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Resumen

En este estudio se revisé el comportamiento de la arteria umbilical humana (AUH), tratada con glutaraldehido, en un caiibre de 1.5 mm de didmeiro, substituvendo un
segmento de 20 mm de longitud de la aorta abdominal de la rata.

Se utilizaron 48 ratas Wistar machos de 250 a 300 g de peso, las cuales fueron divididas en cuatro grupos. Fueron sacrificadas a diferentes intervalos de tiempo, entrelos 12 a
315 dias. En el Grupo I (AUH lisa) se observd una permeabilidad del 75%. En el grupo I1 (AUH corrugada) se obtuvo una permeabilidad del 50%. En el grupo HHI (AUH lisa
+ glutaraldehido) se enconird una permeabilidad del 75%. Finalmente, en el grupo IV (AUH corrugada + glutaraldehido se observd una permeabilidad del 66.6%.

Aunque la permeabilidad del Grupo 111 es del 75%, las dilataciones aneurismdticas v calcificaciones importantes (25% y 41.6%, respectivamente) qife se presentaron no
permiten recomendar este tipo de microinjertos para substituir segmentos vasculares en el ser humano.

Summary

Human umbilical arteries (HUA) were prepared as vascular micrografts for implantation in the abdominal aorta of ihe rat. Substitutions were made wi.2 20 mm long
micrografis with a 1.5 mm internal diameter. The present siudy was focused on the fate of HUA treated with glutaraldehyde.

Forty-eigth male Wistar rats weighing 250-300 g were used in this study. They were divided in four groups and sacrificed at different time intervals, ranging from 12 10315
days. In group I (smooth HUA), 75% of the micrografts were found patent at removal time. In group Il (corrugated HUA), a patency rate of 50% was obtai::ed. In group 111
(smooth HUA + glutaraldehyde), 75% of the implants were found t0 be paient. Finally, in group 1V (corrugated HUA + glutaraldeyde). a 66.6% of paten: micrografts was
observed. .

Even though the results in this study show a patency rate of 75% for group IiI, we do not recommend it use as a vascular substitute in humans due 10 high rate of aneurysm
Sformation and calcification.

Introduccion " Cusdrol

L, . . . Caracteristicas del Microsubstituto Ideal
En microcirugia vascular clinica se necesita un micro- aracteristicas del Vicrosubstiiuto Tded

substituto vascular arterial y venoso. El microinjertc

vascular ideal es la vena autologa tomada del dorso del 1.2 De | a2 mm de didmetro interno
pie o de la region antecubital. Sin embargo el microciru- 2.- Longitud de 5 a 10 cm

. . ' .. . .. 3.- Bioldgico o sintético

jano debe disponer en forma rapida de un microinjerto o 4- Pared delgada
microprétesis de 1 y 2 mm de didmetro que pueda ser 5.- Elastico y distensible

cortado en longitudes variables y que ofrezca facil 6.- De fécil manejo microquirirgico
7.- Bioldgicamente inerte

manejo y buena permeabilidad.! 8- No carcinbgeno

En el cuadro I se enlistan las caracteristicas que pensa- 9.- Capa interna electronegativa
mos debe tener el microsubstituto vascular ideal. 10~ Econémico

Nuestro grupo viene trabajando en el laboratorio desde
el afio de 1978 en la busqueda de un microsubstituto
vascular que represente una alternativa a la vena aut6-
loga. 3 ¢ 111213 1415 En el presente estudio, trabajamos con arteria umbilical
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humana (AUH) tratada quimicamente para disminuir su
antigenicidad ademas de proponer un método original de
corrugado para proporcionar al microinjerto mayores
ventajas.

Material y método

En este estudio se reviso el comportamiento de la AUH
de un calibre de 1.5 mm de diametro. substituvendo un
segmento de 1.5 a 2 mm de longitud de la aorta abdomi-
nal de [a rata.

Se utilizaron 48 ratas Wistar macho con pesoentre 250 y
300 g distribuidas en los siguientes grupos:

Grupo I 12 ratas con microinjerto de AUH lisa.

Grupo II: 12 ratas con micromnjerto de AUH corrugada.

Grupo I11: 12 ratas con microinjerto de AUH lisa. tratada
con glutaraldehido.

Grupo IV: 12 ratas con microinjerto de AUH corrugada.
tratada con glutaraldehido.

. Tn A~ - n
Fig. 1. Método de corrugado: Al aplicar el sistema de corrugado a la
microbioprotesis se consigue evitar el acodamiento en las zonas de flexion. De
esta forma el flujo sanguineo a través del injerto es de tipo laminar sin turbulen-
cias.
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Todos los injertos fueron conservados en solucién de
etanol al 409, mas Oxido de propileno al 1%.

