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RESUMEN (en espafiol)

Los homoinjertos de arteria criopreservada han permanecido como una opcién en pacientes
gue requieren revascularizacion distal o asociados a infeccion vascular, en ausencia de venas
autologas validas. El objetivo de este estudio es describir los diferentes hallazgos clinicos,
anatomopatolégicos e inmunoldgicos relacionados con el rechazo de los trasplantes
vasculares.

En un estudio prospectivo, se analizaron 35 pacientes a los que se les implanté un bypass de
arteria criopreservada alogénica, incluyendo datos demograficos y permeabilidad. Se
determiné la produccién de anticuerpos anti HLA previo a la cirugia, a los 7 dias, al mes, a los
3 meses y cada 3 meses desde entonces. Ademas, a partir del mes se incluy6 evaluacion
clinica y ecogréfica. El tipaje HLA del donante se recupero siempre que estuviera disponible,
permitiendo la caracterizacion y cuantificacion de anticuerpos donante especificos. También,
se realiz6 prueba cruzada por citotoxicidad dependiente del complemento.

Se constituyd un segundo grupo de pacientes con degeneracién de su homoinjerto durante el
periodo de seguimiento. En este grupo, constituido para el analisis descriptivo e
histopatoldgico de los aneurismas, no solo se incluyeron aquellos trasplantes vasculares
degenerados de la serie original, sino también los implantados previamente al inicio del
estudio pero que degeneraron durante el periodo de seguimiento.

En total, 15 pacientes requirieron reintervencion. Se registraron unas medias de
permeabilidad primaria, primaria asistida y secundaria a los 3 afios de 38%, 44% y 52%,
respectivamente. A pesar de ello, la media de supervivencia de la extremidad y del paciente a
es0s mismos tres afios fue del 87% y 74%, respectivamente.

Todos los pacientes estudiados registraron un incremento de anticuerpos anti HLA al mes de
la intervencidn, si el bypass permanecia permeable. En total, 14 pacientes cumplian los
requisitos para el estudio de anticuerpos donante especificos, mostrando igualmente la
produccion de 1gG detectable al mes de la cirugia. Se confirmé también la presencia de
anticuerpos fijadores de complemento. Los niveles de anticuerpos no estaban relacionados
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con la degeneracion del injerto. No se encontraron marcadores inmunolégicos capaces de
predecir el desarrollo de aneurismas y su posterior evolucion.

Del grupo inicial, 3 pacientes sufrieron degeneracién aneurismética durante el seguimiento,
junto con 9 bypasses previamente implantados. El tiempo medio hasta la degeneracion de un
primer bypass fue de 33+£19,7 meses, y de 30,6+17,7 y 54,5+2,5 meses para el segundo y
tercer bypasses, cuando tuvieron lugar. Por tanto, subsecuentes trasplantes vasculares
frecuentemente vieron incrementados los tiempos hasta una nueva degeneracién, a pesar de
la creciente sensibilizacion. Se pudieron obtener para su andlisis las muestras de 8
homoinjertos degenerados que, sorprendentemente, presentaron infiltrado inflamatorio
Unicamente en 4 casos y depositos de inmunocomplejos en 7.

En conclusion, la respuesta inmune contra el trasplante vascular fue confirmada en todos los
pacientes, pero el rechazo crénico no provoco necesariamente la degradacion del bypass o
redujo el tiempo hasta la formacion de nuevos aneurismas en sucesivos homoinjertos. Existe
una disociacion entre la permeabilidad de estos bypasses y los resultados en cuanto a
salvamento de la extremidad, por lo que junto a un aceptable porcentaje de degeneraciones,
todavia hacen de las arterias criopreservadas una opcién valida en pacientes seleccionados e
indicaciones concretas.

RESUMEN (en inglés)

Cryopreserved arterial homografts have remained an option in patients requiring distal
revascularization or associated with vascular infection, in the absence of a valid autogenous
veins. The objective of this study is to describe the different clinical, anatomopathological and
immunological findings related to vascular transplant rejection.

In a prospective trial, 35 patients who underwent cryopreserved allogeneic arterial bypass
were studied, including demographics and conduit patency. Anti-HLA antibody production was
established prior to the surgery, 7 days, 1 month, 3 months and every 3 months since. Clinical
and ultrasound evaluation was added after the first month. Donor HLA-typing was retrieved
whenever available, allowing for the characterization and quantification of donor specific
antibodies. Cytotoxic crossmatch test was also performed.

A second group of patients with homograft degenerations registered during the follow up
period was studied. In this group, exclusively for aneurysm description and histopathological
analysis, not only they were included those degenerated vascular transplants from the original
series, but also those implanted prior to the beginning of the study and degraded during follow

up.

In total, 15 patients required reintervention. We registered three-year primary, primary
assisted and secondary patency rates of 38%, 44% and 52%, respectively. Nevertheless,
overall limb salvage and patient survival rate at three years was 87% and 74%, respectively.

All patients studied displayed an increase in anti-HLA antibodies one month after the
intervention if the bypass remained patent. In total, 14 patients fulfilled requirements for the
study of donor specific antibodies, equally showing 1gG production detectable one month after
surgery. The presence of complement-fixing antibodies was also confirmed. Antibody levels
were not related to graft degeneration. No specific immune markers able to predict
aneurysmal development and evolution were found.

From the original group, 3 patients suffered aneurysmal degeneration during follow up,
together with 9 bypasses previously implanted. Average time until the first degeneration was
33+19.7 months, with 30.6+17.7 and 54.5+2.5 months for a second and third degeneration,
when occurring. Therefore, subsequent vascular transplants frequently augmented the time
for new degenerations, despite increasing sensibilization. Samples from 8 degenerated
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homografts were available for analysis, unexpectedly showing inflammatory infiltrate in only 4
cases and immune complex deposition in 7.

