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RESUMEN



Resumen

En este trabajo se ha puesto a punto un modelo de arteriosclerosis utilizando el conejo
como animal de experimentacidn, utilizandose técnicas analiticas, de diagndstico por imagen e
histopatologicas en la evaluacion de la efectividad del modelo propuesto. A continuacion, se
ha descrito una técnica de denudacion en la arteria iliaca externa mediante abordaje
transcarotideo en esta especie, optimizando el protocolo de actuaciéon y describiendo las
incidencias comparando dos tipos distintos de catéteres de baléon de angioplastia
convencional. Por ultimo, se ha comparado la eficacia de la técnica de crioplastia frente al
método convencional de angioplastia para el tratamiento de la lesién arterial utilizando
conejos con arteriosclerosis inducida, utilizando técnicas analiticas, de diagndstico por imagen

e histopatoldgicas.

Nuestro modelo de arteriosclerosis inducida por ingestion de dieta hiperlipidica
durante 60 dias, produjo una elevacion plasmatica significativa de los niveles de colesterol,
provocando la instauracién de placas de ateroma en la cardtida, cayado adrtico, aorta toracica

y abdominal e iliaca externa.

La técnica de abordaje transcarotideo para la denudacién endotelial de la arteria iliaca
externa del conejo se demuestra eficaz en la creacién de estenosis arterial inmediata y a largo
plazo, obteniendo menos incidencias negativas de la técnica al utilizar el catéter de menor

diametro y mayor presion de inflado.

Las lesiones arteriales obtenidas tuvieron diferente extension y grado de maduracién
histopatoldgica dependiendo de la localizaciéon anatémica y de la presencia o ausencia de
denudacidn endotelial previa. Asimismo, se obtuvo un modelo de higado graso no alcohdlico

en el conejo con la administracion de esta dieta.

La crioplastia no produce una mejora significativa en la reparacion de la estenosis de la
arteria iliaca externa en conejos con arteriosclerosis inducida, presentando lesiones
ateromatosas cualitativa y cuantitativamente mayores desde el punto de vista histopatolégico

en comparacion con la angioplastia convencional.
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Summary

In this research work we have designed an atherosclerosis model in the rabbit. Ingesta
of an enriched cholesterol diet was suministered for 60 days. Analytical changes as well as
arterial integrity were evaluated with imaging and histopathological techniques. Next, a
transcarotideal approach for endotelial denudation of the external iliac artery in the rabbit was
developed. Two different angioplasty catheters were essayed, optimizing the experimental
protocol and describing incidents. Also, the efficacy of the cryoplasty for the treatment of

dietetically-induced arterial lesions was tested against conventional angioplasty.

Our atherosclerosis model increased plasma colesterol levels, developing ateroma

plaques in the carotid, aortic arch, thoracic and abdominal aortae and external iliac arteries.

The transcarotideal approach for endotelial denudation of the external iliac artery in
the rabbit produced arterial stenosis at both short and long term. Best results were obtained

with the smaller diameter-higher pressure catheter.

Arterial lesions were obtained from ingesta of cholesterogenic diet. Ateromas had
different histopathological features and size depending on anatomical localizations and the
presence or absence of endotelial denudation. Also, a non-alcoholic, fatty liver model in the

rabbit was obtained with this diet.

When compared to conventional angioplasty, cryoplasty did not produce any
significant improvement for the repair of diet-induced atherosclerosis in external iliac arteries

in rabbits, showing more extensive and severe lesions on histopathological analysis.
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Introduccion

1. ARTERIOSCLEROSIS Y ENFERMEDAD ARTERIAL PERIFERICA

La enfermedad cardiovascular constituye la principal causa de mortalidad en los paises
desarrollados, con mas de 17 millones de muertes al afo, y la prediccidén es que aumente hasta

los 23 millones anuales en el afio 2030 (Mathers y Loncar, 2006).

La enfermedad arterial periférica (EAP) engloba todas aquellas entidades que son
resultado de la obstruccidon del flujo sanguineo en las arterias, con la exclusidon del arbol

coronario e intracraneal (Ouriel, 2001).

La arteriosclerosis es la causa mas frecuente de enfermedad vascular arterial. La
arteriosclerosis es un proceso patolégico de caracter degenerativo (loris y otros, 1983)
encaminado a alterar la estructura de los vasos arteriales, con el desarrollo de una serie de
lesiones que van desde las menos intensas, como es la hiperplasia intimal, a otras de caracter
degenerativo de toda la pared y que, en ocasiones, implica la oclusién del vaso (Flérez-Tascon y

otros, 1990).
1.1. FACTORES DE RIESGO Y CLINICA DE LA ENFERMEDAD ARTERIAL PERIFERICA

La arteriosclerosis presenta una etiologia compleja, en la que interactian con efectos
aditivos numerosos factores de riesgo, tanto genéticos como ambientales (Mehrabian y otros,

1998; Goldbourt y Neufeld, 1988; Lusis y otros, 1998).

Los principales factores de riesgo de arteriosclerosis, con componente genético son:
niveles elevados de LDL-c/VLDL-c, niveles reducidos de HDL-c, niveles elevados de
lipoproteinas, hipertensidon arterial, niveles elevados de homocisteina, historia familiar,
diabetes y obesidad, niveles elevados de factores hemostdaticos, depresion y otras
enfermedades del comportamiento, sexo masculino, inflamacién sistémica y sindrome
metabdlico. Los factores de riesgo de arteriosclerosis con componente ambiental son: las
dietas altas en grasas, el tabaquismo, los niveles bajos de antioxidantes, la falta de ejercicio,

los agentes infecciosos.

La severidad de la enfermedad varia desde pacientes que estdn asintomaticos a

aquellos en los que los sintomas son persistentes (Schainfeld, 2001).
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El sintoma principal de la EAP de los miembros inferiores es la claudicacion
intermitente, esto es, la incapacidad de caminar una distancia concreta debido a malestar o
dolor en los musculos de la pierna y que desaparece o mejora mucho al dejar de caminar. El
dolor de la claudicacién siempre es distal a la localizacién de la lesién obstructiva y es debido a

la isquemia de los tejidos por falta de aporte arterial (Villay Rodrigo, 2003).

Cuando la enfermedad progresa, el paciente puede sufrir dolor en reposo o isquemia
critica de miembros (Palmer-Kazen y Wahlberg, 2003). La isquemia critica de miembros se refiere a
una condicién caracterizada por isquemia crénica con dolor en reposo, aparicién de Ulceras o
gangrena en una o ambas extremidades atribuibles objetivamente a la enfermedad arterial
oclusiva a multiples niveles. Los pacientes con isquemia critica de miembros tienen mas de tres
veces riesgo de infarto de miocardio, infarto cerebral y muerte cardiovascular que pacientes
con claudicacién intermitente. Debido a su impacto negativo en la calidad de vida y a su pobre
prondstico, son de sumo interés los mecanismos de prevencién de la isquemia critica de
miembros (Halperin, 2002; Daskalopoulou y otros, 2005). La mortalidad estd entre un 3-5% por afio en

pacientes con claudicacién intermitente y un 20% por afio en aquellos con isquemia critica.

Otras causas de claudicacidn intermitente no arteriosclerosa y mucho menos
frecuentes son: la artritis, la estenosis del canal espinal, la radiculopatia, claudicacién venosa

o los procesos inflamatorios (Schmieder y Comerota, 2001).
1.2. DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD ARTERIAL PERIFERICA
1.2.1. iINDICE TOBILLO-BRAZO

El diagndstico de la EAP se realiza con una prueba sencilla, barata y reproducible, que
es el indice tobillo-brazo (ITB). EI ITB es el resultado de dividir la presion arterial sistélica (PAS)
de cada tobillo (se escogera el valor mas alto entre la arteria pedia y la tibial posterior) entre
el valor de la PAS mas alto de cualquiera de las arterias braquiales. Asi se obtienen dos valores
de ITB, uno para cada miembro inferior, seleccionando como definitivo el mas bajo de los dos
(Baker y Dix, 1981). Un ITB menor de 0,9 presenta una sensibilidad y una especificidad muy altas
para identificar una obstruccion superior al 50% en el territorio vascular de los miembros
inferiores en relacién con la arteriografia (Fowkes, 1988). Un ITB menor de 0,9 es diagnoéstico de
EAP, a pesar de que méas del 80% de estos sujetos no tenga manifestaciones clinicas (Hirschy
otros, 2001). Pero ademas, la presencia de un ITB disminuido se asocia con una mayor incidencia
de complicaciones coronarias y cerebrovasculares y un mayor riesgo de mortalidad a expensas

del incremento de la mortalidad cardiovascular (Criquiy otros, 1992; Newman y otros, 1999; Tsai y otros,

4
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2001. Por lo tanto, un ITB menor de 0,9 es, ademas de diagndstico de EAP, sinénimo de alto
riesgo cardiovascular, por lo que habrd que tratar intensivamente los factores de riesgo e

iniciar tratamiento antiagregante (Hirsch y otros, 2006).

1.2.2. DIAGNOSTICO POR IMAGEN

Para el estudio clinico-vascular de la arteriosclerosis, disponemos de técnicas de
diagndstico por imagen, que nos permiten visualizar las caracteristicas morfolédgicas y

funcionales de las placas arterioscleroéticas.

1.2.2.1. TECNICAS NO INVASIVAS

A- ECOGRAFIA VASCULAR

La ecografia es un método de diagnéstico por imagen no invasivo, de bajo costo y
preciso. Informa de la presencia de estenosis y del grosor de la pared, identificando la relacién
entre el grosor de la intima-media como factor de riesgo cardiovascular. Cuenta con el
inconveniente de tener escasa capacidad de caracterizacion tisular y que no es aplicable a

todos los territorios vasculares (O’Leary y otros, 1999).

Dentro de la evaluacién ecogréfica, existen diferentes métodos que van a servir para

identificar la presencia y desarrollo de lesiones estenosantes:

- Doppler pulsado /Doppler color: evalia la reduccidn del didmetro de la luz del vaso a
través de los cambios hemodindmicos registrados, pudiéndose deducir el prondstico del

érgano irrigado por las arterias que estamos estudiando.

- Ecografia en modo B: estudia las caracteristicas histopatolégicas de la pared arterial
(espesor intima-media, presencia y caracterizacién de las placas lipidicas, fibrolipidicas,
fibréticas o fibrocalcicas) evaluando su ecogenicidad y comparandola con la adventicia arterial
vecina. También se usa este método para ver la textura de las placas (homogéneas o

heterogéneas) y estudiar su superficie (lisas, irregulares, ulceradas).