La idea de corrugar los microinjertos (Fig. 1) fuc para
evitar el acodamiento en las zonas de flexion y aumentar
la distensibilidad o “compliance™ (¢¢ de cambio en el
radio del injerto por mmHg x 10 -2) y con esto mejorar la
permeabilidad a largo plazo (Fig. 2).

COMPORTAMIENTO DE UN INJERTO EN EL
SISTEMA ARTERIAL DURANTE LA DIASTOLE
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Fig. 2. A través de un sistema de tubos con un piston se pucde impulsar mas flujo
cuando las paredes de estos son distensibles.

Técnica de preparacién de microinjertos

Durante el parto. el recolector recibe el cordon umbili-
cal en unrecipiente tipo rifidn con técnica estéril. Se retira
la sangre por medio de “ordefiamiento™ v se coloca el
cordon en un frasco que contiene solucion salina. hepa-
rina y una mezcla de tres antibioticos (nistatina. netilmi-
cina y vancomicina) vy se trasladan al laboratorio a 4°C.

En el laboratorio se disecan v ferulan las arterias en
segmentos de 10 cm, con varillas de vidrio de 1.5 mm de



didmetro. Las arterias de los grupos Iy IV se corrugan,
dejando lisas las de los grupos 1y I

Se utilizaron aos métodos para preparar los microinjer-
tos. El primero, que incluyo a los grupos I'y 11, consistid
en colocarlos en una sclucidon conservadora de etanol al
409% y 6xido de propileno al 19. Por otro lado, con el fin
de reducir la antigenicidad. los injertosde los grupos I1y
IV fueron tratados con una solucién de glutaraldehido al
2.5%.conun pHde 7.4, durante 72 hrs. ya una tempera-
tura de 4°C. para posteriormente ser colocados en la
solucidon de etanol al 409, y 6xido de propileno al 1%,
como conservador.

Técnica quirurgica

Todos los animales fueron anestesiados con éter. y con
técnica limpia, aungue no estéril, se practico una incision
media supra e infraumbilical. penetrando a cavidad
abdominal por la linea blanca. Se exteriorizaron las asas
intestinales hacia la izquierda, localizando y disecando la
aorta abdominal, por debajo de las arterias renales. Una
vez aislada la arteria, se colocé una micropinza de 30 gde
presién, con mecanismo de aproximacion. para resecar
un segmento de [.5a 2ecmdeaorta. el cual fue substituido
por un microinjerto de AUH.

El microinjerto. previo a ser implantado. fue irrigado
durante 15 min con solucion salina para eliminar el eta-
nol y el 6xido de propileno. A continuacién fue sumer-
gido durante el mismo lapso de tiempo en solucion con
heparina (1000 U,/ ml). No s¢ utilizd heparinizacién sisté-
mica en los animales.

Las anastomosis vasculares proximal y distal se practi-
caron con técnica de puntos simples separados. utili-
zando nylon 9-0 con agdja BV-130-5 (Ethilon, Johnson &
Johnson) y un microscopio de operaciones OPMI-1
(Carl Zeiss de México)a 10X como sistema de magnifica-
cidén (Fig. 3).

Al confirmar la permeabilidad del microinjerto y aorta
distal, se practicé el cierre de la pared abdominal en
forma convencional. Los injertos con error técnico detec-
tado en el postoperatorio inmediato fueron descartados
del estudio.

Evaluacion postoperatoria

Las ratas fueron sacrificadas a diferentes intervalos de
tiempo. entre 12y 315 dias. Al extraer la pieza se analiza-
ron con el microscopio de operaciones los detalles rela-
cionados con trombos, aneurismas, calcificaciones y
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Fig. 3. Mediante una laparotomia media se visualiza la aorta. disecandola y
refiriéndola, para después de resecarle un segmento de aproximadamente 2 cm se
le coloque un microinjerto utilizando nylon 10-0 con puntos separados.

neoendotelio, practicando a continuacién una fotomi-
crografia y dibujo de la misma.

Resultados

»En las figuras 4 y 5, y en el cuadro 2 se muestran los
resultados de permeabilidad, dilataciones aneurismaticas
y calcificactones. tomando en cuenta la presencia o no del
fenémeno.

Para realizar un analisis estadistico mas complcto se le
otorgd un valor numérico por grados a cada una de las
variables en estudio como se presenta a continuacion
(Fig. 6).

Dias de seguimiento

El periodo de observacion en cada uno de los grupos de
estudio varid de la siguiente manera:
Grupo I: 12 a 306 dias (X = 131.3d)
Grupo H: 15 a 315 dias (X = 133.5d)
Grupo I11: 14 a 308 dias (X = 133.6d)
Grupo 1V: 15 a 305 dias (X = 132.5d)
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Fig. 4. Resultados comparativos de permeabilidad entre los cuatro grupos en estudio.