In conclusion, immune response against vascular transplants was confirmed in all patients,
but chronic rejection did not necessarily provoke bypass degradation or reduced the time for
new aneurysms to develop in subsequent homografts. There is a dissociation between graft
patency and limb salvage that, together with acceptable degeneration rates, still makes
cryopreserved arteries a valuable option for selected patients in specific indications.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO

EN CIENCIAS DE LA SALUD
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«If I have seen further, it is by standing upon the shoulders of giants».

(Si he podido ver més alla es porque me encaramé a hombros de gigantes)

Carta escrita por el fisico y matematico inglés Isaac Newton a su colega Robert
Hooke el 15 de febrero de 1675. Su famosa frase, adaptacion de la cita de Bernardo
de Chartres del siglo XII, aparece en el tercio inferior de la primera pagina, aceptando

la invitacion de Hooke para mantener correspondencia privada y una cierta
colaboracion.
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Cuando hace ya unos cuantos afos tuve mi primer contacto con los bypasses
de arterias criopreservadas, sus peculiares caracteristicas como medio de
revascularizacion generaron un interés en aguel incipiente cirujano vascular
que ha perdurado hasta el dia de hoy, y del que ha sido fruto el presente
trabajo de tesis doctoral. Varias son las razones para que su uso destaca sobre
otros conductos empleados como bypass en nuestra especialidad. En primer
lugar, estos injertos constituyen no solo auténticos trasplantes en si mismos,
sino que, a diferencia de las anastomosis vasculares en 6rganos sélidos
trasplantados, participan activamente como un arma mas en las cirugias de
revascularizacion que constituyen la rutina diaria en el trabajo de un cirujano
vascular. En segundo lugar, los beneficios de su uso se ven parcialmente
contrarrestados por las caracteristicas complicaciones que los han venido
acompafiado desde su primera indicacion hace ya décadas, en forma de
degeneracion aneurismatica segmentaria de la pared del vaso.

Durante mis primeras averiguaciones como residente, la razon inicialmente
aportada para justificar estas dilataciones se fundamento en el estrés fisico
provocado por el proceso de criopreservacion y descongelacion al que se veia
sometida la arteria del donante una vez explantada. Aunque dicho
razonamiento tiene una base real que lo sustenta, y fue causa de muchos
fracasos hiperagudos en décadas previas, los nuevos protocolos de
criogenizacion implementados y cuyo uso se ha generalizado en todos los
bancos de tejidos en el presente siglo han reducido enormemente su
incidencia.

Una investigacién mas en profundidad sugiere la presencia de una causa
inmunolégica subyacente en las degeneraciones todavia observadas. Aunque
no se trata de un trasplante de 6rgano sélido, su condicion de injerto alogénico
lo convierte en diana preferente del sistema inmune, si bien la criopreservacion,
pérdida de celularidad y posterior repoblacién por células del receptor le
otorgan un comportamiento clinico que difiere del rechazo descrito en otro tipo
de trasplantes. La bibliografia sobre el tema es abundante y se extiende a lo
largo de varias décadas, aportando puntos de vista clinicos,
anatomopatol6gicos e inmunoldgicos, aunque siendo incapaz de resolver de
forma concluyente cuestiones controvertidas a pesar de los multiples modelos
experimentales desarrollados. Si existe una respuesta mediada
inmunologicamente frente al tejido trasplantado, ¢ por qué el fracaso de estos
bypasses solo se observa en un nimero reducido de los mismos? ¢ Es
responsable el proceso de criopreservacion de una pérdida de la
aloantigenicidad del injerto? ¢ Qué mediadores humorales y/o celulares son
responsables ultimos de dicho fracaso?

El presente trabajo de investigacion trata de aportar algo de luz en un tema
todavia lleno de interrogantes, y que probablemente adolece de estudios con
una vision mas global que aunen y relacionen resultados de distintas disciplinas
y sean capaces de aportar una imagen general de los procesos que tiene lugar
en las arterias criopreservadas trasplantadas. Conscientes de la extension de
la tarea, y admitiendo que la misma constituye su mayor debilidad, pero
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también su mayor virtud, nos enorgullece presentar los resultados de este
estudio, que constituye el trabajo final de doctorado en Ciencias de la Salud en
la Universidad de Oviedo, y en el que han participado los servicios de
Angiologia y Cirugia Vascular, Inmunologia y Anatomia Patoldgica del Hospital
Universitario Central de Asturias, asi como el Banco Comunitario de Sangre y
Tejidos de Asturias.

Oviedo, noviembre de 2020.
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AUTOINJERTO:

Injerto de tejido obtenido de otro sitio del mismo organismo que lo recibe.
También se denomina injerto aut6logo. En nuestro ambito hace referencia a la
revascularizacion mediante vena del propio paciente, habitualmente la vena
safena interna.

ALOINJERTO/ HOMOINJERTO:

Trasplante de 6rgano, tejido o células de un individuo a otro individuo que es de
la misma especie, pero que no es un gemelo genéticamente idéntico (diferente
genotipo). También se lo conoce como injerto alogénico u homoinjerto, y puede
provenir de donante cadaveérico o vivo. En cirugia vascular hace referencia a
transplantes arteriales o venosos empleados en cirugia de revascularizacion
(criopreservados o no), obtenidos durante el proceso de extraccion en el
trasplante de 6rganos o bien a través de la cirugia de varices mediante la
técnica de stripping en donantes vivos.

