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New microsurgical model for
the study of the morphological adaptative
response of venous grafts

ABSTRACT

Introduction. Animal models have been developed for the
study of the intimal hyperplasia, a common cause of venous
graft stenosis. Objective. To establish a venous graft animal
model for the study of the morphologic adaptative response to
the arterial circulation. Material and methods. A venous
graft was placed in the arterial circulation of the caudal
extremity from Wistar rats. In order to develop the model, it
was carried out a morphologic study of the caudal extremity
blood vessels. Three possible sites were evaluated for the
obtaining of the venous graft. Results. Graft permeability
and viability were observed only in one segment, between the
muscular branches and the origin of the saphenous vein. The
portion of vein that was obtained from one extremity, was
placed in the arterial circulation of the opposite extremity.
Conclusions. A venous graft animal model was established,
using a femoral vein segment, between the muscular branches
and the origin of the saphenous vein, placing it in the
homonyme artery of the opposite extremity.

Key words. Venous graft. Animal model. Vascular microsurgery.
Intimal hyperplasia.

INTRODUCCION

Los modelos animales de experimentacion han
sido muy utilizados en diversas areas de la inves-
tigacion biomédica, ya sea para el estudio de en-
fermedades y/o de sus posibles tratamientos
(médicos o quirargicos).r2 Asi, por ejemplo, se
cuenta con modelos que simulan enfermedades
como: esofagitis con reflujo,* osteoporosis,>*®

RESUMEN

Introduccién. Se han desarrollado modelos animales para
el estudio de la hiperplasia de la tunica intima, una causa de
la estenosis que sufren los injertos venosos. Objetivo. Esta-
blecer un modelo animal de injerto venoso para el estudio de
la respuesta morfoldgica adaptativa a la circulacion arterial.
Material y métodos. El estudio se realiz6 en los Laborato-
rios de Microcirugia e Histologia de la Facultad de Medicina de
la Universidad Auténoma de Nuevo Leo6n. Se realizé un mo-
delo animal de injerto venoso colocado en la circulacién arte-
rial. Para desarrollar el modelo se realiz6 un estudio
morfoldgico de los vasos sanguineos de la extremidad caudal
de la rata Wistar. Se evaluaron tres posibles sitios para la ob-
tencion del injerto venoso. Resultados. Se observé per-
meabilidad y viabilidad del injerto sélo en un segmento
comprendido entre los ramos musculares y el origen de la vena
safena. El segmento venoso obtenido fue colocado en la circu-
lacién arterial de la extremidad caudal opuesta al lugar donde
se obtuvo el injerto. Conclusiones. Se establecié6 un modelo
animal de injerto venoso utilizando el segmento de la vena fe-
moral, comprendido entre los ramos musculares y el origen de
la vena safena, se colocd en la arteria homénima del lado
opuesto.

Palabras clave. Injerto venoso. Modelo murino. Microcirugia
vascular. Hiperplasia de la tanica intima.

dafio hepatico,’ obesidad inducida8®y cancer.10-11
Otros modelos se usan para evaluar intoxicacio-
nes por farmacos,'213 toxinas y metales pesa-
dos.*15 Algunos de los modelos quirargicos se
han utilizado para evaluar la isquemia cerebral,
ya sea transitoria o permanente,®17 y la res-
puesta adaptativa de los injertos vasculares como
ocurre en la cirugia de derivaciéon miocardica,17-32
entre otros.
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En la actualidad, existen diversos modelos anima-
les en cirugia vascular que estudian la respuesta al
empleo de diversos materiales y técnicas de sutura.3-34
En un estudio realizado por Elizondo-Omaiia, et al.,33
se report6 que no existen diferencias significativas al
utilizar polidioxanona o polipropileno en arteria mus-
cular, elastica y vena. En la investigacion realizada
por Hifny, et al. (2007),34 se evalué la histopatologia
de anastomosis microvasculares término-terminales
arteriales (arteria femoral) al utilizar diferentes téc-
nicas de sutura (simple interrumpida, continua, en
manga) en ratas de la cepa Sprage-Dawley. Reporta-
ron cambios importantes al emplear uno u otro tipo
de técnica de sutura y concluyeron que la técnica de
sutura simple interrumpida fue la que obtuvo mejor
permeabilidad para anastomosis vasculares con un
diametro inferior a 1 mm.3

