporal occlusion

Introduction: Temporary occlusion systems cause arterial wall injury. The aim of this study is
to compare the arterial damage extraluminal methods of vascular occlusion (tangential and

Material and methods: A sample of 80 rats were subjected to occlusion of the common carotid
artery for 60 minutes. They were randomized into 8 groups: vascular clamp (CV) and vascu-
lar bulldog (BD) as tangential techniques, and Potts loop (LZ) and Rumel tourniquet (RM) as

Results: The CV and RM treated groups had a higher average maximum medial thickness in the
treated BD at 7 days (P<.05), whereas 15-day LZ-treated group had a higher average medial
thickness than the measures in the CV group (P<.05). After 7 and 15 days, the arteries occluded
by occlusion circumferential techniques showed a greater total wall thickening (P<.01). The
groups treated with BD, RM and LZ showed greater vessel total wall thickness than the group
treated with CV (P<.05). The RM-treated group also showed a greater total thickness than the
BD and LZ groups (P<.05). At 7 days, arteries treated by tangential techniques showed a greater
area of the luz than arteries treated by circumferential techniques (P<.05).

Conclusions: Tangential methods are less destructive methods of the artery wall structure than
the circumferential methods, producing a minor disturbance in the thickness of the vessel wall

© 2014 SEACV. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. All rights reserved.

Thrombosis Abstract
circumferential).
circumferential techniques.
and less luz stenosis.
Introduccion

A principios del siglo xx Guthrie' ya sugirio la importan-
cia de una pinza vascular atraumatica. Desde entonces,
la bibliografia quirtrgica esta llena de referencias a las
lesiones provocadas por las pinzas vasculares y otros proce-
dimientos de oclusion vascular temporal y de estudios con el
objetivo de minimizar este traumatismo vascular, entre
otros, a través del desarrollo de nuevos dispositivos. Exis-
ten ademas multiples estudios realizados con animales que
concluyen que el uso de diferentes dispositivos de oclusion
conduce a dafos en las estructuras vasculares?™”.

Las pinzas vasculares convencionales y los lazos compri-
men la pared del vaso mas de lo estrictamente necesario
y, por lo tanto, originan dano tisular. Han sido descri-
tas diversas formas de dano vascular originadas por la
oclusion vascular desde el exterior del vaso o extralumi-
nales. Desde hace mas de 30 afos se conoce que el dafo
endotelial y vascular es proporcional a la fuerza de oclu-
sion desarrollada por las pinzas®® o los lazos vasculares’.
Este daio endotelial también esta relacionado con la dura-
cion del pinzamiento?°,

El dafio endotelial con pérdida de células endoteliales
también se correlaciona con una reduccion de actividad
fibrinolitica en la pared del vaso, y esto también puede redu-
cir la permeabilidad postoperatoria tras un procedimiento
quirdrgico. Las lesiones intimales son un potente estimulo
para el deposito de plaquetas y fibrina y pueden llegar a
originar la oclusion trombotica del vaso, especialmente en
aquellos de pequefio calibre®'°, La aparicion de disecciones
o embolizaciones distales también aceleran la hiperplasia
neointimal.

Aunque se ha descrito en ocasiones el dafo que sobre
la estructura o la funcion del vaso ocluido puede ocasionar
alguna de las técnicas, no hay suficientes estudios compara-
tivos entre los grupos de técnicas mas habituales utilizadas
por los cirujanos que alimenten la posible eleccion de unos
en detrimento de otros. Por lo tanto, el objetivo de nuestro
estudio es comparar el daiio arterial de los 2 grupos de méto-
dos de oclusién vascular extraluminal empleados en cirugia
arterial, en un modelo animal de pinzamiento carotideo: los
sistemas que ocluyen el vaso mediante un pinzado paralelo
al mismo, o «tangenciales», y los métodos que comprimen
el vaso en todo su perimetro, o «circunferenciales».

Material y métodos

Ochenta ratas adultas macho, cepa Wistar Han, de 14 a
18 semanas de edad, y de entre 275 y 440 g de peso fueron
utilizadas en el presente estudio del Animalario de la Univer-
sidad de Valladolid, centro inscrito en el Registro de Centros
de Experimentacion Animal con el nUmero ES 47180000033.
Proceden de una colonia de cria libre de gérmenes patogenos
especificos (SPF) de este Animalario. Todos los experimentos
se realizaron siguiendo las normas de la legislacion vigente
sobre experimentacion animal.