Ambos términos se pueden emplear indistintamente, si bien la tradicion en
nuestro pais se ha orientado mas hacia el uso de homoinjerto, mientras que la
literatura médica en lengua inglesa ha favorecido el término aloinjerto, que es el
mas extendido actualmente.

INJERTO SINGENICO

Tipo especial de trasplante que solo se puede hacer cuando el paciente tiene
un hermano gemelo idéntico (homocigotos univitelinos, que comparten el
mismo genotipo). Se denomina también isotransplante. Dada la total identidad
antigénica no existen problemas inmunolégicos, rechazo ni enfermedad del
injerto contra huésped. Es un tipo de trasplante excepcional, ya que los
gemelos univitelinos son muy poco frecuentes.

XENOINJERTO/ HETEROINJERTO

Trasplante de 6rgano, tejido o células procedente de un donante de

una especie diferente a la del receptor. También conocido como injerto
heter6logo o heteroinjerto. En nuestro medio, los xenoinjertos se reducen en la
actualidad a arterias o pericardio de origen bovino tratados con encimas
proteoliticos para eliminar el tejido parenquimatoso y reducir la reaccion
inmunolégica.

PERMEABILIDAD PRIMARIA

Periodo comprendido entre la realizacion del bypass y el momento en que
requiere la primera intervencion para mantener o restaurar el flujo sanguineo
(endovascular o quirargica, bien sea fibrinolisis, trombectomia, angioplastia,
stenting o reparacion quirdrgica del sangrado) o bien hasta el primer episodio
de trombosis, 0 hasta alcanzar un evento de censura (muerte, pérdida de
seguimiento, trombosis definitiva del bypass, retirada de éste por cualquier
motivo o finalizacion del periodo de estudio).
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PERMEABILIDAD PRIMARIA ASISTIDA

Periodo transcurrido desde la realizacion del bypass hasta el primer episodio
de trombosis o bien hasta alcanzar un evento de censura (muerte, pérdida de
seguimiento, trombosis definitiva del bypass, retirada de éste por cualquier
motivo o finalizacion del periodo de estudio).

PERMEABILIDAD SECUNDARIA

Periodo comprendido desde la realizacion del bypass hasta alcanzar un evento
de censura (muerte, pérdida de seguimiento, trombosis definitiva del bypass,
retirada de éste por cualquier motivo o finalizacién del periodo de estudio),
incluyendo el tiempo tras cualquier intervencion para mantener la funcion del
injerto después de la trombosis del mismo.

SALVAMENTO DE EXTREMIDAD
Ausencia de amputacién mayor, entendiendo ésta como amputacion supra o
infracondilea, y descartando las amputaciones digitales o transmetatarsianas.
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BREVE RESENA HISTORICA

Durante siglos, los cirujanos se vieron enfrentados a la necesidad de optar por
la amputacién cuando los dafios vasculares y la hemorragia sufridos por el
paciente llegaban a comprometer su vida. La incapacidad para reparar dichas
lesiones abocaba a la practica de ligadura y posterior amputacion de la
extremidad ante la falta de viabilidad de la misma, siguiendo el principio de
“primero la vida que el miembro” 1. El advenimiento de la antisepsia y la
anestesia abriria el camino para que los cirujanos intentaran reparar el dafo en
arterias y venas, y con ello al desarrollo de nuevas técnicas y materiales
quirargicos.

A caballo de estos avances, Zoege von Mateufel consigue realizar la reseccion
de un segmento arterial y reanastomosis primaria de ambos extremos en 1895
2, Sin embargo, la reparacion vascular directa no siempre resultaba factible.

La primera propuesta para realizar un autotransplante de vena con el objetivo
de corregir defectos arteriales fue descrita por el cirujano aleman Edmund
Hopfner en 1903 3, si bien seria el francés Alexis Carrel quien la pondria en
practica dos afilos mas tarde. De forma experimental, llevé a cabo el trasplante
de segmentos venosos en ratones, ademas de describir el proceso de
arterializacion en dichas venas y desarrollar técnicas pioneras en las
anastomosis vasculares . Sus avances en la sutura vascular y el trasplante de
organos y tejidos le valieron el Premio Novel de Medicina y Fisiologia en 1912.

En 1906, José Goyanes Capdevilla realiz6 en Espafia el primer autoinjerto
venoso con éxito en humanos °, reemplazando un segmento de arteria poplitea
aneurismatica por vena poplitea autéloga (figura 1A). Nueve afios mas tarde,
en Estados Unidos, Bertram M. Bernheim plante6 una solucion diferente para
tratar un aneurisma popliteo sifilitico de rapido crecimiento !, llevando a cabo la
reseccion del segmento arterial dafiado de 15 cm de arteria poplitea y
sustituyéndolo por 12 cm de vena safena interna (figura 1B).
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Figura 1. A: José Goyanes Capdevilla (1906). Reparacién de aneurisma popliteo mediante
ligadura y bypass de vena poplitea autéloga 5 B: Bertram M. Bernheim (1915). Reparacion de
aneurisma popliteo mediante reseccion del mismo e interposicién de segmento de vena safena
: 6

interna °.

En la misma linea, el aleméan Erich Lexer realiz6 en 1907 la reparacién de un
aneurisma de arteria subclavia causado por una dislocacién mediante el uso de
un segmento de vena safena interna del propio paciente 3. Por su parte, Paul
Moure publicé en 1914 una serie de 17 casos de reparaciones vasculares
mediante injertos venosos, con buenos resultados .