Existen otros modelos animales para el estudio
de los injertos venosos!’-32 que tratan de simular la
respuesta de los injertos vasculares humanos y que
son de importancia para dilucidar las causas de la
oclusién que éstos sufren con el paso del tiempo. El
modelo desarrollado por Zou, et al. (1998)%7 consis-
ti6 en el empleo de ratones transgénicos de la cepa
C57BL/6J susceptibles para desarrollar ateroescle-
rosis, en los que se realizé un injerto de vena yugu-
lar externa en la arteria carétida comudn. Los
segmentos venosos injertados fueron obtenidos y
analizados en las semanas 1, 2, 4, 8 y 16. Se repor-
té reduccion del diametro luminal de la vena
anastomosada debido a la formacién de hiperplasia
de la tdnica intima. En las primeras semanas se ob-
servd pérdida de células musculares lisas y, poste-
riormente, su proliferacion. Este modelo reprodujo
algunas caracteristicas de los injertos venosos con
aterosclerosis del humano.?”

El modelo realizado por Kwei, et al. (2004),%° en
ratones de la cepa C57BL/6J, consistié en una
anastomosis entre la vena yugular externay la arte-
ria carotida comun con el proposito de analizar los
cambios morfoldgicos de la vena en diferentes tiempos
(dias 1, 3y 7). En su reporte demostraron la preser-
vacion del endotelio y la formacion de multiples ca-
pas concéntricas de células musculares, con la
consecuente disminucion del diametro luminal.3®

Otro modelo consiste en anastomosar una rama
de la vena yugular externa en la arteria femoral en
ratones de la cepas C57BL/6J y Rosa26.%° Los rato-
nes de la cepa C57BL/6J expresan, constitutivamen-
te, un gen reportero de B-galactosidasa en todas las
células. Una rama de la vena yugular externa del
raton de la cepa Rosa26 fue injertada en la arteria
femoral del raton Wild-type y viceversa (de Wild-type

a Rosa26). Se obtuvieron las muestras a los cinco,
diez y 30 dias; posteriormente fueron evaluadas. Re-
portaron un engrosamiento de la tanica intima cer-
cana a la oclusién en la porcién proximal y distal
del injerto, en comparacién con la porcién media
donde no fue tan notorio. El engrosamiento de la tu-
nica intima fue mayor al compararlo con otros mo-
delos murinos.®

OBJETIVO

Establecer un modelo de injerto venoso en ratas
de la cepa Wistar para el estudio de la respuesta
morfolégica adaptativa de estos injertos expuestos a
la circulacion arterial.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio observacional, longitudinal,
prospectivo y comparativo para desarrollar un mode-
lo murino para el estudio de la respuesta adaptativa
de los injertos venosos en la circulacion arterial (Fi-
gura 1). La experimentacion se realizo en los Labo-
ratorios de Microcirugia e Histologia de la Facultad
de Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo
Leon.

Ratas

Se desarroll6 un nuevo modelo de injerto venoso
autélogo en ratas Wistar de entre 250 y 400 g de
peso. Se utilizé un segmento de la vena femoral del
miembro caudal para ser injertado en la arteria fe-
moral del lado opuesto. Se realizé un estudio anatoé-
mico de la circulacion en los miembros caudales de
la rata Wistar, pruebas de permeabilidad del injerto
venoso y la evaluacién morfoldgica del injerto en los
dias 1, 3, 7, 14 y 21. Las muestras utilizadas como
control fueron obtenidas del segmento venoso co-
rrespondiente, pero del lado opuesto a donde se ob-
tuvo el injerto. Todos los procedimientos fueron
realizados de acuerdo con los protocolos aprobados
por el Comité Institucional para el Manejo y Cuida-
do de Animales de Laboratorio.

Estudio anatomico
de la circulacion arterial y venosa

Se realiz6 un estudio anatdmico para la seleccién
del segmento venoso que se utilizaria como injerto.
El estudio consisti6 en tres etapas distintas de iden-
tificacion, en las que se practico diseccion de la
vasculatura en el miembro caudal de la rata Wistar
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Figura 1. Estrategia general del estudio. Las muestras control fueron obtenidas del segmento venoso correspondiente al lado opuesto al utilizado

como injerto.

bajo microscopio quirdrgico Karl Zeiss a 0.6x y 2.0x
aumentos y se observoé el diAmetro externo de los
vVasos.