Fueron divididas en 2 grandes grupos de 40 animales cada
uno. Dentro del grupo de técnicas tangenciales, se utilizaron
la pinza vascular (CV) y el bulldog vascular (BD) como téc-
nicas representativas, con 20 animales en cada subgrupo,
y sacrificio a los 7 y a los 15 dias (10 para cada técnica y
tiempo quirdrgico). Para el segundo grupo, con técnicas cir-
cunferenciales, se emplearon 40 animales, utilizando en 20
el lazo de Potts (LZ) y en otros 20 el torniquete de Rumel
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(RM), y sacrificAndose medio grupo a los 7 dias y el resto a
los 15 postoclusion.

Técnica anestésica

Se administrd una combinacion de xilacina (10 mg/kg) y que-
tamina (75mg/kg) por via intraperitoneal, mezcladas en la
misma jeringa, lograndose un plano anestésico quirdrgico
adecuado, repitiéndose con la mitad de dosis a los 30 min
por la misma via. Con ello se logré mantener la anestesia
durante el tiempo total del procedimiento (65 min). Se lubri-
caron los ojos con lagrima artificial. Durante la cirugia se
mantuvo a los animales sobre una almohadilla térmica para
contrarrestar la pérdida de temperatura corporal, dada la
importancia que este fendmeno tiene tanto para la supervi-
vencia intraoperatoria como para la recuperacion anestésica
y el postoperatorio, en general, en animales de pequefo
tamano y, en particular, en los roedores. La quetamina a
estas dosis no inhibe el reflejo cardiorrespiratorio, por lo que
todos los animales mantuvieron la respiracion espontanea
durante la intervencion.

Técnica quirurgica

Los animales fueron inmovilizados en decubito supino
mediante sujecion de las 4 extremidades y colocados con
hiperextension cervical mediante sujecion de la cabeza
a nivel craneal frontal. El cuello fue rasurado y la piel
preparada con solucion yodada. Técnicas estériles fueron
empleadas durante todo el procedimiento. Una incision
longitudinal media de unos 4cm fue realizada en la
region cervical anterior del animal. Los musculos cervica-
les (omohioideo, esternohioideo y esternomastoideo) fueron
rechazados lateralmente y la traquea fue identificada,
después, la diseccion se dirigia lateralmente para contro-
lar la arteria carotida comin. La arteria carétida comin
izquierda fue empleada como control y la derecha fue ais-
lada mediante una banda elastica de 10 mm de anchura con
el fin de facilitar su manejo y posteriormente fue ocluida
durante un tiempo de 60 min con uno de los diferentes mate-
riales de oclusion descritos (fig. 1).

En todos los casos se puso un punto a 1 mm a cada lado
del sistema de oclusion con el fin de tener la zona localizada
cuando se procediera a la extraccion y procesado de la mues-
tra para su inspeccion histologica. Para ello se utilizo sutura
monofilamento no reabsorbible de 9/0 (polipropileno) con
aguja atraumatica, anudando el punto con 2 nudos planos y
cruzados en la adventicia del vaso.

Tras el tiempo correspondiente de oclusion, la pulsacion
sanguinea distal fue confirmada distalmente a la aplicacion
del material oclusor. La piel fue suturada mediante polia-
mida monofilamento no absorbible de 3/0. Posteriormente
el animal fue devuelto a su jaula inicial, provista de alimento
y agua, y vigilado hasta la recuperacion anestésica.

Transcurrido el tiempo posquirirgico previsto para cada
grupo se practicé la eutanasia mediante aspiracion de CO,
en camara. Se procedio entonces a la extraccion de ambas
carotidas, obteniendo el fragmento sefalado por las 2 sutu-
ras en la arteria experimental y un fragmento equivalente
en la arteria control no intervenida.