Como en otros aspectos de la cirugia vascular, desafortunadamente muchos
avances estuvieron ligados a la cirugia de guerra y a las graves lesiones que, a
menudo en condiciones dificiles, los cirujanos militares se veian obligados a
reparar. No es de extrafiar, por tanto, que los primeros registros sobre el uso de
aloinjertos venosos Yy arteriales provengan de cirujanos alemanes durante la
Primera Guerra Mundial. En un intento por reparar lesiones en los vasos,
emplearon tejido vascular obtenido de los abundantes miembros amputados a
otros soldados, lamentablemente con escaso éxito, ya que los injertos se
trombosaron sistematicamente 8.

Estos resultados desalentadores fueron, en parte, responsables de que no se
produjeran nuevos avances significativos en el trasplante vascular durante los
afios subsiguientes. Como resultado, durante la Segunda Guerra Mundial la
intervencién mas habitual en caso de trauma vascular consistio en la ligadura
directa del vaso, a pesar del importante incremento de este tipo lesiones en
comparacion con conflictos previos. Michael De Bakey y Fiorindo Simeone
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publicaron en 1944 su registro de 2471 heridas arteriales de guerra, de las que
so6lo llegaron a efectuar con éxito 81 reparaciones directas de los vasos
comprometidos °.

Seria Robert Gross el primero emplear un segmento de donante cadavérico
para reparar una coartacion de aorta en 1945, con tal éxito que en los afios
posteriores publicé junto a su equipo los resultados en una serie de
homoinjertos arteriales humanos (1949): en 9 casos como shunt entre la aorta
y la arteria pulmonar, y en otros 6 casos como bypass de interposicion al
resecar coartaciones de aorta *°. También en 1949, Henry Swan inserté un
homoinjerto de 8 cm en la aorta descendente de un joven con coartacion y
dilatacion extensa postestenética *.

Dos afios mas tarde, Charles Dubost resecé un segmento aneurismatico de
aorta abdominal, sustituyéndolo por un tramo de 15 cm de aorta toracica
obtenido de una paciente de 20 afios muerta tres semanas antes . La
anastomosis distal se realizé sobre la arteria iliaca comun derecha, con
implante sobre el injerto de la iliaca izquierda previa endarterectomia de ésta
(figura 2). El paciente sobrevivio 8 afios, falleciendo por infarto de miocardio.
Para entonces, el eco de estos prometedores avances ya habia abierto el
camino al trasplante vascular en los afios subsiguientes ante la necesidad
creciente de sustitutos arteriales validos.

Grerrow 14~

Figura 2. Charles Dubost (1952). Reseccién del segmento adrtico aneurismatico y sustitucion
por aloinjerto de donante cadaver, con reimplante de iliaca izquierda endarterectomizada.

Aortografias pre y post intervencién, con esquema del procedimiento quirdrgico entre ambas 13

A pesar de estos éxitos iniciales, los aloinjertos en fresco pronto comenzaron a
dar problemas en forma de degeneracion de la pared de los vasos y posterior
desarrollo de aneurismas, con resultados a largo plazo poco satisfactorios. De
Bakey y Szilagzi describieron ya en 1954 y 1957, respectivamente, los cambios
estructurales que sufrian los homoinjertos arteriales tras el trasplante 4%°. Para
mitigar estas complicaciones se desarrollaron métodos tempranos de
preparacion y preservacion con el objetivo de reducir la respuesta inmune
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(formol, alcohol, glicerina, éxido de etileno, betapropiolactona, irradiacion
catddica de alto voltaje y liofilizacion). Posteriormente se popularizé el uso de
aloinjertos venosos en detrimento de los arteriales. Este cambio se baso en
varias asunciones que posteriormente se comprobaron erroneas en su mayor
parte y que no han podido ser demostradas cientificamente 1°:

1. Las venas son menos antigénicas que las arterias porque presentan
menor cantidad de musculo liso.

2. Debido a su pared mas fina, el aloinjerto venoso podria extraer mas
nutrientes del flujo intraluminal que el arterial, mas dependiente de los
vasa vasorum. Esto haria menos probable la degeneracion isquémica y
la formacion de aneurismas.

El declive en el uso de los trasplantes vasculares hizo que la atencion se
dirigiera hacia el desarrollo de injertos protésicos de la mano de los nuevos
materiales que la investigacion en quimica estaba desarrollando. De esta
forma, se experimentd con injertos de tereftalato de polietileno o poliéster y
politetrafluoroetileno expandido o ePTFE (Dacron® y Gore-tex®,
respectivamente, por sus nombres comerciales), extendiéndose rapidamente
Su uso en los casos en que los que la vena safena interna del paciente no es
valida o no esta disponible (figura 3).

El tereftalato de polietileno fue descubierto en 1939, pero seria DuPont quien lo
perfeccionase y patentase como fibra de Dacron® en 1952. Injertos vasculares
fabricados con dicho material serian implantados inicialmente por Ormand
Julian y De Bakey en 1957 y 1958, respectivamente 7.

El PTFE fue patentado igualmente por DuPont en 1937, con el nombre de
Teflon®. En 1969, Wilbert Lee Gore patenté a su vez el politetrafluoroetileno
expandido o ePTFE (Gore-tex®) 8, que es el material empleado en los injertos
vasculares. Fue empleado por primera vez como protesis venosa por Ben
Eiseman, al que se le habia presentado el producto de forma casual durante un
viaje de ski en 19717,
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Figura 3. A: Injertos vasculares rectos y bifurcados de Dacron® de la marca Jotek®. B:
Injertos vasculares de PTFE, anillado y sin anillar, de la empresa G.Barco S.A.