Se aplico la prueba H de Kruskal-Wallis (Fig. 7) con el
fin de determinar la relacidon existente entre cada uno de
los grupos de estudio con los restantes. Para esta variable
se qtuvo un valor de 0. lo cual implica que no existe
diterepcia significativa entre los cuatro grupos en cuanto
a dias*de seguimiento.

Permeabilidad

Esta variable se analiz6 asignando valores a los diferen-
tes grados de permeabilidad en los microinjertos (Fig. 6).

Los grupos Ly 11l presentaron una permeabilidad del
75%. el grupo 1V del 66.6%, y el grupo 11 del 50%, sin
embargo, aplicando la prueba H de Kruskal-Wallis, se
obtuvo un valor de 2.61. lo cual manifiesta que tampoco
existe una diferencia significativa entre los cuatro grupos
para esta variable.
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Aneurismas

La mayor frecuencia de formacidén de aneurismas se
observé en el grupo 11, en 66.6% de los microinjertos. En
orden decreciente se observaron aneurismas en los gru-
pos I. 11l y IV con frecuencias del 50%. 25% y 25%.
respectivamente.

Nuevamente, con base en los valores asignados para
grados de formacion de .aneurismas (Fig 6). se aplicé la
prueba H de Kruskal-Wallis con lo que se obtuvo un
valor de 5.40, lo cual manifiesta que tampoco existe una
diferencia significativa entre los cuatro grupos para esta
variable.

Calcificaciones

En el grupo | se observd un 58.39% de calcificacion. Los
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Fig. 5. Resultados comparativos de aneurismas y calcificaciones entre los cuatro | grupos en estudio.

Cuadro 1i
Tipo de microinjerto Niimero de Permeabilidad Aneurisma Calcificaciones Seguimiento Media en
ratas en dias dias
Grupo |
AUH lisa con etanol oxido propileno 12 9/12 6/12 7712 12. 15. 55. 60. 90, 92 131.3
(15%) (50%) (58.3%) 118, 120. 204. 207.
300. 306
Grupo 11
AUH corrugada con etanol 12 6/12 8/ 12 5/12 15. 17. 59, 60. 90. 93 133.5
oxido propileno (50%) (66.6%) (41.6%) 120. 125. 200. 208.
300. 315
Grupo 111
AUH lisa con glutaraldehido 12 9r12 312 5/12 14. 15. 60. 62.90.92 133.6
(75%) (25%) (41.6%) 123. 125, 200. 209.
306, 308
Grupo IV
AUH corrugada con 12 8/12 3712 5/12 15.16.60.62.92.92, 132.5
glutaraldehido (66.6%) (25%) (41.65) 122, 123, 200. 204.
300. 305

15
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Fig. 6. Evaluacion de los fenémenos encontrados en los microinjertos. Al otorgar una calificacion numérica a cada uno de los diferentes fenémenos encontrados en

los microinjertos se pudo realizar una evaluacion mas objetiva.
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Fig. 7. Prueba H de Kruskal Wallis.

otros tres grupos se comportaron en forma similar, todos
con 41.69% de frecuencia.

Con la prueba H de Kruskal-Wallis se obtuvo un valor
de 0.23, nuevamente sin diferencia estadistica significa-
tiva entre los grupos estudiados.

Coeficiente de correlacién de Spearman

Con este modelo de regresion lineal simple se compara-
ron los resultados obtenidos para cada una de las varia-
bles y su relacién con el tiempo. Los resultados
mostraron una dependencia positiva entre el tiempo y la
permeabilidad, en el grupo Il (a mavor tiempo, mayor
namero de injertos ocluidos). En relacion a la aparicion
de calcificaciones, se obtuvo la misma correlacién en los
grupos I y Il (a mayor tiempo, mayor nimero de injertos
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calcificados). Por tltime, con respecto a los aneurismas,
esta dependencia se encontrd Unicamente en el grupo [11.
Todos los resultados fueron estadisticamente significati-
vos (p < 0.05).

Prueba de independencia (Chi cuadrada)

Se investigd la asociacién entre los fendémenos obteni-
dos en los microinjertos (trombosis, calcificaciones y
aneurismas) y el tipo de preparacion de los mismos. En
este estudio los resultados indican que el deterioro de las
bioprétesis no tiene relacién estadisticamente significa-
tiva con la presencia o no de glutaraldehido (p > 0.05).

Método de corrugado

Al extraer los microinjertos y evaluar la presencia o
ausencia de corrugado, se encontré que, en el grupo i,
Unicamente 2 lo habian conservado (90 y 92 dias). En
cambio, en el grupo 1V, esta cifra aumentda 5 (15,62, 92,
123 y 300). Ademas, se observo fractura del endotelio en
todos los microinjertos tratados de esta manera.