Estudio histopatologico

Se extrajeron segmentos de carotida de aproximadamente
1cm de longitud. Se procedi6 a la inmersion inmediata en
una solucion fijadora de formol al 10%, sobre un recipiente
de cristal oscuro. Transcurrido el tiempo de fijacién de las
piezas (24h), se lavo con agua destilada durante 2h para
eliminar el exceso de fijador. Se sumergieron las piezas en
alcohol etilico a concentraciones crecientes, sustituyendo
toda el agua del tejido por alcohol. Extraidas las piezas del
benzol, se sumergieron durante 30 min en una mezcla a par-
tes iguales de benzol y parafina blanda. Posteriormente, se
pasaron por diferentes tipos de parafinas blandas y duras,
hasta que fue sustituido totalmente el benzol y la parafina
penetré en los tejidos e impregnd todas las estructuras. Se
obtuvieron 10 cortes seriados de la parte central de la pieza
de un espesor de 6 . que fueron adheridas al portaobjetos,
adecuadamente preparado con albimina, con el fin de faci-
litar la adherencia a las muestras. Los portaobjetos fueron
desengrasados mediante inmersion en alcohol-éter. Los por-
taobjetos fueron sometidos a inmersion en xilol y luego en
alcoholes de concentracion creciente. Se realizd una tin-
cion con hematoxilina eosina y, por ultimo, el aclaramiento
y montaje.

Morfometria

Las preparaciones histoldgicas fueron analizadas mediante
un sistema informatico morfométrico (Nikon DS Camera Con-
tol Unit DS-L2, Nikon Corporation, Tokyo, Japon).

Las preparaciones fueron examinadas inicialmente a 40
aumentos. De cada una de ellas se eligieron los cortes que
estuviesen mas libres de artefactos, realizandose todas las
mediciones sobre el campo elegido. Para cada uno de los
parametros se realizaron las mediciones en 3 cortes histolo-
gicos de cada preparacion.

Posteriormente, se procedio al examen de los cortes a
100 y a 400 aumentos tanto de las arterias control como de
las arterias experimentales con el fin de definir danos histo-
logicos apreciables mediante microscopia optica, prestando
especial atencion a la estructura tisular y a la aparicion
de fendmenos de trombosis o neointima. En algunos casos
se hizo precisa la utilizacion la observacion microscépica
con 1.000 aumentos mediante objetivo de inmersion. Final-
mente, y para demostrar diferencias en el grosor de la
pared, luz vascular y en la estructura del vaso respecto a
los controles, asi como entre los diferentes grupos entre si,
se procedi6 a la medicion morfométrica de las muestras.
Los parametros que se valoraron fueron los siguientes: gro-
sor maximo de la capa media, area de la luz vascular, grosor
total de la pared, presencia de trombosis y presentacion de
neointima.

Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como medias + desviacion
estandar y analizados con un estudio ANOVA unilateral. Una
probabilidad de menos del 5% (p<0,05) fue considerada
estadisticamente significativa. Se empled en el estudio esta-
distico el paquete estadistico SPSS 14.0 (SPSS, Chicago. IL,
EE.UU.). Para cada uno de los parametros se calculd la
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Figura 1
D) pinza vascular.

media muestral y la desviacion estandar. Asimismo, se cal-
culd el intervalo de confianza para la media poblacional
con un nivel de confianza del 95%. Se empleo la prueba de
Levene para estudiar la igualdad de la varianza, para reali-
zar las mUltiples comparaciones entre los grupos especificos
de tratamiento se realizd un test post-hoc de Tukey y en el
caso de estudiar las diferencias de los grupos de tratamiento
frente al grupo control se realizo6 el ajuste de Dunnett. En
casos en los que no existio homogeneidad de la varianza,
se realiz6 una prueba no paramétrica de Kruskal Wallis y
las multiples comparaciones entre cada uno de los grupos
se estudiaron mediante un test de U de Mann-Whitney. Las
diferencias fueron consideradas estadisticamente significa-
tivas cuando p < 0,05. Los datos seran analizados mediante el
software estadistico SPSS Statistics 20.0 (SPSS Inc, Chicago,
IL, EE. UU.).

Resultados

No existio mortalidad en los grupos, de tal manera que los
80 animales operados alcanzaron al final del experimento,
tanto los sacrificados a los 7 dias como los sacrificados a los
15 dias.