Si bien la adopcion generalizada de estos nuevos materiales permitié ampliar
las posibilidades de revascularizacion y la disponibilidad de conductos listos
para su uso en la practica quirargica diaria, su rendimiento dista de ser el ideal
en cuanto a resistencia a las infecciones y tasa de permeabilidad,
especialmente en la revascularizacion del sector distal, en comparacion con la
vena autdloga. Kashyap y colaboradores publicaron en 2002 sus resultados
tras 20 afios de experiencia en bypasses femoro-distales (con anastomosis
distal sobre tibial anterior, peronea, tibial posterior o tronco tibioperoneo) para
la revascularizacidén de pacientes con isquemia critica. A los 36 meses, la
permeabilidad primaria fue del 20%, la permeabilidad secundaria del 42% vy el
salvamento de extremidad del 55% 2°. En un metanalisis de Albers y su equipo,
los injertos protésicos en reconstrucciones distales ofrecian una permeabilidad
primaria del 30,5% a los 5 afios y una permeabilidad secundaria del 39,7%.
Tras ese periodo de seguimiento, solamente el 55,7% de los pacientes
conservaban el pie 2.

Recientemente se han desarrollado prétesis vasculares bioactivas de ePTFE
con recubrimiento intraluminal de heparina, que se fija a su superficie mediante
un enlace covalente. Los resultados obtenidos con este tipo de bypasses
mejoran significativamente los de sus equivalentes sin heparina, de acuerdo
con los estudios publicados, acercandose al rendimiento de la vena safena
interna en términos de permeabilidad secundaria y salvamento de la
extremidad, e incluso igualando los de las arterias criopreservadas 224, No
obstante, como reconocen los propios autores, existe un sesgo de seleccion,
ya gue los pacientes con grados mas avanzados de isquemia critica, que son
sometidos a bypasses a troncos distales y con peor salida a través de los
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mMismos, no suelen constituir la primera eleccion para injertos protésicos, siendo
ademas significativamente mayor el nimero de reintervenciones en estos
altimos. Resulta dificil, por tanto, aceptar la validez de los estudios
comparativos mencionados, ademas de que el bypass de ePTFE con
recubrimiento de heparina no resuelve la necesidad de un conducto vascular
de origen bioldgico en los casos en los que existe infeccion de un bypass
protésico previo o arteria nativa.

La importancia de estos resultados es aun mayor si tenemos en cuenta que, en
la préctica clinica diaria, entre el 20 y el 45% de los pacientes presentan una
vena safena interna inadecuada o ausente 2%, Estos porcentajes podrian ser
incluso mayores en pacientes con necesidad de un bypass distal, ya que en
muchas ocasiones han sido sometidos a cirugias de revascularizacion previa.
En la busqueda de un sustituto que paliase estas deficiencias, cuando el
autoinjerto venoso no fuese una opcion valida, resurgié nuevamente el uso de
aloinjertos vasculares para un numero limitado de indicaciones. El
perfeccionamiento de las técnicas de criopreservacion permitio aumentar la
disponibilidad de este tipo de conductos, que ya no requerian su implante a las
pocas horas o dias, sino que podian almacenarse durante afios y ser
descongeladas en poco tiempo para su uso en cirugia emergente. Ademas, la
criogenizacion otorga al trasplante vascular una mayor proteccién frente a la
transmision de infecciones, al permitir mayor tiempo de cribado y estudio del
tejido donado. Tal es asi, que algunos grupos de trabajo ya no consideran ético
el trasplante vascular de tejido en fresco, mas adn ante la dificultad para
identificar posibles priones en el tejido donado ?’. Estas reservas se plasmaron
de forma préactica en la Directiva 2004/23/CE del Parlamento Europeo y del
Consejo de la Unién Europea, de 31 de marzo de 2004, relativa al
establecimiento de normas de calidad y de seguridad para la donacion, la
obtencion, la evaluacion, el procesamiento, la preservacion, el almacenamiento
y la distribucién de células y tejidos humanos, que limité de forma efectiva el
uso de aloinjertos conservados en fresco para esta indicacion en muchos
paises europeos. Si ademas tenemos en cuenta que este método de
preservacion no permite el almacenamiento de los injertos vasculares en banco
de tejidos para su posterior uso segun la demanda quirurgica, creemos que el
debate deberia cerrarse definitivamente en favor de los injertos criopreservados

Por otro lado, el proceso de criopreservacion redujo la aparicion de
degeneraciones aneurismaticas en comparacion con los trasplantes en fresco
28 Se penso, en un principio, que este descenso estaba relacionado con la
presencia de fibroblastos viables en el tejido descongelado, ya que la
criogenizacién reducia el numero de células, pero no las hacia desaparecer por
completo. Estos fibroblastos serian los responsables de producir colageno y
favorecer una continua autoreparacion de la pared 2. Otra razén para explicar
este descenso en el numero de aneurismas seria la disminucion de la carga
antigénica del trasplante vascular con motivo del proceso de criopreservacion.
Como veremos mas adelante, el fracaso de estos injertos en forma de
degeneracion de su pared esta sujeta a una importante controversia, con
estudios que presentan resultados contradictorios entre si, y lagunas que nos
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dificultan entender de forma integral los cambios y mecanismos a los que se ve
sometido el aloinjerto vascular.