Se utilizan transductores de distinta frecuencia (entre 3 y 10MHz), de tipo lineal o
convex, segun la porcién arterial a estudiar y caracteristicas fisicas del paciente. En lo referente
a la técnica de estudio por ecografia Doppler, es imprescindible mantener un angulo de

insonacién de 602 a lo largo del eje longitudinal de la arteria para la lectura de la sefial
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Doppler. En el caso de segmentos arteriales con tortuosidad, hemos de procurar mantener

angulos de insonacién de 602 0 menores (Zaccardi y Olmsted, 2002).

La ecografia tanto en modo B como en modo Doppler ha demostrado ser util para
describir estenosis en el flujo de las arterias cardtidas (Wardlaw y otros, 2006). Los parametros
ecogenicidad, heterogeneidad e irregularidad de la pared han sido estudiados para ver la

correlacidon de estos parametros con la histolopatologia de la lesidn (L. ten Kate y otros, 2010).

La ecografia puede dar informacion acerca de los componentes de la placa como son el
nucleo lipidico, hemorragia intraplaca, inflamacién y neovascularizacién vasa vasorum, todos
ellos relacionados con la vulnerabilidad de la placa. El uso de la ecografia para la deteccidon
cualitativa de la irregularidad de bordes, ecogenicidad y heterogeneidad es prometedor. Sin
embargo, la precision de la ecografia para detectar los componentes y caracteristicas

individuales de la placa, muestra una gran variabilidad.

La ecografia tiene poca sensibilidad (60%) para la deteccion de ulceras, mientras que
es mas precisa en la deteccién de bordes irregulares (sensibilidad 97%, especificidad 81%). Sin

embargo, este parametro no tiene un valor clinico relevante (Kagawa y otros, 1996).

En dos estudios se ha comparado la ecografia con TC en los mismos pacientes. El
primero demuestra que las medidas de ecografia correlacionan mejor con la histologia que las
medidas de TC de densidad de tejido lipidico y fibroso y hemorragia intraplaca (Grgnholdt y otros,
2001). El segundo demuestra que la TC es mas precisa que la ecografia para la deteccién de

placas ulceradas (sensibilidad 94% vs. 38%, especificidad 99% vs. 92%) (Saba y otros, 2007).

La cuantificacion de la ecogenicidad resulté en una clara mejoria en la deteccidn de los
componentes de la placa, mediante el andlisis de la distribucién de los pixeles. El uso de
contraste ecografico puede mejorar la deteccidn de ulceraciones, al mejorar el contraste entre
la luz y la pared del vaso (kono y otros, 2004). El uso de contraste muestra una correlacién
significativa de neovascularizacion vasa vasorum y podria ser un nuevo marcador interesante

de placa vulnerable.

Se puede concluir que la ecografia puede dar una indicacién de los componentes de la
placa. Sin embargo, la sensibilidad y la especificidad son limitadas y varian en gran medida,
mientras que el desarrollo de nuevas técnicas cuantitativas y la ecografia con contraste

muestra posibilidades para el futuro.
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B- TOMOGRAFIA COMPUTERIZADA Y RESONANCIA MAGNETICA

Tanto la RM como la TC son capaces de ofrecer imagenes de la estructura de la pared
de los vasos sanguineos, mostrando los diferentes cambios ateroscleréticos que en ella se
dan. La RM se ha aplicado en diferentes estudios en medicina humana para visualizar placas
ateromatosas en arterias coronarias, carotidas y aorta. Mediante esta técnica se pueden
identificar aspectos relevantes de la placa arteriosclerética tales como sus dimensiones, el
tamafio del nucleo lipidico, la presencia de calcificaciones, tejido fibroso y grosor de la capsula
fibrosa (Nighoghossian y otros, 2005). La Ultima generacién de sistemas de TC permite incluso
diferenciar en los componentes que integran la placa en los vasos sanguineos. Ademas, tienen
la habilidad de visualizar la pared vascular y dar una medida cuantitativa sobre la calcificacién
de la placa (Fayad y otros, 2004). Sin embargo, la presencia de calcificaciones por si sola no es

suficiente para la evaluaciéon de placa vulnerable (Achenbach, y otros, 2004).

L. ten Kate y otros, 2010, compararon las tres técnicas de diagndstico por imagen no
invasivas -ecografia, TC y RM-, estudiando sus ventajas e inconvenientes a la hora de valorar
placas vulnerables. En sus conclusiones vieron que, mientras la ecografia estd limitada a la
evaluacion del sistema vascular superficial, la TC es cada vez mas utilizada para la valoracién
de las arterias coronarias. La limitacidon de la tomografia radica en la caracterizacién de la
placa, por tener un pobre contraste tisular y una resolucién espacial moderada. La RM
muestra la mejor discriminacion entre los componentes de la placa, pero esta técnica tiene
una resolucidn espacial relativamente baja y estd contraindicada en pacientes con

insuficiencia renal, claustrofobia severa y con implantes electrénicos.

La deteccién del grado de estenosis combinado con la composicién de la placa y la
alteracién del proceso metabdlico, puede proporcionar una visidén més clara en el desarrollo
de la enfermedad vascular aterosclerdtica, la identificacion de placas vulnerables y la
evaluacidon de su respuesta al tratamiento (Fayad y Fuster, 2001). Ademds, estas técnicas
proporcionan informacién sobre las complicaciones de la placa, tales como hemorragia,
ulceracién, ruptura y trombosis. Las actuales técnicas de imagen no invasivas muestran
resultados prometedores, sin embargo, los estudios carecen de mediciones estandarizadas. Es
necesario consensuar estandares reproducibles, tanto en imagen como en histologia. El
desarrollo de las técnicas de imagen no invasivas, centradas en los vasa vasorum vy la
evaluacion in situ de la inflamacidn, mejoraré la identificacién de pacientes con mayor riesgo
de enfermedades cardiovasculares, pudiendo asi guiar las decisiones terapéuticas (L. ten Kate y

otros, 2010).
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1.2.2.2. TECNICAS INVASIVAS

A- ECOGRAFIA INTRAVASCULAR

La ecografia intravascular (IVUS) es una técnica de imagen que proporciona imagenes
de ultrasonidos de alta resoluciéon de la luz y la pared de la arteria. Ademas de revelar
informacién sobre al drea de la luz, el area de la placa y el area del vaso, esta modalidad de
imagen puede identificar componentes morfolégicos de la placa a través de diferencias en la

ecogenicidad (Nighoghossian y otros, 2005).

La ecografia intravascular es mas sensible que la angiografia convencional en detectar
presencia de arteriosclerosis, y mds precisa en medir la gravedad de |a lesion (Tobis y otros, 1991).
Ademas, proporciona una informacidn adicional de la composicion de la placa (Yamagishiy otros,
2000), ya que puede distinguir diferentes ecogenicidades en las placas, y puede detectar la

presencia de lipidos con alta especificidad, aunque limitada sensibilidad (Pratiy otros, 2001).

B- ARTERIOGRAFIA CONVENCIONAL

La angiografia o arteriografia se considera el procedimiento estdndar en el diagnéstico
de la estenosis arterial, aunque tiene un valor relativo bajo en la caracterizacion de la placa.
Estaria indicada para trazar la extensidn y localizacidon de la patologia arterial previa a la
revascularizacidn (Halperin, 2002; Schmieder y Comerota, 2001). Se trata de un proceso diagndstico
mediante el cual conseguimos la visualizacién de determinados vasos sanguineos mediante la
introduccién de contraste en el organismo, y la posterior visualizaciéon del mismo mediante

radiologia, tomografia computerizada (TC) y resonancia magnética (RM).

1.3. TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD ARTERIAL PERIFERICA

El objetivo del tratamiento es reducir los sintomas isquémicos, aliviar la incapacidad,
mejorar la capacidad funcional, prevenir la progresion a gangrena o amputacién, y prevenir

eventos cardiovasculares y cerebrales (Hilleman, 1998).

Se recomienda modificar el estilo de vida, dejar de fumar, aumentar el ejercicio y

mejorar la dieta como parte del tratamiento, para la reducir el riesgo (Khan y otros, 2005).

El tratamiento farmacolégico incluye anticoagulantes (aspirina, clopidogrel), IECA’s, B-

bloqueantes y farmacos para disminuir la lipemia (principalmente estatinas) (Antignani, 2003).
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El tratamiento quirurgico de revascularizacion puede realizarse con diversas técnicas

de endarterectomia, o por técnicas de bypass, mediante procedimientos de anastomosis
vascular (Cao y otros, 2002).

El tratamiento endovascular consiste en la aplicacion de prétesis endovasculares o

stents y diversos procedimientos de angioplastia que se explicaran en un punto posterior.




Introduccion

2. PATOGENESIS E HISTOPATOLOGIA DE LA ARTERIOSCLEROSIS

2.1. ESTRUCTURA DE LA PARED ARTERIAL

La pared arterial esta compuesta por tres capas o tunicas concéntricas (Bacha y otros,

1998):

- Tunica intima. Consiste en una capa simple de células epiteliales escamosas, el
endotelio, que descansa sobre una lamina basal de tejido conectivo. Esta capa subendotelial
estd compuesta por tejido conectivo y, en arterias y arteriolas, una capa de tejido eldstico
fenestrado llamado ldmina o membrana elastica interna (MEI). Las fenestraciones permiten
que las sustancias difundan a través de la capa y lleguen a las células que se encuentran dentro
de la pared del vaso. En ocasiones en el tejido conectivo puede haber células musculares de

musculo liso.

- Tunica media: Estd formada primariamente por capas circulares concéntricas de
musculo liso. En las arterias, es relativamente gruesa y se extiende desde la membrana elastica
interna hasta la membrana eldstica externa (MEE). Esta es una capa de elastina que separa la
tunica media de la adventicia en las arterias. Existen cantidades variables de elastina, fibras
reticulares y proteoglicanos entre las células lisas de la tunica media. Las |laminas de elastina
estan fenestradas y dispuestas en capas concéntricas. Todos los componentes extracelulares

de la tunica media son segregados por las células musculares lisas.

- Tunica adventicia: Se encuentra compuesta principalmente por tejido coldgeno
dispuesto de forma longitudinal y unas pocas fibras eldsticas. Estos elementos tisulares
conectivos se entremezclan gradualmente con el tejido conectivo que rodea a los vasos. La
tunica adventicia puede ser desde relativamente delgada en la mayor parte del sistema
arterial, hasta bastante gruesa en las venas y vénulas (en las que es el principal componente de

su pared).