Discusion

En 1978 Mehdorn y Buncke utilizaron, como microbio-
prétesis, AUH tratadas con glutaraldehido. colocindo-



las en la arteria cardtida del gato y obteniendo una
permeabilidad del 46%, en un periodo de 10 dias a 8
meses. !0

El glutaraldehido estabiliza con enlaces cruzados la
coldgena por una union intermolecular fuerte e irreversi-
ble. con lo que previene la degeneracion del injerto y
enmascara los antigenos evitando el rechazo de la
bioprotesis.'®

Otros autores como Perloff.5 Yeh'” y Chevalier? tam-
bién estudiaron a la AUH como substituto del sistema
arterial de la rata (Cuadro II1), donde se pueden apreciar
cifras de permeabilidd aceptables como 100%. 70% y
88.99%. respectivamente.

Nuestros resultados (75% de permeabilidad) indican
que la AUH es un microinjerto con buena permeabilidad.
de facil manejo. eldstico y con baja antigenicidad, pero
con poca resistencia de la pared musculo-coldgena para
evitar dilataciones aneurismdticas.

Mehdorn, Perloff, Yeh y Chevalier utilizaron para sus
trabajos experimentales AUH proporcionada por la
Compaifiia Meadox Medicals de los Estados Unidos de
Norteamérica; estos microinjertos presentan una malla
de poliéster como soporte externo para evitar dilatacio-
nes aneurismaticas. Los microinjertos de AUH prepara-
dos por nuestro grupo también se fijaron en
glutaraldehido. sin embargo. con el fin de obviar la utili-
7acion de la malla externa. que dificulta la técnica micro-

quirtrgica e incrementa costos. se decidid tratar de

aumentar la resistencia de la pared arterial al dejarle una
capa uniforme de gelatina de Wharton. A pesar de esto,
en nuestro grupos de estudio obtuvimos 509, 66.6%, 25%
y 25Y de formacién de aneurismas. respectivamente,
mientras que los autores arriba mencionados no descri-
ben este fenémeno.

Otros fené6menos experimentales indeseables, que se
presentaron en nuestro estudio. fueron la gran cantidad
de calcificaciones en la capa media del microinjerto, y la
pérdida parcial o total del “corrugado™ Ademas, las
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fracturas observadas en el endotelio de los microinjertos
tratados con el método de corrugado pudieron haber
contribuido a la baja permeabilidad observada en estos
dos grupos.

El fenéomeno de calcificacion se presenta como patolo-
gia no bien conocida. Levy’ encontro en valvulas cardia-
cas y placas ateroesclerosas calcificadas, un aminoacido
fijador del calcio y dependiente de la vitamina K llamado
acido gamacarboxiglutamico. Ishihara® confirma la par-
ticipacion de esta substancia como una proteina capaz de
unirse avidamente al calcio, y menciona como factores de
calcificacion a la hipoxia. isquemia, insuficiencia renal,
aumento de calcio postransfusion, infeccion, y la corta
edad del paciente. En 1985, Levy® ? describe dos estudios
en los cuales implantd. en el tejido subcutdneo de ratas.
valvulas porcinas tratadas con glutaraldehido y evito la
calcificacion al suministrar etanolhidroxidifosfonato.

Chousleb y cols.# describen. en 1986, una permeabilidad
del 809% con microbioprotesis de cerdo tratacas con glu-
taraldehido y colocadas en aorta de la rata hasta por 180
dias. mencionando el fendémeno de calcificaciéon de la
capa media s6lo en algunos casos.

Conclusiones

El microinjerto de AUH es de sencilla preparacién en el
laboratorio y de facil manejo microquirargico. La varie-
dad lisa tratada con glutaraldehido (grupo I1I) muestra
una permeabilidad del 75% que podria considerarse
como buena. Sin embargo, las dilataciones aneurismati-
cas y calcificaciones que se presentaron no permiten reco-
mendar este tipo de -microinjertos para substituir
segmentos vasculares en el ser humano.

Por otro lado, este modelo experimental puede utili-
zarse en la evaluacion de substancias.que disminuyan la
fijacion de calcio en bioproétesis tratadas con glutaralde-
hido, de forma mads fisioldgica que el simple implante
subcutaneo.

Cuadro I
Afio Aator Animal Vaso receptor Nuamero Calibre Longitud Permea- Tiempo
bilidad {dias)
1978 Mehdorn gato carotida 76 1.5-2 mm 6-7cm 469 10 dias-8 meses
Buncke
1982 Perloff® rata aorta 8 1.5-2 mm — 1006¢ 7-58 dias
1984 Yeh!” rata aorta 20 1.5-2 mm 10 mm 70% 1 semuna-12 meses
1985 Chevalier? rata aorta 30 2 mm - 88.9% 6 meses
1988 Padilla rata aorta 48 1.5 mm 20 mm 75% 15-305 dias
(media 131.3)
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