En la primera etapa se estudi6 la distribucién ar-
terial, para lo cual se inyectd latex vascular rojo
(red latex® Wards) en la aorta abdominal de cinco
ratas Wistar y, posteriormente, se disecé bajo mi-
croscopio para observar las ramas arteriales con
mayor facilidad. En la segunda etapa se inyecté azul
de metileno en cinco ratas para identificar y obser-
var la distribucién venosa. La tercera etapa consis-
tio en la visualizacion (sin tincién) de la trama
vascular completa (arterias y venas) del miembro
caudal de cinco ratas Wistar.

Después de una disecciéon minuciosa de la vascu-
latura del miembro inferior de la rata Wistar, se de-
termind la suficiencia de la circulacion venosa para

drenar la sangre del resto del miembro caudal. Esto
se realizé colocando, de forma independiente, una li-
gadura en cada uno de los tres puntos (A, By C)
sugeridos por el estudio anatémico con base en su
distribucion y calibre (Figura 2).

Cirugia de injerto venoso

Después de anestesiar a la rata por via intraperi-
toneal con ketamina (5 mg/100 g) se diseco la arte-
ria y vena femoral de ambas regiones inguinales.
Del lado izquierdo se obtuvo el segmento venoso
gue se utilizd como injerto en la arteria femoral del
lado derecho. Una vez obtenido el segmento venoso
izquierdo se colocd en un plato Petri con solucién
salina heparinizada. Posteriormente, se coloca-
ron los aproximadores vasculares en la arteria
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femoral derecha y se realiz6 una seccion transversal
para anastomosar el injerto venoso utilizando
nylon 10-0. Al finalizar este procedimiento se
realizaron las pruebas de permeabilidad (Figura 1).

Estudio de
permeabilidad del injerto venoso

Durante el procedimiento quirdrgico, una vez co-
locado el injerto venoso, se realiz6 la prueba de lle-
nado para evaluar la permeabilidad en el momento.
Esta prueba consistio en pinzar la arteria femoral en
la porcién proximal al injerto; posteriormente, se

Vena femoral

% Vena iliaca

circunfleja
:
Afluentes
musculares Vena epigastrica

—gﬁ’%&. superficial

= Vena articular suprema
Vena ’ﬁf
safena mayor

Vena poplitea

Figura 2. Segmentos venosos vasculares (puntos A, By C) que se
probaron como posibles injertos en la arteria femoral.

drené (vacid) el injerto en direccion caudal y, final-
mente, se retir6 el pinzamiento de la arteria y se ob-
servo el llenado y pulso del injerto (prueba positiva).
Comprobada la permeabilidad del injerto concluyd la
cirugia de colocacion del injerto.
Evaluacion  morfoldgica

Las ratas fueron reoperadas los dias 1, 3, 7, 14 y
21 (n = 5 por tiempo) y eutanizadas para la obten-
cion del segmento venoso injertado y las muestras fi-
jadas en formol; posteriormente, procesadas con la
técnica histoldgica e incluidas en parafina. Los con-
troles fueron obtenidos del segmento venoso corres-
pondiente del lado derecho. Se realizaron cortes de
5 pm para ser tefiidos con hematoxilina y eosina, y
tricrémico de Masson para su evaluacion morfolégi-
ca. Se realizaron morfometrias de las tunicas de la
pared vascular.

Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizd el programa
Excell®. Las variables cualitativas se representaron
en tablas de frecuencias y porcentajes. Para las mor-
fometrias y comparacidn con los controles se utilizo
la prueba de U de Mann-Withney y se reportaron
sus medias y desviaciones estandar.

RESULTADOS

Estudio anatomico
de la circulacion arterial y venosa

Se realizaron un total de 15 procedimientos para
el estudio de la vasculatura del miembro caudal de la
rata Wistar. Se realizaron cinco procedimientos por
cada una de las tres técnicas del estudio anatémico
(Figuras 1y 3). Se observ6 que la arteria femoral es

Figura 3. Técnicas utilizadas para el estudio anatémico. A.Técnica de visualizacion directa. B. Técnica de inyeccion de latex. C. Técnica de inyec-
cion de azul de metileno.
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una continuacion directa de la arteria iliaca externa.
Un ramo importante de la primera es la arteria fe-
moral profunda que se distribuye de forma principal
en la musculatura del miembro caudal.