Los vasa vasorum y nervi vasorum suministran el riego y la inervacién a la adventicia y
la mitad exterior de la media. La intima y la otra mitad interior de la media son avasculares, y

dependen de la difusion desde la luz vascular.
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2.2. FISIOPATOLOGIA DE LA ARTERIOSCLEROSIS

La aterogénesis es un proceso que evoluciona a lo largo de muchos afios, y es probable
que el crecimiento de las placas arteriosclerdticas sea discontinuo en lugar de lineal, con
periodos de inactividad relativa interrumpidos por episodios de rapida evolucidn (Ross, 1986;
Stary y otros, 1994). Después de una fase silente, habitualmente prolongada, la arteriosclerosis

puede hacerse clinicamente manifiesta.

La enfermedad afecta preferentemente a determinados territorios de la circulacion
arterial y produce manifestaciones clinicas que dependen del lecho vascular afectado (Ross,
1986, 1993); Asimismo, dentro de un territorio arterial determinado, suele producir una lesiéon
focal sobre zonas predispuestas, especialmente en puntos de ramificaciones arteriales donde

el flujo sanguineo es turbulento.

En el siglo XIX existian dos hipétesis que intentaban explicar la patogénesis de la
arteriosclerosis, la hipdtesis trombogénica (Von Rokitansky, 1852) y la hipdtesis lipidica (Virchow,
1856). Estas dos hipdtesis estan actualmente integradas en una hipétesis mdas compleja,
hipétesis de respuesta al dafio, que representa la visién actual de la patogénesis inicial de la
aterosclerosis y se basa en el resultado que provoca una disfuncién endotelial, con una serie
de respuestas celulares y moleculares altamente especializadas que se traducen en una

enfermedad con un componente inflamatorio importante (Ross, 1986, 1993, 1999).

Las diferentes etapas en la progresién de la enfermedad se describen a continuacion

(Fuster y otros, 1992).

En condiciones normales el endotelio se encuentra orientado en la direccion laminar
del flujo sanguineo, exhibe una baja permeabilidad lipoproteica y posee mecanismos de
control para mantener una superficie anticoagulante. En las zonas donde el endotelio se
encuentra sometido a un mayor estrés hemodinamico (bifurcaciones arteriales) se produce un
cambio del genotipo endotelial (Breslow, 2000), que se convierte en proinflamatorio y
antifibrinolitico. Asi, se produce un aumento de la permeabilidad del endotelio a las
lipoproteinas plasmaticas, que se modifican en el tejido subendotelial, fundamentalmente en
forma de LDL oxidadas (ox-LDL), las cuales inducen una respuesta inflamatoria local, que es la

responsable de los siguientes pasos del desarrollo de la lesion.

Existe reclutamiento focal de monocitos de la sangre a la intima, que da lugar a la

activacién endotelial y a la adhesién entre el endotelio y los leucocitos. Las ox-LDL activan el

12
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endotelio para expresar los genes que codifican las moléculas de adhesién (VCAM-1, ICAM-1,
selectina P), que atrapan a los monocitos circulantes, que atraviesan el endotelio por
diapédesis a través de uniones interendoteliales y colonizan la intima subendotelial. Los
monocitos de la intima se activan y se transforman en macréfagos que fagocitan las ox-LDL en
un intento de depurar la pared arterial del exceso de lipidos, con lo que se transforman en

células espumosas.

El resultado final de todos estos pasos es la formacién de la estria grasa. En la estria
grasa dominan las células espumosas derivadas de los macréfagos y los lipidos son

predominantemente intracelulares.

Los macrofagos desempefian una funciéon primordial en el equilibrio del metabolismo
lipidico de la pared arterial durante la aterogénesis. Algunos macréfagos cargados de lipidos
podrian abandonar la pared arterial y cumplir asi su funcién limpiadora de lipidos de la arteria.
La acumulacioén de lipidos y, en consecuencia, la tendencia a formar una placa de ateroma, se

produce cuando en la pared arterial penetran mas lipidos de los que salen.

Hay evidencia de que las estrias grasas son lesiones reversibles. Se consideran
precursoras de las placas fibrosas mds avanzadas, aunque no es seguro que todas las estrias

grasas progresen necesariamente para convertirse en placas fibrosas.

La formacion de placas fibrosas tiene un crecimiento explosivo en la segunda y tercera
décadas de la vida. En la transicién de la estria grasa a la placa fibrosa existe una persistencia
de los mecanismos que llevan al inicio de la lesidn, asi como una insuficiencia en los procesos
que facilitan la regresion de la lesién. Se produce la muerte de las células espumosas, quizd por
apoptosis (Hutter y otros, 2001; Tedgui y Mallar, 2001), lo que conduce a la formacién de un nucleo
lipidico necrético extracelular dentro de la lesién, rasgo caracteristico de las lesiones
complicadas. El nucleo lipidico es importante por dos razones: primero, porque es intersticial y
constituye un poso de lipidos metabdlicamente inerte no accesible a los mecanismos
biolégicos de depuracién; segundo, porque, con toda probabilidad, contribuye a la fragilidad y
vulnerabilidad global de la placa para su fisuracion. Las células musculares lisas migran hacia la
intima arterial y proliferan. En las arterias normales las células musculares lisas expresan
fundamentalmente la isoforma a-actina muscular y los filamentos intermediarios, como la
vimentina y la desmina. Este fenotipo se altera en la hiperplasia intimal, y las células
musculares lisas adoptan un estado diferente que se caracteriza por la expresién de B-actina

no muscular y de y-actina muscular. Asimismo, existe un aumento de la vimentina y una
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disminucién de la desmina. Se produce sintesis de tejido conjuntivo, coldgeno, elastina y
proteoglicanos. Determinados factores de crecimiento y citocinas, sintetizados por los
fagocitos mononucleares, estimulan la proliferacién de las células musculares lisas y la
produccidon de matriz extracelular, que se acumula en las placas aterosclerdticas. La
interleucina 1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) son citocinas que favorecen la
produccién local de factores de crecimiento, entre ellos el factor de crecimiento de origen
plaquetario y el fibrobldstico, junto a otros que podrian intervenir en la evolucion vy

complicacién de la lesidn ateroscleroética.

La placa fibrosa muestra un adelgazamiento considerable de la media. En el 80% de las
lesiones existe evidencia de inflamacién crénica, reflejada por el infiltrado linfocitico en la
adventicia. Se caracteriza por la ulceraciéon o denudaciéon de la superficie con fisura o
fracturacion de la placa. Se producen fisuras endoteliales microscépicas en las que aparecen
microtrombos ricos en plaquetas, debido a la exposicion de la matriz, que es muy
trombogénica, y en la membrana basal subyacente. Es frecuente encontrar trombos murales
en varias etapas de organizacién, y la trombosis mural puede ser oclusiva. Las plaquetas que se
activan secretan factores que facilitan la respuesta fibrética. Es probable que la mayoria de
estos microtrombos desaparezcan, sin dejar secuelas clinicas, por un proceso de fibrinolisis
focal, reabsorcion y reparacion del endotelio. Puede haber hemorragia intramural, calcificacion

y neovascularizacién de la placa.

A medida que avanza la lesién aterosclerdtica, se forman abundantes plexos
microvasculares en relacion con los vasa vasorum de las arterias. Estas redes microvasculares
favorecen la complicacién de la placa, pues ofrecen una puerta de entrada a los leucocitos y
pueden constituir focos de hemorragia dentro de la placa. Estos vasos son friables y tienden a
romperse y producir hemorragia local. En estas zonas de sangrado se produce trombosis in situ
y formacién de trombina a partir de la protrombina. Alrededor del nucleo lipidico se forman
granulomas y se produce una inflamacién de naturaleza linfocitaria en la adventicia de origen

autoinmune.

Las placas de ateroma avanzadas suelen tener un caracter fundamentalmente fibroso,
sin el aspecto hipercelular de las lesiones menos avanzadas, y poseen muy pocas células
musculares lisas. En estos ateromas, tanto las fibras musculares lisas como los macréfagos

pueden sufrir muerte celular programada o apoptosis (Hutter y otros, 2001; Tedgui y Mallar, 2001).
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lonocito

Células endoteliales

Figura llI-1: Formacidn de la placa de ateroma. En la parte superior los monocitos se adhieren al
endotelio vascular, penetran la linea endotelial y entran a la intima de la pared del vaso por
diapédesis entre las células endoteliales. Este proceso requiere de un gradiente
quimioatrayente como la proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1) o las LDL
modificadas. En la parte media de la imagen se observa en la intima que los monocitos
maduran a macrdfagos, los cuales aumentan la expresion de receptores y fagocitan
lipoproteinas modificadas. Los ésteres de colesterol acumulados en el citoplasma activan a los
macrdfagos dando lugar a las células espumosas. Estas células son caracteristicas de los
estadios tempranos de la aterosclerosis; Los macrdfagos producen factores de crecimiento y
citoquinas que amplifican la sefial proinflamatoria; Los linfocitos T también migran a la intima
produciendo citoquinas proinflamatorias, que amplifican la actividad inflamatoria colaborando
en la formacion de la placa de ateroma. En la parte inferior se muestra la multiplicacién de las
células del musculo liso, las cuales migran y se acumulan en la placa, y dan una abundante
matriz extracelular. Si la lesion avanza, el lumen arterial se estrecha hasta que el flujo se
obstruye dando lugar a las manifestaciones clinicas (Ndcher y otros, 2007).

2.3. CLASIFICACION HISTOLOGICA DE LA PLACA DE ATEROMA

La aterosclerosis se caracteriza histoldgicamente como una lesidn focal en las arterias
de mediano y gran calibre, constituida por un cimulo de células, material extracelular y lipidos
en la capa intima que compromete el flujo sanguineo y afecta a los érganos irrigados por la
arteria lesionada. Las lesiones pueden estar presentes a lo largo de la vida de las personas; de
hecho, el tipo de lesién mds precoz, la estria grasa, es comun en la infancia y adolescencia
precoz; es una lesién inflamatoria que consiste en un cimulo de macréfagos cargados de

lipidos (células esponjosas) y linfocitos T en la capa intima (Stary y otros, 1994; Ross, 1999). El
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crecimiento de las estrias grasas evoluciona hacia la placa fibrosa, que cuando forma una

protrusion intraluminal afecta el flujo arterial local.