Aunque posteriormente se desarrollaron injertos vasculares que fueran
capaces de conjugar estas mismas caracteristicas de permeabilidad y
resistencia a las infecciones, su uso no ha demostrado una ventaja clara y en
su mayoria las publicaciones disponibles hacen referencia a series cortas. Los
conductos vasculares de colageno bovino (arteria carotida modificada de origen
bovino, pericardio bovino...), son matrices fibrosas biologicas obtenidas
mediante una serie de procesos fisicos y quimicos que las convierten en
xenoinjertos acelulares. Su primer uso en humanos data de 1962, en posicion
femoro-poplitea *°, y recibieron la acreditacion de la Food and Drug
Administration (FDA) en 1970. Sin embargo, los resultados de este tipo de
bypass se vieron lastrados por una tasa acumulada de degeneraciones
aneurismaticas inaceptablemente alta, que podia alcanzar el 42,6% a los 4
afios *. En la actualidad, arterias carétidas modificadas de origen bovino se
venden bajo el nombre comercial de Artegraft® (Artegraft® Inc, North Brunswick,
New Jersey).

Los injertos de vena umbilical humana tratados con glutaraldehido también
intentaron ocupar el trono de los bypasses bioldgicos en ausencia de VSI
vélida. A pesar de existir series publicadas con buenos resultados de
permeabilidad primaria y secundaria, que pueden alcanzar el 53% vy el 67% a
los 4 afos, respectivamente *?, también se ha descrito un alto riesgo de
degeneraciones acumulado en el tiempo (53% a los 6 afios) *3, como paso
altimo de un proceso de biodegradacién del injerto. Sin embargo, seria la alerta
sanitaria en relacion con la encefalopatia espongiforme a finales de los afios 90
la que supondria el practico abandono de su uso.

Para evitar el problema de la reaccion inmunolégica frente al donante, a la vez
gue manteniendo las propiedades de resistencia a las infecciones y
permeabilidad en el contexto de un injerto biolégico de facil almacenaje y
pronta disponibilidad, se experimentd con procedimientos de descelularizacion
gue permitieran la repoblacién de la matriz organica restante con células del
receptor una vez implantados. Estos procedimientos estan aun en fase de
desarrollo, ya que se desconoce el mejor método de descelularizacion (se han
descrito respuestas inmunoldgicas transitorias en probable relacién con células
residuales 3%) y carecemos de estudios prospectivos con una muestra
significativa que validen los resultados.

Parece evidente que las lineas de investigacion actuales (tanto en 6rganos
s6lidos como en conductos vasculares) apuntan hacia la bioingenieria de
tejidos, creando andamiajes sobre los que se pueda repoblar mediante células
gue pueden provenir del propio huésped para conformar injertos viables con las
caracteristicas mas parecidas posible al original. Weinberg y Bell, ya en 1986
% intentaron fabricar un conducto bioldgico vascular con células xenogénicas
(fibroblastos, células musculares lisas y células endoteliales), conformando una
estructura similar a un vaso, aunque con pobres caracteristicas mecanicas.
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Desde entonces se han realizado muchos intentos de desarrollar estructuras
con un endotelio completamente autdlogo, que les confiera una baja
trombogenicidad y que presenten propiedades mecanicas los mas parecidas
posible a las de una arteria o vena **. Ademas del desarrollo de bioreactores
que faciliten esta tarea, la Ultima innovacion en ingenieria tisular viene dada por
el uso novedoso de bioimpresién 3D como método para obtener conductos
vasculares, empleando tintas de base celular *. Si bien se ha recorrido un largo
camino en la direccién correcta, su disponibilidad en la clinica diaria aun
requiere de afos de investigacion y desarrollo.

A la espera de que las prometedoras perspectivas de estos nuevos avances en
bioingenieria dejen obsoletos los injertos vasculares actuales, siguen existiendo
situaciones en las que la necesidad de un injerto biolégico, en ausencia de
vena safena interna autéloga, requiere del uso de trasplantes vasculares.

INDICACIONES ACTUALES PARA EL USO DE ALOINJERTOS
VASCULARES

El hecho de ser un conducto netamente organico otorga a los aloinjertos
criopreservados una serie de ventajas frente a otras opciones de
revascularizacion. La primera, y quiza la mas importante, es su resistencia a las
infecciones, por lo que su empleo resulta especialmente interesante en campos
quirdrgicos en los que existe un riesgo directo de infeccion (heridas
contaminadas, exposicion del injerto por pérdida extensa de tejido...) o cuando
el bypass se implanta directamente en una zona infectada, tanto en infecciones
de arteria nativa como, més frecuentemente, en sustitucion de un injerto
protésico sobreinfectado. Esta propiedad es aun mas importante, si cabe, en
localizacion suprainguinal, donde los aneurismas micéticos y las infecciones
protésicas del sector aorto-iliaco comprometen seriamente la vida del paciente.
La mortalidad puede alcanzar el 76% en pacientes con complicaciones y
tratamiento conservador ®. La resolucién definitiva del cuadro requiere la
erradicacion de la infeccion local, lo que resulta extremadamente dificil si existe
sobre la zona material protésico que permita a los microorganismos
acantonarse (figura 4). Entre las alternativas terapéuticas, si excluimos el
tratamiento conservador y lo trasplantes vasculares criopreservados, se han
incluido el bypass extranatomico, los injertos protésicos embebidos en plata o
antibiético (como la Rifampicina), la reconstruccion aértica empleando la vena
femoral (Sistema Neo-aortoiliaco), xenoinjertos de pericardio bovino y los
injertos biosintéticos tipo Onmiflow 11®. Estos procedimientos estdn muchas
veces asociados a importantes complicaciones, como la recurrencia infecciosa,
fallo del mufidn adrtico o edema severo de la extremidad donante, y en el caso
del pericardio bovino o el Ominflow 11®, existen escasas publicaciones y
ausencia de evidencia sobre su uso en el sector aorto-iliaco *.
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Figura 4. Sustitucion de una endoproétesis sobreinfectada mediante tres arterias
criopreservadas: una aorta toracica y dos iliacas (A), suturadas para conformar un aloinjerto
bifurcado e implantado en posicién infrarenal (B). Imagenes intraoperatorias de nuestro servicio
de cirugia vascular en el Hospital Universitario Central de Asturias.