Grosor mdximo de la media: El grupo tratado con CV
y técnica de RM presenté un mayor grosor maximo en la
media que el grupo tratado con BD a los 7 dias (p<0,05),
mientras que a los 15 dias el grupo tratado con LZ present6
un grosor medio de 88,53 wm (& 16,05) superior al medido en

Métodos de oclusion extraluminal empleados en el estudio. A) lazo de Potts; B) torniquete de Rumel; C) bulldog vascular;

el grupo CV con 74,23 (+ 17,34) (p<0,05). El grupo control
a 15 dias presento6 un grosor maximo de la media superior al
observado en el grupo control a 7 dias (p<0,05). En cuanto
a la comparacion entre grupos de tratamiento (circunferen-
ciales vs. tangenciales), se observa un mayor espesor en la
capa media en las tratadas mediante técnicas circunferen-
ciales, sin alcanzar significacion estadistica (fig. 2).

Grosor total de la pared: Tras 7 dias, en la pared de
las arterias ocluidas por técnicas de oclusion circunferen-
cial al vaso, se observo un mayor engrosamiento total que
en las arterias ocluidas mediante compresion tangencial
(p<0,01). El grosor total de la pared de las arterias ocluidas
por lazo o torniquete también fue mayor que el de las arte-
rias ocluidas mediante pinzas vasculares cuando fue medido
a los 15 dias postoclusion (p < 0,05). También tuvieron mayor
grosor la pared de las arterias ocluidas mediante estas téc-
nicas circunferenciales que las arterias no ocluidas o control
(p<0,01). Los grupos tratados con BD, RM y LZ presentaron
un mayor grosor en la pared vascular que el tratado con CV
(p<0,05). El grupo tratado con RM, ademas, presentd mayor
grosor que el tratado con BD, el LZ y el control (p<0,05).
Por tanto, el RM resultd ser la técnica que ocasionaba el
mayor grosor de la pared vascular, y el CV la que ocasionaba
el menor grosor total de la pared cuando las mediciones se
tomaban a los 15 dias, arrojando unas medidas medias de
110,02 um la pared de las arterias tratadas con CV frente a
165,35 um de las tratadas con RM.

Area de la luz: A los 7 dias en las arterias tratadas
mediante técnicas tangenciales se aprecioé una mayor area
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Figura 2
histologica de neointima (hematoxilina-eosina, 400x).
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de la luz vascular que en las arterias tratadas mediante
técnicas circunferenciales (p<0,05), el area de la luz en
el grupo BD fue de 247.303,04 um? (+£66.429,68) frente a
la observada en el grupo tratado con la técnica RM, que
fue de 211.287,43 pm? (+37.683,31) (p <0,05). Tras 15 dias,
los animales tratados con BD y LZ vieron incrementada el
area de la luz frente al grupo control (p<0,05), ademas,
el area de la luz en el grupo BD fue mayor que en el grupo
tratado con la técnica RM (p <0,05).

Formacién de trombo: Un animal del grupo tratado con
RM y eutanasia a los 15 dias (grupo RM 15) mostro la arteria
tratada trombosada y no permeable en la necropsia (fig. 3).
Un animal del grupo ocluido con LZ y sacrificado a los 7 dias
(grupo LZ 7), también presento la arteria trombosada y no
permeable en la necropsia.

Presentacion de neointima: A los 7 dias, 2 de las arte-
rias ocluidas con RM presentaron neointima en el estudio
histoldgico. A los 15 dias tras la oclusion, se observd pre-
sencia de neointima en una de las arterias ocluidas con RM,
una de las tratadas con CV y 3 de las ocluidas mediante
LZ.

Discusién

Los resultados observados en nuestro trabajo demuestran
la capacidad lesiva en la estructura de la arteria de
ambos grupos de oclusion extraluminal. Tanto los métodos
tangenciales como los circunferenciales ocasionan un engro-
samiento de la capa media, resultado probablemente de los
procesos reparativos de la misma tras la lesion por aplas-
tamiento que producen ambos métodos. En el caso de los
métodos circunferenciales, este engrosamiento es mayor,
dado que posiblemente también la superficie lesionada por
aplastamiento es mayor, o lo es en mayor grado.