En 1995, la American Heart Association (AHA) clasificd las lesiones arterioscleréticas en
8 tipos diferentes (Stary y otros, 1994, 1995). A las tres primeras se les considera lesiones iniciales, y

a las dos intermedias, lesiones avanzadas, y a las tres ultimas, lesiones complicadas:

- Lesion Tipo I: es la lesién mas inicial, hallada ya en nifios, y consiste tan sélo en
microscopicos depdsitos grasos en la intima del vaso formando las células espumosas, de
forma aislada. Estos cambios también son los hallados inicialmente en los animales de

experimentacién, bien sean ratas, conejos o monos con hipercolesterolemia.

- Lesién Tipo II: llamada estria grasa y en ocasiones ya visible a simple vista como una
lesion amarillenta en la superficie de las arterias, que se tifie con facilidad con Sudan IV, y que
engrosa la intima aunque menos de 1 mm. Aqui encontramos células espumosas en mayor
cantidad dispuestas en hileras, y acompafiadas ya por células musculares lisas también rellenas
de lipidos, y linfocitos T en menor medida. Asimismo existen también depédsitos lipidicos
extracelulares aunque sélo visibles con microscopio electrénico. El 99% de los nifios entre 2y
15 afios tienen estas lesiones a nivel adrtico. La mayoria de estas lesiones se encuentran
situadas en los ostiums de salida de las distintas colaterales de la aorta. El ser una lesién visible
a simple vista en la mayoria de los casos ha hecho de ella la mas estudiada en animales de

experimentacion.

- Lesién Tipo Il es la lesién intermedia o de transicion o preateroma, caracterizada
por un mayor depésito de lipidos extracelulares que interrumpen la disposicién ordenada de
las células espumosas y desplazan las células musculares lisas de la intima. La unién de los

distintos cumulos lipidicos de la lesion 11l dard lugar al nicleo lipidico (lesién tipo IV).

- Lesion Tipo IV: es llamada ateroma propiamente dicho y aparece a partir de la
tercera década de la vida. La luz arterial puede empezar a disminuir. Existe un nucleo lipidico
constituido por una acumulacién bien delimitada de lipidos extracelulares a nivel de la intima,
causando una desorganizacién y un engrosamiento inicialmente excéntrico de la misma. Las
células musculares lisas son desplazadas por este cumulo lipidico y entre este nucleo y las
células endoteliales existe la capa de proteoglicanos de la intima infiltrada por macréfagos,
linfocitos, y alguna célula muscular lisa. Cuando esta zona empieza a ser ocupada por tejido
fibroso, basicamente coldgeno, pasaremos a la lesion tipo V. La lesidn tipo IV serd susceptible

de fisurarse y trombosarse por sus zonas mas débiles (dando lugar a la lesién tipo Vl), tanto en
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su superficie como en la periferia donde existe también un cumulo de macréfagos, con poco
colageno. Existen ademads las primeras células espumosas y musculares lisas en apoptosis, y

algunos capilares empiezan a rodear al nucleo lipidico.

- Tipo V: lesion llamada fibroateroma o lesién Va. En ella encontramos una capa
fibrosa bien conformada que cubre el nucleo lipidico, compuesta basicamente por coldgeno
sintetizado por las células musculares lisas como respuesta a la desorganizacién de la intima, y
que reemplaza a la matriz de proteoglicanos. El nucleo lipidico es una zona hipocelular y
avascular, y se considera la zona mas trombogénica de la placa de ateroma. En él se produce la
deposicidn de cristales de colesterol, lipoproteinas modificadas, detritus celulares, monocitos,
macréfagos y células espumosas. Se produce a partir de la cuarta década de la vida
habitualmente. Esta lesion es susceptible de fisurarse y trombosarse y ademds presenta una
estenosis de la luz arterial en mds o menos grado. El nucleo lipidico seguird rodedndose de
capilares favoreciendo las microhemorragias. A nivel de la media también se producen
cambios con una disminucién de las células musculares lisas y un aumento de los macréfagos y
linfocitos, y los depésitos lipidicos, lo que puede debilitar la pared arterial y facilitar la

aparicién de aneurismas.

- Tipo VI: son las lesiones complicadas por evolucién de los tipos IV y V habitualmente,
con fisuras (Vla), hemorragias (VIb), y trombosis (Vic). La morbimortalidad producida por la
aterosclerosis es basicamente debida a estas lesiones. Las lesiones tipo IV y V son las mas
susceptibles a accidentarse debido al predominio en ellas de células espumosas, que las hacen
mas susceptibles de lesionarse, sobretodo a nivel de los margenes. Las distintas lesiones y
reparaciones (regresando al tipo V) que se iran produciendo con el tiempo provocaran una
estenosis cada vez mayor de la luz arterial. Aunque las trombosis en general se veran
favorecidas por la disrupcion de las placas, en otros casos se producirdn sin roturas previas
favorecidas por factores predisponentes de cada individuo como un aumento del fibrinégeno,

o niveles altos de la Lp(a) que inhibiria la fibrinolisis.

- Tipo VII: se produce cuando encontramos calcificacion del nicleo lipidico o de otras

partes de la lesion, predominando sobre el acimulo lipidico. Llamada también tipo Vb.

- Tipo VIII: existe un predominio del tejido fibroso sobre el acumulo lipidico, por

aumento del primero y resorcion del segundo. Llamada también tipo Vc.
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Estos 2 ultimos tipos pueden representar la fase final de la evolucion de las lesiones
histopatoldgicas de la aterosclerosis, reemplazando los depdsitos lipidicos y las células muertas
por coldgeno o calcio o ambos. Estas lesiones también pueden reproducirse

experimentalmente en animales cuando disminuimos bruscamente el aporte de colesterol.

La posibilidad de regresién de estas lesiones ha sido estudiada en experimentacion
animal y se ha visto que cuando los factores de riesgo son reducidos, las lesiones tipo I, II, y Il
pueden regresar completamente, la tipo IV puede regresar parcialmente y los tipos V y VI

pueden pasar a tipos VIl 'y VIII (Stary, 1996).
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3. RADIOLOGIA VASCULAR INTERVENCIONISTA EN EL TRATAMIENTO DE
PATOLOGIAS VASCULARES

La Radiologia vascular e intervencionista es una rama de la Radiologia caracterizada
por la realizacién de procedimientos diagndstico-terapéuticos, con abordaje percutdneo poco
invasivo, guiados siempre por técnica de imagen. Los procedimientos endovasculares
realizados en el campo de la Radiologia vascular e intervencionista comprenden basicamente

todas las técnicas de recanalizacién vascular asi como la embolizacién intraarterial.
3.1. ANGIOPLASTIA DE BALON

Charles Dotter, el padre de la radiologia intervencionista, introdujo la angioplastia
transluminal en 1964, junto a Melvin Judkins, en la Universidad de Oregdn en Portland (Dottery
otros, 1964). Dotter utilizé multiples catéteres para aumentar la luz y repermeabilizar arterias de
los miembros inferiores con enfermedad arteriosclerética. En 1967, el doctor Judkins
desarrollé su propio sistema de diagndstico angiografico, con la introduccién de catéteres
especializados y perfeccionando el acceso transfemoral mediante la técnica de puncién

inguinal.

Tras aprender las técnicas de Dotter en Nuremberg, Andreas Griintzig inventé en 1974,
un catéter de doble luz equipado con un balén de polivinilclohidrato (Griintzig y Hopff, 1974). El 16
de septiembre de 1977, en Zurich, Griintzig marcé un hito en la radiologia intervencionista, al
efectuar de forma programada la primera angioplastia coronaria transluminal percutdnea con

catéter de balén en un humano despierto (Griintzig y otros, 1979).

Desde entonces, mds de cuarenta mil articulos publicados certifican la importancia de
la angioplastia de balén a la hora de tratar patologias circulatorias. Las indicaciones de la
angioplastia han ido creciendo en paralelo a los avances tecnoldgicos. De igual importancia ha
sido el desarrollo de nuevas generaciones de angiografia digital, que mejoran
espectacularmente la imagen radiolégica e introducen la posibilidad de cuantificacién
angiografica automdtica inmediata. Por ultimo, han aparecido nuevos dispositivos que
permiten el tratamiento tanto de lesiones desfavorables como de las complicaciones que
pueden ocurrir con la angioplastia. También el uso de mecanismos de apoyo hemodinamico
han permitido que la angioplastia se realice ahora con mayor confianza y seguridad, incluso en

pacientes anteriormente considerados de riesgo inaceptablemente alto.
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Un punto principal para decidir el tratamiento vascular a realizar en la enfermedad
arterial perférica (EAP) es el tipo de lesién. Para ello, se publicé en el afio 2000 la clasificacion
TASC (TransAtlantic InterSociety Consensus on the Management of Peripheral Arterial Disease)
(Figura 1-2), como resultado de la colaboracién de 14 sociedades médicas y de cirugia vascular,
cardiovascular, de radiologia vascular y cardiologia en Europa y Norteamérica. La guia TASC
define los tipos de lesiones para las intervenciones vy las clasifica en cuatro grupos. Los dos
extremos son las lesiones tipo A, en las que el abordaje endovascular es el tratamiento de
eleccion, y las lesiones tipo D, en las que es recomendable la cirugia abierta. Entre ambos
grupos estan las lesiones B y C, en las que no es posible hacer recomendaciones firmes sobre la
intervencion preferida. Actualmente el tratamiento endovascular es el mas usado en las
lesiones tipo B y el quirdrgico en las C. Esta clasificacion tiene la ventaja de estandarizar la

descripcién de las lesiones y promover la comunicacion de resultados comparables (TASC,

2000).
TASCB
i r\
TR )
TASC D
/TASC A: Estenosis < 10 cm de longitud. Oclusiéon < 5cm de longitud. \

TASC B: Multiples estenosis u oclusiones <5 cm de longitud cada una. Estenosis Unica <15 cm de
longitud que no incluya la regién infragenicular de la arteria poplitea (22 y 32 porcion). Calcificacion
extrema con lesiones < 5 cm de longitud. Estenosis poplitea Unica.

TASC C: Mdltiples estenosis u oclusiones >15 cm de longitud. Estenosis recurrentes a pesar de 2
procedimientos endovasculares previos.