De la arteria femoral (propiamente dicha) se ori-
ginan las arterias: circunfleja iliaca superficial, epi-
géastrica superficial, circunfleja femoral lateral y
medial, ramos musculares que se anastomosan con
otros provenientes de la femoral profunda.

El estudio anatomico de las venas sugirio que era
posible utilizar:

= A. Vena circunfleja iliaca superficial.

= B. Venafemoral en un punto distal a la desembo-
cadura de la vena circunfleja iliaca superficial.

= C. Vena femoral en un punto proximal a la vena
circunfleja iliaca superficial, pero distal a la vena
femoral profunda (Figura 1).

200

Al evaluar la suficiencia de la vasculatura venosa
en el miembro caudal de la rata Wistar se demostré
la existencia de flujo suficiente al ligar en A, By C.
Cuando la ligadura se coloc6 en cualquiera de los
puntos (A, B o C) se observé flujo distal y adecuada
funcién de la extremidad posterior a la cirugia (Fi-
gura 1).

Cirugia de injerto
venoso y estudio de permeabilidad

Se realizaron diez cirugias donde se utilizaron los
segmentos A (n = 5) y B (n = 5). Sin embargo, se
encontro negativa la prueba de permeabilidad en to-
das las muestras, por lo que se decidié no continuar
con estas intervenciones.

Se realizaron un total de 25 cirugias (n = 25) para
la colocacion del injerto venoso del punto C (vena fe-

180
160

140

Micras

&/ @
Control 1 3 7 14 2 Control 1 3 7 4 2 Control 1 3 7 14 21
Tunica intima Tlnica media Tunica adventicia
Pared vascular

Figura 4. Comportamiento del grosor de las tdnicas en diferentes tiempos. Se observa un incremento gradual y constante en la tunica intima. En la
tinica media y adventicia el grosor se incrementa con un pico en el dia 7 y se observa una tendencia a la disminucion en los dias posteriores.

Cuadro 1. Media y desviacion estandar de las morfometrias realizadas en cada tlinica y grosor total de la pared del injerto venoso, de acuerdo con el

tiempo en que se obtuvo la muestra después de la cirugia.

Dias T. intima T. media T. adventicia Grosor total
Media + DE Media + DE Media = DE Media + DE
Control 8.90 + 3.66 37.97 +4.67 73.45 £30.19 120.33 +£21.86
1 10.92 £3.40 31.60 +11.30 93.02 +£54.90 108.44 +77.76
3 23.75 £ 8.51* 68.73* £ 30.05 82.45* + 38.68 17494 +68.41
7 33.46 +11.15* 159.60* +114.75 184.86* + 67.01 302.34* £222.11
14 39.78 £11.23* 131.02* +44.82 133.57* + 81.93 253.64* +158.36
2 39.04 +23.78* 90.95* + 34.58 139.45* + 95.75 269.44* +129.45

* Diferencias estadisticamente significativas al compararlas con el control (p < 0.05).
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moral en un punto proximal a la vena circunfleja ilia-
ca superficial, pero distal a la vena femoral profunda)
en la arteria femoral. En tres casos (n = 3, 12%) se
obtuvo una muestra de injerto que no fue posible va-
lorar por errores técnicos. El resto de los injertos
(n = 22, 88%) eran funcionales al momento de
extraer la muestra en los dias 1, 3, 7, 14 y 21. Al mo-
mento de terminar el procedimiento, la prueba de
llenado del injerto (permeabilidad) fue positiva cuan-
do se utilizé el segmento venoso del punto C.
Evaluacion morfologica

La evaluacion morfologica se realizé en las mues-
tras obtenidas de los injertos venosos en los dias 1,
3, 7,14y 21 (Figura 4). Las morfometrias de cada
una de las tunicas y el grosor total de pared se
muestran en el cuadro 1y en la figura 4. La tdnica
intima mostro crecimiento gradual y sostenido hasta
alcanzar su grosor maximo en el dia 14 durante el
periodo de evaluacién; mientras que la tanica media
y adventicia tuvieron su maximo engrosamiento en
el dia 7; posteriormente, sufrieron una disminucion,
aunque no lo suficiente para alcanzar los niveles ba-
sales observados en el control.

DISCUSION

Se establecio y caracteriz6 un modelo microqui-
rurgico de injerto venoso en ratas de la cepa Wistar
para el estudio de la respuesta morfoldgica adaptati-
va de estos injertos expuestos a la circulacion arte-
rial. El desarrollo de este modelo es importante por
su implicacion para el estudio de la hiperplasia de la
tdnica intima, considerada como la principal causa
de estenosis en los injertos venosos y un factor im-
portante en su fracaso, asi como del posible desarro-
llo y evaluacion de tratamientos para evitar su
formacion y, en dltima instancia, el fracaso tempra-
no del injerto.