El area de la luz es mayor en las arterias tratadas que
en el control, principalmente tras los 7 primeros dias, por el
dano celular de la capa media. No obstante, la regeneracion
de la capa de musculo liso puede ser mas lenta y esto podria
haber sido la causa del tamafio luminal mayor en el periodo
de recuperacion cronica. En el caso de las arterias tratadas
por métodos circunferenciales, esta area es menor que en
las tratadas con métodos tangenciales, debido a que su capa
muscular ha sido mas dafada y su engrosamiento ha sido
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Figura 3
toxilina eosina).

mayor. Los resultados obtenidos en el area de la luz corres-
ponden también a los obtenidos en el diametro maximo
de la misma. En ambos casos nuestros resultados coinciden
con los del trabajo de Tsukahara et al."" en el que se pre-
sentan los resultados del pinzamiento de la arteria carotida
de la rata en diferentes tiempos postoclusivos y que deter-
minan un engrosamiento en la capa media que comienza a
manifestarse a los 7 dias tras la lesion y persiste al menos
durante las 12 semanas que dura el estudio. La lesion que
se desarrolla inicialmente en la capa media por el aplasta-
miento por uno u otro medio oclusivo conlleva la aparicion
de células inflamatorias y un proceso primero degenerativo
y posteriormente regenerativo con mayor presencia celular
y de tejido fibroso, lo que explicaria el engrosamiento en
esta capa durante el proceso reparativo'?.

El grosor total de la pared mayor en las arterias trata-
das con métodos circunferenciales viene a corroborar lo que
se aprecia en los datos anteriores y podria deberse, ade-
mas de a la capa media, al resto de paredes del vaso, no
estudiadas separadamente en el presente trabajo. Herderg,
en 2003"3, present6 un estudio para determinar los efectos
beneficiosos de las estatinas en las estenosis por stent de
arterias de conejos normo- e hipercolesterolémicos, conclu-
yendo que un mayor nivel de dafo en el vaso se corresponde
con una mayor area de la capa intima, pero una menor
area de la capa media. Esto podria deberse a que la capa
media es la principal fuente de células para la creacion de
neointima'* ">,

En cuanto al endotelio, no existe evidencia de su lesion,
pero la bibliografia consultada confirma la rapida capacidad
regenerativa de la capa intima en este modelo de oclu-
sion vascular extraluminal en rata, que se produce en los
primeros momentos tras la lesion, por lo que serian conve-
nientes estudios histologicos, seriados en el tiempo, de lo
que sucede en la capa intima desde la lesion hasta su rege-
neracion o lesion estenosante en diferentes especies, con
el fin de conocer lo que sucede en el ser humano'®"”. Esta
diferencia puede coincidir con la mayor respuesta prolife-
rativa de los modelos de lesion vascular en arteria carétida
de la rata frente a otras especies que muestran una res-
puesta mas trombotica'®'?. Esta respuesta mas proliferativa
que trombogénica esta relacionada con la mayor eficacia de
los agentes que reducen la migracion de células musculares
lisas y la proliferaciéon en el modelo en carétida de rata?®?!
que, sin embargo, muestran escasa actividad en ensayos en
humanos.
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Arteria cardtida trombosada tras 15 dias, imagen macroscopica (izquierda), y corte histologico a 400x (derecha) (hema-

Existen diferentes sesgos en el estudio. Las arterias estu-
diadas son de aproximadamente 1 mm de diametro in vivo.
Las fuerzas de oclusion para arterias de otros calibres proba-
blemente sean diferentes y requieran estudios adicionales.
También otras investigaciones pueden emplearse para cono-
cer la fuerza de compresion parietal que ejercen cada uno
de los métodos, o si la modificacion del tiempo de oclu-
sion puede modificar las alteraciones causadas. Puesto que
todas las arterias permanecieron permeables tras retirar el
dispositivo, los dafos intimales observados no fueron cli-
nicamente relevantes a corto plazo. Sin embargo, a largo
plazo, la hiperplasia neointimal que se desarrolle puede
originar situaciones clinicopatoldgicas. Ademas, los vasos
patologicos, con presencia de aterosclerosis y calcificacio-
nes, parecen ser mas susceptibles que los no aterosclerosos a
las lesiones originadas por el pinzamiento??-2° y otros medios
de control del flujo como los circunferenciales?’-?%, y en este
estudio no fueron considerados.

En conclusion, nuestro estudio sobre el modelo de oclu-
sion extraluminal en arteria carotida de rata demuestra
que los métodos tangenciales daifian menos la estructura de
la pared arterial que los métodos circunferenciales, pro-
duciendo una menor alteracion en el grosor de la pared
vascular y una menor estenosis de la luz. Serian de utili-
dad estudios sobre otros modelos animales y sobre arterias
con enfermedad previa que determinaran si la respuesta es
similar.
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