TASC D: Oclusiones totales de la arteria femoral comin o femoral superficial > 20 cm de longitud, con
implicaciéon de la arteria poplitea. Oclusién total de la arteria poplitea, asi como los vasos tibiales y

QCHCO. J

Figura 1-2: Clasificacion TASC de la region femoropoplitea (Transatlantic Intersociety
Consensus) (TASC, 2000).
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El éxito técnico y clinico de la angioplastia como tratamiento endovascular en el sector
femoropopliteo excede el 95%, siempre y cuando la estenosis u oclusién sea menor de 10 cm
de longitud (TASC A). Cuando existe una enfermedad clasificada como TASC C o D (estenosis u
oclusiones mayores de 15 cm longitud) las permeabilidades son mayores en tratamientos
quirurgicos convencionales, como la creacién de bypass. La permeabilidad en una angioplastia
en TASC C o D no esta por encima del 45% a un afio, comparado con el bypass que en el
segmento femoral alcanza hasta un 80% de permeabilidad a un afio. La terapia endovascular
es una alternativa confiable y segura para resolver la EAP oclusiva, especialmente en el sector
infrainguinal. Actualmente los métodos de minima invasién deben considerarse como de
primera eleccién, a excepcion de que exista una contraindicaciéon absoluta para el

procedimiento (Dormandy y Rutherford, 2000).

3.2. REESTENOSIS POST-ANGIOPLASTIA

Varios estudios consideran la angioplastia como tratamiento de eleccién para las
estenosis cortas de la regidn infrainguinal, con una tasa de éxito de 75-95% (Krankenberg y otros,
2007; Tepe y otros, 2006). A pesar de los buenos resultados a corto plazo, el beneficio de la
angioplastia esta limitado por el desarrollo de reestenosis de la luz vascular a largo plazo. La
hiperplasia neointimal, la remodelacidn arterial, el retroceso eléstico, la reduccién de la pared
arterial y la formacién de trombos en el sitio de la lesién vascular contribuyen a la reestenosis
(Post y otros, 1997; Schwartz y otros, 1998). Después de la angioplastia de balén convencional se
produce un estrechamiento en la luz vascular en aproximadamente el 30-40% de los casos

durante los 6 primeros meses (Laird, 2006; Wyttenbach y otros, 2004).

Tanto estudios histopatoldgicos experimentales en modelos animales como estudios
de imagen in vivo demuestran que la angioplastia produce un dafio el endotelio y
subendotelio, dafiando la estructura de la membrana eléstica interna y de las fibras elasticas
subendoteliales. El trauma vascular induce una respuesta inflamatoria local y hemostatica que
resulta en la activacion de la cascada molecular de adhesién de leucocitos. La infiltracién de
monocitos y otras moléculas inflamatorias en el sitio de la lesién estimula la proliferacién de
células musculares lisas, que migran a la intima y secretan una cantidad elevada de matriz

extracelular. El resultado es la formacién de la neointima y la reestenosis (Wildgruber y Berger,

2008).
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3.3. CRIOPLASTIA

Una nueva técnica endovascular que podria reducir la incidencia de restenosis post-

angioplastia en las arterias periféricas, es la crioplastia.

La crioplastia combina la angioplastia convencional (ATP) con el efecto de la energia
criotermal. El principio de la crioplastia se basa en la utilizacién de éxido nitroso, el cual
optimiza los efectos de la dilatacion al liberar energia criotérmica. El balén de crioplastia es
posicionado en la lesién y se dilata por la infiltracion de 6xido nitroso liquido a través de un
sistema de catéter de triple lumen. Dentro del globo el éxido nitroso liquido pasa a gas,
inflando el balén aproximadamente a 8 atmdsferas. Esta evaporacion lleva a la superficie del
baldn a alcanzar la temperatura de -10 C. El globo se mantiene inflado y congelado durante 20

segundos, hasta que se desinfla y retira (Wildgruber y Berger, 2008).

El principal efecto de la crioplastia es la induccion de apoptosis en las CML que
normalmente contribuyen al proceso de reestenosis, gracias a que consigue un ambiente
intracelular hiperténico. Al congelarse las células y formarse hielo intracelular, el agua libre
sale de la célula y el ambiente interno se hace significativamente hiperténico. Esta
hipertonicidad es la desencadenante de la apoptosis e induce la muerte celular programada.
Después del inflado del balén de crioplastia las células vuelven a calentarse, absorbiéndose el
agua libre y restaurandose la isotonicidad. Las membranas celulares permanecen intactas, y las
células se eliminan por pinocitosis y fagocitosis. El resultado final es una reduccién de las CML

disponibles para contribuir a la reestenosis (Joye, 2005).

El primer estudio clinico de crioplastia en el segmento femoropopliteo fue publicado
por Fava (Fava y otros, 2004). Estos autores llevaron a cabo un estudio multicéntrico clinico en 15
pacientes con diversos grados de EAP. Las tasas de permeabilidad fueron evaluadas con el
indice tobillo-brazo y mediante angiografia a los 6 y 18 meses. Se observé una tasa de
permeabilidad del 83% después de 14+4 meses. Los resultados de este estudio no son

consistentes debido al pequefio nimero de muestra y a la heterogeneidad del grupo.

Laird y otros, 2005 realizaron un estudio prospectivo multicéntrico de 102 pacientes con
lesiones en el sector femoropopliteo. El éxito del procedimiento fue del 94% a corto plazo,
mejorédndose el indice tobillo-brazo en un seguimiento a los nueve meses. La permeabilidad
clinica estuvo presente en el 82% de los pacientes tratados, mostrandose mejores resultados
que con la angioplastia convencional. Mediante ecografia Doppler se encontré una

permeabilidad del 70%.
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Joye, 2005 publicd un articulo en el que se describen las aplicaciones clinicas de la
crioplatia en la enfermedad arterial infrainguinal asi como las consideraciones técnicas del
procedimiento basados en estudios clinicos previos. En este estudio se demuestra que la
crioplastia minimiza la proliferacién neointimal a través de la induccidon de apoptosis de las
lineas celulares que contribuyen a la reestenosis. Ademads, los efectos mecénicos sobre la
arquitectura de la pared del vaso y la propia placa reducen la probabilidad de rotura vascular
tras la crioplastia, en comparacién con la angioplastia transluminal percutdnea. Esta
publicacidn apoya la crioplastia como terapia de eleccidn para el tratamiento endovascular de

la EAP.

En el afio 2006 la FDA (US Food and Drug Administration) aprobd el uso de la
crioplastia para procedimientos vasculares relacionados con patologia obstructiva en sector

infrainguinal.

La insuficiente estandarizacién de las investigaciones clinicas realizadas sobre la EAP
refleja una falta de evidencia en la que basar la recomendacién de la crioplastia frente a la

angioplastia de balén (Diehm y otros, 2007).

Los estudios clinicos revisados sugieren que la crioplastia es una técnica factible y
segura para el tratamiento de la enfermedad femoropoplitea. Sin embargo no se ha podido
constatar que ofrezca ninguna ventaja sobre la angioplastia tradicional (wildgruber y Berger, 2008).
Estos autores realizaron una revisidon de estudios tanto clinicos como experimentales, sin
encontrar evidencia de que la crioplastia fuese a resolver el problema de la hiperplasia
neointimal y la formacién de reestenosis posteriores. Estudios en modelos in vitro si que
demuestran que la induccién de apoptosis de las CML por la aplicacién de crioplastia es
factible y eficaz. Pero estos estudios (Grassl y Bischof, 2005) también demuestran que el ajuste de
parametros como la temperatura del balén, la velocidad de enfriamiento, la temperatura
alcanzada en el tejido, el tiempo que se mantiene la crioplastia y la velocidad de
recalentamiento es decisivo para la induccién de apoptosis. La discrepancia entre los
parametros que permiten una Optima induccién de apoptosis in vitro y los parametros
utilizados en el dmbito clinico, puede explicar el motivo por el que la reduccién en la
reestenosis no ha sido tan eficiente como se esperaba. Los valores éptimos en los parametros

para aplicar la crioplastia en la clinica atin no se han determinado.

Schmieder y otros, 2010, realizaron una revision retrospectiva de todos los pacientes

tratados con crioplastia entre 2004 y 2008. Se trataron con crioplastia 35 lesiones dificiles ya
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intervenidas previamente con otras técnicas endovasculares, obteniéndose tasas de
permeabilidad del 17%. Esta menor permeabilidad, comparada con los estudios previos
realizados (Laird y otros, 2005) podria deberse a que se trataba de reintervenciones en lesiones
graves. Ademas de las limitaciones de la revisién, este estudio muestra que el uso de la
crioplastia en lesiones dificiles y reintervenidas da lugar a resultados clinicos y de
permeabilidad pobres. Ademas debe sopesarse su utilizacion por el coste del balén de

crioplastia (1800 S).

Con el objetivo de estandarizar y homogeneizar los grupos de estudio para la
valoracién de la crioplastia frente a la angioplastia, Spiliopoulos y otros, 2010, investigaron los
resultados a largo plazo de la crioplastia frente a la angioplastia convencional en el sector
femoropopliteo de pacientes diabéticos. También en este caso se ha demostrado la seguridad
de esta técnica, pero no una mayor efectividad frente a la angioplastia con balén. No existe un
beneficio importante en cuanto al éxito de la técnica ni del stent ni de la permeabilidad
resultante a largo plazo. Ademas, la reestenosis y las altas tasas de revascularizacion de la
lesidbn comprometen la relacidn coste-beneficio del procedimiento, debido al mayor coste del

baldn de crioplastia.

En otro estudio retrospectivo realizado a pacientes con EAP de la region
femoropoplitea, se comprobd la seguridad de la técnica de crioplastia y su alto porcentaje de
éxito perioperatorio, midiendo el ITB. Sin embargo, no se recomienda la crioplastia como
opcidn para el tratamiento definitivo de la EAP debido a la alta tasa de reintervencién en los

primeros 6 meses (Silva y otros, 2011).

También se ha comparado la eficacia de la crioplastia frente a la angioplastia
tradicional en la arteria femoropoplitea a mas largo plazo. Se hicieron controles a los 1, 6, 9,
12, 24 y 36 meses de la intervencion, mediante el célculo del ITB y ecografia Dopler. A lo largo
de los tres afios, las tasas de permeabilidad se tienden a igualar para las dos modalidades de

de revascularizacion (Diaz y otros, 2011).

A pesar de los alentadores resultados iniciales, los Ultimos informes no establecen la
superioridad de la crioplastia a largo plazo frente a la angioplastia convencional. Por ello,
existe un interés creciente en el estudio de los cambios biomecdnicos inducidos por la
hipotermia sobre la pared vascular. Se trata de estudios in vitro que simulan el fenémeno

biolégico y mecanico producido por la crioplastia en la arteria, optimizando el efecto
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apoptodtico de la crioplastia sobre las CML, utilizando diferentes temperaturas y diferentes

tiempos de angioplastia (Balasubramanian y otros, 2008; Venkatasubramanian y otros, 2010).