More y colaboradores ya publicaron en 1975 un estudio sobre la superioridad
de los injertos bioldgicos (tanto autoinjertos como aloinjertos) frente al bypass
de Dacron® en campos infectados, manteniendo su funcién como conductos
vasculares y permitiendo el tratamiento erradicador de la infeccién en
conjuncion con la antibioterapia *°. Se ha visto que, en este contexto infeccioso,
las arterias criopreservadas son preferibles a las venas, ya que son capaces de
tolerar mejor la presion sistémica de la aorta, ademas ser mas resistentes a un
fallo de la anastomosis %. Un estudio multicéntrico en los Estados Unidos, con
14 de los Hospitales de mayor volumen en dicho pais y un total de 220
aloinjertos arteriales criopreservados en infecciones de injertos aorticos
abdominales, arroj6 una permeabilidad de estos bypasses del 97% a los 5
afos, con una supervivencia del 75% al afio y del 51% a los 5 afios . En
consecuencia, los autores concluyen que los aloinjertos de arteria
criopreservada deberian ser considerados la primera linea de tratamiento en la
infeccion aortica.

Estos aceptables resultados, en una complicacion que supone todo un reto
para el cirujano vascular, se ven respaldados en una comparativa de los
distintos estudios publicados desde el afio 2000, que muestra alentadores
porcentajes de reinfeccion y mortalidad (tabla 1) *?. Se ha modificado la Tabla
para incluir nuestros resultados en el Hospital Universitario Central de Asturias
(HUCA). En dicho centro, entre los afios 2006 y 2019, fueron tratadas 17
infecciones del sector aorto-iliaco mediante reconstruccion con arterias
criopreservadas, presentando una latencia de 6 a 128 meses desde la cirugia
inicial en las infecciones protésicas. Tres pacientes presentaron aneurismas
micoéticos, y en tres casos se asocid una fistula aorto-entérica. Se registré una
reinfeccidon y dos aloinjertos sufrieron degeneraciones aneurismaticas. Ademas,
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un paciente fue exitus por una fistula entero-arteria criopreservada (el 5,8%).
Estos resultados fueron presentados en el XVI congreso de la Sociedad
Espafiola de Bancos de Tejidos (Oviedo, 2019).

Outcomes of cryopreserved allograft implantation in aortic infections

No. of  Mean follow-up Early Graft-related  Graft-related
Study patients (months) mortality Amputation Reinfection complications mortality
HUCA (2019) 17 31 11.7% 0% 5.8% 35.2% 5.8%
Masabni et al. (2019) 15 18.5 6.7% 0% 6.7% 26.7% 0%
Ben Ahmed et al. (2018) 71 45 16.9% 1.4% 4.2% 18.3% 7%
Heo et al. (2017) 25 19.1 8% - 0% 12% 0%
Harlander-Locke et al. (2014) 220 30 9% — 4% 24% —
Touma et al. (2014) 54 12.1 28% 1.9% 4% 19% 7%
Bisdas et al. (2011) 22 27 9% = 0% 9% 0%
Bisdas et al. (2010) 57 36 88% — 0% 5.3% 0%
Brown et al. (2009) 18 23 11.1% 0% 0% 11.1% 0%
Zhou et al. (2006) 42 12.5 16.7% 14.3% 0% 2.4% 0%
Noel et al. (2002) 56 5.3 18% 5% 2% 25% 4%
Vogt et al. (2002) 49 27 6% 0% 2% 16.3% 8.2%
Leseche et al. (2001) 28 35.4 17.8% 0% 0% 17% 17.8%
Verhelst et al. (2000) 90 36 17% 1% 1% 21.1% 11.1%

Tabla 1. Resultados de los estudios con aloinjertos criopreservados por infeccién
aortica de los ultimos 20 afios. Se incluyen nuestros resultados en el Hospital
Universitario Central de Asturias (HUCA). Modificado de Masabni et al (2019) .

La segunda ventaja de los aloinjertos criopreservados en virtud de su caracter
biolégico viene dada por sus mejores resultados de permeabilidad en
comparacién con los bypasses protésicos. Como hemos mencionado
previamente, los injertos protésicos presentan un pobre rendimiento en
posicion infragenicular, especialmente en bypasses a troncos distales. Es
precisamente en pacientes con cuadros de isquemia critica, que asocian dolor
en reposo y/o pérdida de tejido, y por tanto riesgo de amputacion mayor, en los
gue el uso de aloinjertos vasculares estaria directamente indicado ante la
necesidad de revascularizacion distal y ausencia de vena safena autéloga. A
pesar de su supuesta superioridad con respecto al ePTFE en este sentido, los
aloinjertos vasculares muestran a menudo tasas de permeabilidad
decepcionantes a medio y largo plazo. En un estudio multicéntrico 2’ que
recopilé 165 bypasses infrageniculares con arterias criopreservadas en
hospitales de Marsella, Saint-Etienne y Grenoble, la permeabilidad primaria a
1,3y 5 afos fue de 48,7%, 34,9% y 16,1%, respectivamente, y la
permeabilidad secundaria de 59,8%, 42,1% y 25,9%. Sin embargo, estos
resultados contrastan con las tasas de salvamento de extremidad, del 83,8%,
76,4%y 74,2% a 1,3 y 5 afios respectivamente. Hay que tener en cuenta que
se trata de pacientes con isquemia critica, que presentan un elevado riesgo de
pérdida de la extremidad si siguen un tratamiento conservador.