Existen diversos modelos animales (perros, cone-
jos y roedores) para el estudio de la estenosis en
los injertos vasculares.1’-32 Algunos modelos muri-
nos reproducen muchos de los aspectos presentes
en la enfermedad de los injertos venosos humanos,
por lo que podrian ser Utiles para su estudio.?” Los
modelos animales de injerto venoso presentan ca-
racteristicas comunes a lo que ocurre en humanos:
pérdida y proliferacidon de células musculares lisas
en los injertos venosos, asi como una respuesta in-
flamatoria.?®38 Algunas diferencias que podrian se-
fialarse son las relacionadas a las enfermedades
humanas, no presentes en el modelo murino, como

las lesiones ateroscleroéticas y la predisposicion a
trombosis.?®

Ademaés, los procedimientos quirurgicos varian y
no se ejecutan de igual modo a como ocurre en una
cirugia de injerto vascular.?”30:3% El modelo desarro-
llado por Kwei (2004) consiste en una anastomosis
término-lateral de la vena yugular externa con la
arteria carotida comun.3® A diferencia de éste, el
modelo propuesto por Zou (1998) realiza una
anastomosis término-terminal de un segmento venoso
(vena yugular externa autéloga, vena yugular hete-
réloga y vena cava) en la arteria carétida.?’

En el modelo del presente estudio se utilizé una
anastomosis término-terminal de la vena femoral au-
téloga (injerto) en la arteria homoénima de la extre-
midad caudal del lado opuesto al que se obtuvo el
injerto. Las tres caracteristicas importantes del pre-
sente modelo son: adecuado calibre, facil acceso y
manipulacion del injerto, semejanza en su composi-
cion morfoldgica en relacion con el humano.

La vena y arteria femorales presentan adecuado
calibre (proporcion = 1.5:1, respectivamente) y cir-
culacidn colateral para realizar este procedimiento,
lo que implica menor morbilidad y facilidad técnica
que aquel realizado en los vasos carotideos y otros
vasos. La proporcion del calibre entre vena femoral
(punto C):arteria femoral que se utilizé en el presen-
te estudio es adecuado, ya que —por ejemplo- en hu-
manos el diametro de la vena safena es una a dos
veces mas grande que el de la arteria coronaria.’” Es
bien conocido que la vena safena desarrolla hiperpla-
sia de la tunica intima.

Los vasos femorales se pueden disecar facilmente
bajo microscopio quirdrgico, lo que puede implicar
menor manipulacion que otros vasos (vena cava, ar-
teria cardtida y vena yugular) utilizados en diferen-
tes modelos.?”30:35 En la actualidad, se cree que la
manipulacion cuidadosa (no touch) puede ayudar a
prevenir el desarrollo de la hiperplasia de la tanica
intima.?

Las arterias femorales tienen una tunica media
donde predominan las células musculares lisas y es-
casas fibras elasticas, lo cual semeja a las caracte-
risticas de las arterias coronarias en humanos.
Adicionalmente, la arteria femoral es considerada
de bajo flujo, condicién donde se ha demostrado
un marcado desarrollo de hiperplasia de la tunica
intima.3

En el presente modelo, se encontro evidencia de la
reduccion del diametro luminal secundario, princi-
palmente, a un engrosamiento de la tdnica intima,
aunque también estuvo presente en el resto de las
tdnicas. Se han demostrado cambios morfologicos en
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todas las tanicas de la pared vascular de injertos,°
aunque los encontrados en la tdnica intima son de
mayor importancia clinica.?’

CONCLUSIONES

El modelo presentado es adecuado para el estudio

de la hiperplasia de la tunica intima observada en
injertos venosos. Sin embargo, debido a la compleji-
dad de las lesiones vasculares en humanos, se reco-
noce que hasta hoy no existe un modelo animal que
reproduzca exactamente la patofisiologia de la enfer-
medad de los injertos venosos autoélogos. Es impor-
tante estar conscientes y siempre considerar algunas
diferencias en los mecanismos entre las respuestas
fisioldgicas y patologicas de la vasculatura en ani-
males y humanos.
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