Son muy pocos los ensayos realizados en modelos animales para evaluar la efectividad
de la crioplastia frente a la ATP. Huijbregts y otros, 2010 caracterizaron histoldgicamente las
lesiones después del tratamiento con crioplastia para reducir la hiperplasia intimal en cerdos a
los que se realizd una anastomosis venosa, obteniéndose resultados positivos. Las
investigaciones in vivo en conejos se limitan al estudio de Cheemay otros, 2003 y al de Spiliopoulos y
otros, 2011, que no han podido detectar una mayor actividad apoptdtica en los animales

tratados con crioplastia frente a los animales tratados con ATP.
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4. MODELO ANIMAL DE ARTERIOSCLEROSIS

4.1. EL CONEJO COMO MODELO ANIMAL

La imposibilidad de poder hacer un estudio histolégico y bioquimico de las lesiones
aterosclerdticas en los humanos secuencialmente en el tiempo, ha determinado que sea
imprescindible que se utilicen modelos animales (vasselinovitch, 1988). De hecho, puede afirmarse
que la mayor parte del conocimiento actual sobre la respuesta al dafio arterial se fundamenta
en los estudios realizados en el animal de experimentacidn, generalmente con el empleo de un
mecanismo de dafio endotelial mecdnico (Steel y otros, 1985; Rodriguez-Pifiero y otros, 1998). Pero sin
duda, el mayor problema estd en que las arterias manipuladas de los humanos son arterias
ateroesclerédticas enfermas, mientras que las arterias de los animales de experimentacién son
arterias sanas. Para poder solventarlo se precisa el empleo de animales, provocandoles
arteriosclerosis y manipulando sus arterias mediante técnicas de cirugia vascular idénticas a las

empleadas en los humanos (Muller y otros, 1992).

El conejo fue el primer modelo animal de arteriosclerosis utilizado y se continda
empleando para tal fin (Ignatowski, 1908; Anitcchkonw, 1914; Badimon, 1990). Ignatowski demostré en
1908 la formacién de lesiones en la pared adrtica de conejos alimentados con dietas
enriquecidas con proteinas animales (especialmente de carne, leche y yema de huevo). En
concreto, el conejo de la cepa Nueva Zelanda, es el mas utilizado para los estudios de
arteriosclerosis. Mds especificamente, existen lineas de conejos de Nueva Zelanda, como la
Watanabe (WHHL) y la St. Thomas'Hospital, que presentan alteraciones del metabolismo
lipoproteico. La primera de ellas presenta un fenotipo de hipercolesterolemia familiar, ya que
presenta un defecto en el gen del receptor LDL-c, y los animales homocigotos alcanzan cifras
de colesterolemia de 400 a 800 mg/dl (Watanabe, 1980; Armstrong y Heistad, 1990), mientras que la

segunda manifiesta un fenotipo de hiperlipemia combinada familiar (Beaty y otros, 1992).

El conejo es un animal idéneo como modelo de arteriosclerosis experimental (Cheny
otros, 1992; Zhu y otros, 1992; Spagnoli y otros, 1991). Ofrece tres grandes ventajas practicas: su
tamafio es muy adecuado, el coste de su alojamiento y alimentacién es asumible, y es un
animal que ya se ha utilizado ampliamente en otros trabajos experimentales de caracteristicas

similares para el estudio de la arteriosclerosis (Clowes y otros, 1983; Sarembock, 1995).
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El conejo como modelo experimental de arteriosclerosis presenta también varias
desventajas (Xiangdong y otros, 2011). En primer lugar es raro que los conejos desarrollen lesiones
avanzadas como las de humana, con fibrosis, hemorragia, ulceracion y/o trombosis (Kolodgie y
otros, 1996). Asimismo, en el conejo, las lesiones se distribuyen en el cayado adrtico y aorta
tordcica, en el origen de las arterias intercostales y en menor medida, en la aorta abdominal.
En los seres humanos, las placas son mas abundantes en la aorta abdominal, enriquecidas con
células de musculo liso y generalmente con una capa fibrosa (Taylor y Fan, 1997). Ademas, los
niveles altos de colesterol en la dieta son altamente hepatotdxicos para los conejos, y a
menudo se produce mortalidad antes del final del estudio. También se produce una
inflamacién masiva en el cuerpo del conejo, lo cual no se corresponde con los cambios
fisiopatologicos observados en la arteriosclerosis natural humana. Otra desventaja es que la
mayoria del colesterol circulante en conejos es transportado por HDL-c, mientras que en
humanos es transportado en LDL-c (Fernandez y otros, 1999). Finalmente, los anticuerpos
necesarios para estudiar los mecanismos involucrados en la inflamacién de los conejos no son

generalmente féciles de conseguir.

Son numerosos los estudios realizados en el conejo como modelo experimental de
arteriosclerosis (Yanni y otros, 2003). Al objeto de causar diferentes tipos de lesiones en las
arterias, se han utilizado distintos porcentajes de colesterol en la dieta, con adicién o no de
combinaciones de aceites y proteinas especificas, asi como ensayando diferentes duraciones

de los experimentos (Xiangdongy otros, 2011).

Los valores plasmaticos normales de colesterol en el conejo de Nueva Zelanda son
bajos (50.3 mg/dl de valor medio) (Finking y Hanke, 1997), pero pueden aumentar entre dos y ocho

veces 20 dias después de la administracion de una dieta rica en colesterol (Bocan y otros, 1993).

La mayoria de los estudios publicados analizan los efectos del colesterol en las dietas y,
su aporte en éstas varia entre un 0,5 y un 4% de colesterol, con un periodo de administracién
de entre 8 y 16 semanas. Con estos protocolos experimentales se observa un elevado valor de
colesterol plasmatico (> 1.000 mg/dl). La elevada hipercolesterolemia se traduce en presencia

de lesiones adrticas en el estadio de estria grasa (Thompson y Zilversmit, 1983; Schwenke y Carew,

1989).

Una dieta con un porcentaje bajo de colesterol, administrada durante un periodo largo
de tiempo, causa lesiones aterosclerdticas con penetracion de células musculares lisas y
deposicién de colesterol, similares a las lesiones observadas en el hombre (Kolodgie y otros, 1996).

Por el contrario, dietas con un 0.2% de colesterol y 19% de grasa administradas por un periodo
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de entre 6 meses a 5 afios, inducen lesiones aterosclerdticas avanzadas (Cornhill y Roach, 1974,
1976; Adams y otros, 1982; West y otros, 1982; Rogers y Karnovsky, 1988). Asi, con aportes de colesterol
superiores al 1% del peso de la ingesta, se inducen fundamentalmente lesiones con
abundantes células espumosas (Ross y otros, 1978; Orlandi y otros, 1992; Kritchevsky y otros, 1971). En
este fendmeno parece influir la edad del conejo utilizado, obteniéndose mejores resultados en
individuos jovenes (Cortés y otros, 2002). En cambio, con aportes de colesterol comprendidos
entre el 0,125 y el 0,5% en periodos de 6 a 8 se observa una progresién de la estria grasa a la
lesion ateromatosa, tal como se evidencia por la presencia de mayor numero de células
musculares lisas, depdsitos de colesterol y dreas necréticas en la aorta y los vasos epicardicos
(Daley y otros, 1994; Bocan y otros, 1993), un fendmeno que no ocurre en los vasos intramiocardicos
(Kolodgie y otros, 1996). Estos datos indican que en este modelo animal, la duracién del ensayo y el
aporte dietético de colesterol pueden modular el desarrollo de las etapas de la arteriosclerosis
hacia un patrén mas similar al humano en las lesiones adrticas, pero no en los vasos

intramiocardicos.

También la localizacién de las lesiones parece influida por el aporte de colesterol. Un
aporte inferior al 0,15% induce su aparicion en la aorta toracica superior, en tanto que aportes
superiores a esta cifra producen una presencia generalizada de placas a lo largo de la intima

aodrtica (Yangy otros, 1998; Daley y otros, 1994).

Otros estudios sugieren que la formacidn de lesiones avanzadas depende de la edad
del animal. Animales de entre 3 y 4,5 afios mostraron placas fibrosas, mientras que animales

jovenes de 4 meses no lo hicieron (Spagnoliy otros, 1991).

En otro estudio se utilizé un pienso estandar de conejo suplementado con un 2 % de
colesterol disuelto en 14 cc. de aceite de girasol. Al final del experimento, los animales
alimentados con este pienso habian desarrollado arteriosclerosis, que se comprobé al
presentar sus lipoproteinas séricas un perfil caracteristico, asi como tras el estudio

anatomopatolégico de la arteria aorta tordcica y abdominal (Rodriguez-Pifiero y otros, 1998).

Leth- Spensen y otros, 1988, demostraron la influencia positiva del aceite de oliva en la
estabilizacion de la concentracién de colesterol plasmatico en conejos alimentados con una

dieta rica en colesterol en comparacion con el aceite de maiz.

A continuacidn se resume en la tabla I-1 el efecto sobre las lipoproteinas plasmaticas,

colesterol y triglicéridos, que tienen diferentes dietas hipercolesterogénicas.
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Tabla I1-1: Efecto de diferentes dietas hiperlipidicas sobre el colesterol, triglicéridos y
lipoproteinas plasmdticas, revisados en diferentes estudios en el conejo.

INGESTA

AUTORES DIETA (semanas) coL HDL-c LDL-c TRIG
Kainuma y otros, 2006 1% colesterol 8-12 b s ™ NS
Torres y otros, 2007 0.3% col 12 g - T T
Cheong y otros, 2010 0.5% col + 2% aceite maiz 4 4 NS ™ ™
Yuy otros, 2012 0.3% col + 0.5% aceite maiz 28 ™ NY - NS
Duarte y Scorza, 2004 10% aceite palma 16 o« 1 - NS
Duarte y Scorza, 2004 10% aceite maiz 16 I NS - )

/N valores aumentados tras la dieta y diferencias con grupo control; { : valores disminuidos tras la dieta y
diferencias con grupo control; NS: no diferencias significativas con valores basales; - : no se ha determinado el
parametro; COL: colesterol; TRIG: triglicéridos.

Valiente y otros, 2001 realizaron un estudio para evaluar el desarrollo de arteriosclerosis
carotidea en conejos. Para ello, compararon tres grupos de conejos, el control, y dos
alimentados con un pienso suplementado con un 0.5 y 1% de colesterol. Sus conclusiones
apuntaron que las condiciones de hipercolesterolemia logradas en los conejos con dieta
suplementada con un 1% de colesterol durante 12 semanas, constituyen un modelo util para
desarrollar aterosclerosis carotidea, no siendo asi con la dieta suplementada con el 0.5 % de

colesterol.

Gonzalez-Gonzalez y otros, 2005 utilizaron un pienso aterogénico preparado con un 2% de
colesterol y 5% de aceite de coco hidrogenado. El estudio concluyé que la administracion de
dietas ateromatosas potencian el desarrollo de las lesiones provocadas tras la denudacion
endotelial con catéter de baldn tipo Fogarty y frenando la evolucién de curacién natural de las

mismas.

Para inducir lesiones mas avanzadas en la aorta toracica y abdominal, tales como una
capa fibrosa con gran cantidad de células musculares lisas, es necesario combinar una dieta
alta en colesterol con una lesidn inducida con un catéter de baldn (Abela y otros, 1995; Aikawa y
otros, 1998; Worthley y otros, 2000). Ademas, la adicion de farmacos combinados (veneno de vibora
e histamina) con el uso del catéter de balén también provoca lesiones similares a las que

encontramos en las coronarias humanas (Johnstone y otros, 2001).
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4.2. OTRAS ESPECIES DE EXPERIMENTACION

En general, los ratones son resistentes a la aterogénesis inducida por la dieta.
Aproximadamente el 70% del colesterol total plasmatico se distribuye en las HDL (Ferndndez y
otros, 1999), debido a la ausencia de la proteina transferidora de ésteres de colesterol. Sin
embargo, debido a los multiples modelos modificados genéticamente que se han obtenido, el
ratédn es actualmente un animal muy utilizado para el estudio de la arteriosclerosis. Las
ventajas del ratén incluyen su bajo coste, la reproducibilidad y la disponibilidad de técnicas
transgénicas para reproducir procesos patoldgicos. Sin embargo, el tamafio de los vasos y
factores hemodindamicos de los mismos son muy diferentes a los humanos, por lo que es muy

dificil trasladar los resultados a los pacientes (Xiangdong y otros, 2011).

Igual que los ratones, las ratas son también resistentes a la arteriosclerosis. Son
animales poco sensibles al colesterol de la dieta. Ademas, las lesiones observadas no son muy
parecidas a las de la especie humana. Han sido descritas varias cepas de ratas con
hiperlipidemia hereditaria asociadas a aterogénesis (St John y Bell, 1991; Russell y otros, 1993) y pocas

ratas transgénicas han demostrado producir arteriosclerosis (Herrera y otros, 1999).

Algunas especies de aves desarrollan arteriosclerosis espontaneamente, que puede ser
mejorada con una dieta alta en colesterol. Hasta la fecha, se han utilizado tres especies de aves
para la investigacién de la arteriosclerosis, la paloma, la codorniz japonesa y el pollo. Las
similitudes mds llamativas entre las aves y los humanos son las caracteristicas de las lesiones
avanzadas, tales como el grosor de la intima y la presencia de necrosis e infartos (Shih y otros,
1983). Sin embargo, el metabolismo de los lipidos y lipoproteinas es muy diferente entre
ambos, ya que las aves no tienen apoE ni apoB48, y no forman quilomicrones para absorber la

grasa.

La arteriosclerosis espontdnea en perros es rara. También se trata de un animal con
una baja actividad de proteina transferidora de ésteres de colesterol (aproximadamente un
15% de la presente en humanos), y resistente al desarrollo de aterosclerosis e incluso a la
dislipemia moderada cuando se alimenta con dietas suplementadas con colesterol y grasa. Es
necesario hacerlos hipotiroideos para elevar su colesterolemia. Aun en estas circunstancias, y

en presencia de hipercolesterolemia, no todos los animales desarrollan la enfermedad

(McCullagh y otros, 1976).

Debido a las similitudes anatémicas y fisioldgicas con el hombre, el cerdo es un animal

especialmente recomendado para el desarrollo de nuevos procedimientos terapéuticos y
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quirurgicos en la arteriosclerosis. Se trata de un buen modelo para el estudio de los efectos del
colesterol de la dieta y otros lipidos sobre la biologia de las arterias coronarias, el estudio de
las complicaciones isquémicas coronarias y su diagndstico, y los mecanismos involucrados en
la restenosis tras la angioplastia, junto con los agentes que pueden interferir con la restenosis
o prevenirla (Badimon, 2001). En su contra, hay que mencionar que el coste de su mantenimiento
y estabulacién y el elevado tiempo de ingestion de colesterol para inducir arteriosclerosis,

limitan la utilizacion del cerdo como modelo animal.

La similitud genética y fisiolégica entre primates no humanos y la especie humana,
hace que los primates no humanos sean unos excelentes modelos para el estudio de la
aterosclerosis. En cambio, la variabilidad en el desarrollo de la lesion, el elevado coste de los
experimentos y la existencia de problemas éticos limitan su uso en el estudio de la

aterosclerosis (Xiangdong y otros, 2011).

4.3. RECUERDO ANATOMICO DEL CAYADO Y LA BIFURCACION AORTICA EN EL CONEJO

Tanto el cayado adrtico como el tronco braquiocefalico del conejo presentan dos
ligeras modificaciones especificas de especie (Barone, 1996). La arteria subclavia izquierda esta
ligeramente mas alejada del tronco braquiocefalico y la arteria carétida izquierda emerge
directamente del cayado, practicamente en el mismo punto que el tronco braquiocefélico

(Figura I-3).

Figura I-3: Representacion esquemdtica del cayado adrtico y el tronco braquiocefdlico. 1.
Arteria subclavia izquierda. 2. Arteria cardtida comun izquierda. 3. Arteria cardtida comun
derecha. 4. Arteria subclavia derecha. 5. Tronco braquiocefdlico. 6. Arteria aorta ascendente.
7. Cayado adrtico. 8. Arteria aorta descendente.
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También existen diferencias interespecificas en la anatomia de la bifurcacién adrtica
terminal. En el caso del conejo, la aorta abdominal se bifurca en dos arterias iliacas comunes,
que son las que emiten las arterias iliacas externa e interna en sentido lateral y medial

respectivamente (Figura I-4).

Figura I-4: Representacion esquemdtica de la bifurcacién adrtica. 1. Arteria iliaca externa
derecha. 2. Arteria iliaca interna derecha. 3. Arteria sacra media. 4. Arteria iliaca interna
izquierda. 5. Arteria iliaca externa izquierda. 6. Arteria iliaca comun izquierda. 7. Arteria iliaca
comun derecha. 8. Arteria aorta abdominal.

4.4. TECNICA DE CATETERIZACION Y DENUDACION ARTERIAL

Los procedimientos de cateterizacion intraarterial actuales estan basados en la técnica
de Sven lvar Seldinger, que no ha sido practicamente modificada desde su descripcién a
principios de los afios 50 (Seldinger, 1953). Su principal ventaja es que permite la insercién de un
catéter de mayor didmetro que la aguja utilizada para la puncién arterial. Las complicaciones,
habituales con los procedimientos de abordaje vascular existentes hasta ese momento, se

redujeron drasticamente a partir del uso de esta técnica.

La denudacién endotelial es una técnica de lesién arterial que consiste en la
introduccion de un catéter de balén dentro del vaso que, inflado a una determinada presién,
produce una abrasion de la intima sin rotura de la membrana eléstica interna, provocando la
creacion in situ de un lecho potencialmente aterogénico en la produccién de los modelos

animales de arteriosclerosis.

La técnica de denudacién endotelial en un modelo experimental de arteriosclerosis en

el conejo fue desarrollada por Baumgartner, 1963. En este estudio, se accede a la porcién distal de
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la bifurcacién de la arteria carétida comuin mediante un abordaje de la arteria cardtida externa

derecha.

Desde entonces, se han desarrollado diversos modelos de arteriosclerosis en el conejo,
con adicién o no de dieta hiperlipidica, con el objetivo de desarrollar lesiones avanzadas de

mayor similitud a las existentes en humana.

Los métodos experimentales de denudacién endotelial producen un engrosamiento
intimal morfolégicamente similar al de la arteriosclerosis humana (Stemerman y Ross, 1972, Fishman
y otros, 1975). Es en estas zonas de las arterias humanas donde normalmente se desarrollan las
placas de ateroma (Velican, 1980). Manderson y otros, 1989, determinaron los cambios in vivo en la
estructura de las células de musculo liso después de sufrir un dafio endotelial con catéter
baldn en la arteria carétida del conejo, que implica la migracion de las células musculares lisas

desde la media hasta la intima.

LeVeen y otros, 1982, desarrollaron un modelo de arteriosclerosis por denudacion con
balén de la arteria femoral junto a la administracién de una dieta con un 2% de colesterol y 6%
de aceite de cacahuete durante un mes, en conejos de la raza Gigante de Flandes. Aunque el
desarrollo de lesiones arterioscleréticas por el efecto de la angioplastia ya habia sido descrito
previamente, se afiadi6 la dieta hiperlipidica para tener lesiones mds graves y que no volvieran
a la normalidad con el tiempo. Las lesiones fueron estudiadas mediante angiografias seriadas e

histologia.

El modelo de la doble lesién de la arteria iliaca a través de arteriotomia de la carétida
izquierda de Strauss y otros, 1994, consiste en realizar cuatro inflados de balén de 1 minuto cada
uno, con un catéter de 3 mm de didmetro y 4 mm de longitud, a 6, 8, 4 y 10 atmésferas, con 45
segundos entre cada inflado. El procedimiento se repetia 3 semanas después, sacrificandose

los animales a las 4 0 12 semanas.

La técnica de dafio endotelial con balén de la arteria iliaca mediante abordaje por la
arteria carétida izquierda fue descrito por Maillard y otros, 2000. También Periman y otros, 1997,

utilizaron la carétida derecha para realizar la denudacién endotelial de la arteria iliaca.

El abordaje de la arteria iliaca a partir de la arteria femoral también fue utilizado por

otros autores (Meurice y otros, 1996, Wang y otros, 1996).

Karnabatidis y otros, 2006 describieron un método de acceso percutdneo endovascular

transauricular mediante radiologia intervencionista en el conejo y el cerdo, haciendo la cirugia
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y la anestesia general innecesaria para la creacién de modelos animales y acelerando asi los
protocolos experimentales. Realizaron la cateterizacion percutdnea de la arteria y la vena
auricular mediante una guia hidrofilica de 0.018 pulgadas, para acceder hasta arteria aorta y
vena cava, siendo el procedimiento exitoso en un 90 y 100% respectivamente en el conejo, y
en el 100% de los casos en el cerdo. Se consiguié el acceso intrapulmonar, intracoronario e
intracerebral de manera segura y factible. Unicamente se registraron como incidencias los

hematomas perivasculares de poca importancia en los casos de acceso arterial.
4.4.1. CRIOPLASTIA Y EXPERIMENTACION ANIMAL

Sélo existen dos publicaciones sobre crioplastia realizada en conejos como modelo

experimental de arteriosclerosis.

Cheema y otros, 2003 estudiaron los efectos de la aplicacion de la crioplastia a corto y
largo plazo sobre un modelo de dafio endotelial por angioplastia en la arteria iliaca del conejo,
mediante estudios seriados de ecografia intravascular y posterior inmunohistoquimica. Se
observé un aumento del drea de la luz en el grupo crioplastia frente al grupo control con balén
convencional de angioplastia inmediatamente después del tratamiento endovascular. Sin
embargo, este efecto de aumento en el drea luminal no fue significativamente distinto a las 72
horas o a las 10 semanas después del tratamiento. Este estudio experimental no mostré
ningun beneficio a largo plazo de la crioplastia en comparacién a la angioplastia convencional

con balén.

Spiliopoulos y otros, 2011, comparo la respuesta histoldgica de la crioplastia frente a la
angioplastia convencional en la arteria iliaca sana del conejo. Este estudio evidencié una mayor
induccién de apoptosis de las células musculares lisas de la capa media, tras 30 minutos y 72
horas de la aplicacién de crioplastia. Ademés, la crioplastia resulté minimamente traumaética e
inflamatoria. Estos resultados difieren de otros autores (Cheema y otros, 2003), que no
evidenciaron apoptosis después de 72 horas de la crioplastia. Estas diferencias en los
resultados de la técnica podrian deberse al modelo animal utilizado, ya que Cheemay otros, 2003
utilizaron un modelo de lesién arterial por angioplastia, para simular la enfermedad arterial
periférica, mientras que Spiliopoulos y otros, 2011 utilizaron arterias sanas, lo cual constituye una
limitacion del estudio. Posiblemente, la clave para explicar la discrepancia entre estudios in
vitro y los ensayos clinicos recientes es el hecho de que la crioplastia puede inducir la
apoptosis en un ambiente experimental ideal pero no en uno inflamatorio de lesiones

arteriales ateroscleréticas.
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Objetivos

El conejo se ha demostrado como un excelente modelo experimental para la induccién
de lesién ateromatosa arterial, como asi ha sido reconocido en diferentes publicaciones.
Ademads, el tamafio de sus arterias iliacas externas en esta especie es muy similar al de las

arterias femoropopliteas en el hombre.

Se han utilizado variados modelos de arteriosclerosis con distintos porcentajes de
colesterol, con adicién o no de grasas saturadas o insaturadas, y tiempos variables de
administracion de dieta, existiendo disparidad de resultados en los valores de lipidos
plasmaticos obtenidos. De la misma manera, también se han publicado diferentes técnicas
para la induccién de lesion en el conejo, sin que exista homogeneidad en los resultados

obtenidos.

La crioplastia es una nueva técnica de angioplastia que se ha desarrollado para mejorar
los resultados de la reestenosis provocada por la angioplastia convencional (ATP). Hasta el
momento, mediante ensayos clinicos, la crioplastia ha demostrado ser una técnica segura en el
tratamiento de la enfermedad arterial de la regidon femoropoplitea, pero no demuestra tener
ninguna superioridad frente a la ATP. Los dos estudios realizados en conejos hasta la fecha no
encuentran ventajas de una técnica sobre la otra, no siendo comparables entre si ni
extrapolables a medicina humana por presentar varias limitaciones en cuanto al protocolo

experimental.

Para la realizacidn de esta Tesis se han llevado a cabo tres estudios. El primero de ellos
consiste en el disefio de un modelo experimental de arteriosclerosis en el conejo mediante la
administraciéon de una dieta hipercolesterogénica, en el que describimos distintas técnicas
diagnodsticas no invasivas que se han utilizado para su evaluacién. En el segundo estudio se
describe la puesta a punto de una técnica de lesidon en la arteria iliaca externa mediante
abordaje transcarotideo en el conejo. Finalmente, el tercer estudio compara la efectividad de
dos tipos distintos de angioplastia con balén en el tratamiento de la estenosis arterial por

lesion ateromatosa inducida.
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Objetivos

Los objetivos de esta Tesis son los siguientes:

Evaluar el efecto de una dieta hiperlipidica (1% de colesterol y 6% de aceite de palma)
administrada durante 60 dias, sobre parametros sanguineos hematoldgicos y bioquimicos

en el conejo.

Describir el fenotipo dislipémico desarrollado con este modelo en el conejo, y compararlo

con el de humana.

Puesta a punto y optimizacion de una técnica de abordaje transcarotideo para la induccién
de lesién en la arteria iliaca externa en el conejo, mediante la comparacion de dos tipos de

catéter de balén.

Comprobar la eficacia de dos técnicas de diagndstico por imagen no invasivas, ecografia

vascular y tomografia, en la deteccidn de estenosis luminal inducida en el conejo.

Evaluar la eficacia de la arteriografia en el conejo para la deteccién de estenosis arterial a

corto y largo plazo en los modelos de arteriosclerosis propuestos.

Describir histolégicamente las lesiones desarrolladas en la aorta y otras arterias de menor

calibre en el conejo, con los dos modelos experimentales de arteriosclerosis propuestos.

Comparacion de la eficacia de la crioplastia y la angioplastia convencional en el
tratamiento de la estenosis arterial en un modelo de arteriosclerosis inducida mediante el

estudio histoldgico de la placa de ateroma.

40



MATERIAL Y METODOS



Material y Métodos

1. ANIMALES

Para la realizacidn de este trabajo, se utilizaron conejos procedentes del cruzamiento
industrial de 3 vias, de hembras obtenidas por cruce de 2 lineas seleccionadas por tamafio de
camada al destete (A y V) con machos de una linea seleccionada por velocidad de crecimiento

(R), todas ellas desarrolladas en la Universidad Politécnica de Valencia (UPV).

1.1. ESTABULACION

Para el primer estudio se emplearon 15 conejos machos de 2 meses de edad que se
alojaron en la Granja Cunicola Experimental del Departamento de Ciencia Animal de la UPV, en
jaulas individuales (29 x 49 x 31 cm), dotadas de comedero tipo tolva y bebedero tipo cazoleta,
en una granja experimental equipada con ventilacion forzada y paneles de refrigeracion
evaporativa, con temperatura dentro del rango 18-26 2C y un fotoperiodo con 16 horas de luz

y 8 de oscuridad.

Para el segundo estudio se emplearon 36 conejos, 18 machos y 18 hembras, de 3
meses de edad, que fueron trasladados a las instalaciones del Hospital Clinico Veterinario CEU,

en Alfara del Patriarca, donde se realizaron las intervenciones.

Finalmente, en el tercer estudio se emplearon 78 conejos machos, de 3 meses de edad
para el tercer estudio. Estos animales se alojaron en el Nicleo Zoolégico de Docencia e
Investigacion de la Universidad CEU-Cardenal Herrera, en jaulas individuales (29 x 49 x 31 cm),

dotadas de comedero tipo tolva y bebedero tipo cazoleta.

1.2.DIETA

Se suministraron dos tipos de dieta, una dieta hiperlipidica y otra control. Del pienso
hiperlipidico hay que destacar la adicidon del 1% de cristales de colesterol puro y el 6% de
aceite de palma. El pienso control sustituye el colesterol y el aceite de palma por almiddn
purificado al 7%. La fabrica de piensos del Departamento de Ciencia Animal de la Universidad
Politécnica de Valencia se encargd de suministrar los dos tipos de dieta durante todo el estudio

(Tabla IlI-1).
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Tabla IlI-1: Composicion de las dietas administradas en el estudio.

INGREDIENTES Unidad Pienso Colesterol Pienso Control
CEBADA GRANO % 22,000 22,000
CASCARILLA DE AVENA % 15,000 15,000
TORTA DE GIRASOL 30 % 4,500 4,000
TORTA DE SOJA 44 % 9,000 9,500
HENO DE ALFALFA % 25,000 25,000
PULPA DE REMOLACHA % 14,400 14,400
L-LISINA HCL % 0,200 0,200
DL-METIONINA % 0,230 0,230
L-TREONINA % 0,170 0,170
MANTECA DE CERDO % 0,500 0,500
COLESTEROL % 1,000 0.00
ACEITE DE PALMA % 6,000 0.00
ALMIDON PURIFICADO % 0,000 7,000
CARBONATO CALCICO % 0,000 0,000
FOSFATO BICALCICO % 0,600 0,600
BICARBONATO SODICO % 0,600 0,600
SAL % 0,300 0,300
CORRECTOR % 0,500 0,500

1.3.SACRIFICIO

El sacrificio de los animales se realizé con la inoculacién intravenosa de una sobredosis

de pentobarbital sédico (Dolethal®, Vetoquinol SA, Lure; France).

La estabulaciéon, el manejo, cuidado y sacrificio de los animales se realizaron de
acuerdo con la legislacién vigente en materia de proteccién de animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos que se contempla en el Real Decreto 1201/2005, de
10 de Octubre, y la Transposicidn de la Directiva Comunitaria Directiva 2010-63-UE del 22 de
Septiembre. Todos los experimentos fueron autorizados por el Comité Etico de Bienestar

Animal de la Universidad CEU-Cardenal Herrera.
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2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Para la realizacion de esta Tesis se han realizado tres estudios.

El primero de ellos consiste en el disefio de un modelo experimental de
arteriosclerosis en el conejo mediante la administracion de una dieta hipercolesterogénica, en
el que describimos dos técnicas diagndsticas no invasivas que se han utilizado para su

evaluacion.

En el segundo estudio se describe la puesta a punto de una técnica de lesion en la

arteria iliaca izquierda mediante abordaje transcarotideo en el conejo.

Y finalmente, el tercer estudio describe la efectividad de dos tipos diferentes de
angioplastia con balén en el tratamiento de la estenosis arterial por lesion ateromatosa

inducida.

Las figuras 1lI-1, I1I-2 y 1lI-3 muestran de manera esquematica los protocolos que se

han llevado a cabo en cada uno de ellos.
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