Estas observaciones se repiten en las series descritas previamente,
confirmando la discrepancia entre una pobre permeabilidad tardia y una
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aceptable tasa de salvamento de extremidad. Albertini sugiere dos posibles
explicaciones a este fenémeno 2’

a) El bypass permite ganar tiempo para el desarrollo de circulacion
colateral que pueda suplir de suficiente perfusién al miembro y, por lo
tanto, revertir los sintomas cuando el injerto se trombose. Esta teoria
podria ser especialmente valida en los pacientes con isquemia critica y
afectacion tisular (estadios 5 y 6 de Rutherford), ya que mientras el
trasplante vascular permanece permeable permitiria la cicatrizaciéon de la
lesion o de la herida quirdrgica de una amputacion menor, segun
corresponda, devolviendo al paciente a un estadio 3 una vez se
trombosa el bypass.

b) Algunos pacientes se habrian curado, o el dolor en reposo habria
remitido, incluso si la revascularizacion quirdrgica no se hubiera llevado
a cabo. Esta explicacién se fundamentaria en un error al valorar la
indicacion de intervencion en los pacientes con isquemia critica
(estadios 4, 5y 6 de Rutherford, tabla 2). Se entiende como isquemia
cronica critica de miembros inferiores a la situacion de isquemia que
pone en peligro la viabilidad de la extremidad, un concepto propuesto
inicialmente en 1982 en un grupo de trabajo del Simposium Vascular
Internacional . Lo cierto es que en los Ultimos tiempos ha surgido
importante controversia con respecto la definicién actual de isquemia
critica, poniendo en entredicho la clasificacion actual. Algunas voces han
hecho una llamada a establecer una nueva definicion que adne
conceptos clinicos y hemodindmicos. El objetivo es establecer una
clasificacion actualizada, basada en la evidencia a traves de su
validacion empirica por medio de una cohorte prospectiva, que permita
una mejor categorizacion de los pacientes en riesgo de pérdida de
extremidad y que mejor podrian beneficiarse de una posible
revascularizacion .

CLASIFICACION FONTAINE CLASIFICACION RUTHERFORD

Estadio Clinica Estadio Clinica

I Asintomatico 0 Asintomatico

lla Claudicacion leve (mayora 200 1 Claudicacion ligera
metros)

Ilb Claudicacion moderada — severa 2 Claudicacion moderada

(menor a 200 metros)

3 Claudicacion severa
Il Dolor isquémico en reposo 4 Dolor isquémico en reposo
vV Ulceracion o gangrena 5 Perdida tisular menor

6 Perdida tisular mayor
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Tabla 2. Clasificaciones clinicas de la isquemia cronica de miembros inferiores
(Fontaine y Rutherford). Enmarcados en rojo los estadios correspondientes a la
isquemia critica.

Existen diferencias en cuanto al uso de los aloinjertos criopreservados si
tomamos como referencia los estudios publicados en Norteamérica y Europa.
En los Estados Unidos, el origen de los conductos es mayoritariamente
comercial, dependiente de empresas del sector sanitario que suministran los
injertos criopreservados a demanda (CryoLife® Inc, Kennesaw, Georgia; y
LifeNet Health®, Virginia Beach, Virginia, principalmente). Por un lado, el
suministro comercial aumenta el tiempo en el que podemos tener disponible el
bypass, en comparacion con un banco de tejidos localizado en el mismo centro,
ya que requiere de un tiempo minimo para servir las peticiones y, por lo tanto,
limita su empleo en caso de cirugia emergente. Por otro lado, la
comercializaciéon a través de compafias médicas hace que el precio por injerto
sea mayor, a cambio de reducir la necesidad de complejos programas de
trasplante, procesado y almacenamiento en cada centro, que requieren de un
elevado consumo de medios técnicos y humanos. El coste de un aloinjerto
obtenido a través de una casa comercial puede ir de los 1850 euros de una
vena safena preservada en isquemia fria y obtenida de cirugia de varices
mediante stripping (Bioprotec®, Lion, France)®, a los 7000-7500 ddlares de una
vena safena criopreservada de donante cadaver (Criograft, CryoLife® Inc,
Kennesaw, Georgia, USA)*. Si el injerto se obtiene a través de un programa
nacional, como el Etablissement Francais du Sang (agencia gubernamental
francesa responsable de la recogida de sangre y tejidos), una arteria
criopreservada de origen cadavérico costaria 1600 euros .

A diferencia de Estados Unidos, en Europa y otros continentes la gran mayoria
de los bypasses tiene su origen en bancos de tejidos situados en el propio
centro, regionales (como el Banco de Sangre y Tejidos de Catalufia, en
Barcelona), nacionales (como el National Cardiovascular Homograft Bank o
NCHB, en Singapur, o el mencionado Etablissement Frangais du Sang en
Francia) y supranacionales (como el European Homograft Bank o EHB, en
Bruselas). Aunque existe alguna publicacion sobre aloinjertos en isquemia fria
de origen comercial (Bioprotec®, Lion, Francia) *°, ésta resulta anecdotica si la
comparamos con las series norteamericanas de los uUltimos 13 afios, en las que
el origen del aloinjerto (tanto arterial como venoso) estuvo siempre en las
empresas CryoLife® y LifeNet Health® (tabla 3).

Estudio Aloinj. Preserv. Indicac. Localiz. Pais Origen
Furlough
et al, Arterial ~ Criopr. Infeccion Periférica  USA CryolLife®
2019%
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Guevara-

Noriega et Arterial  Criop. Isquemia Periférica Espafia BTC
al, 2019*
Masmejan
et al, Arterial  Criop. Isquemia Periférica  Suiza EHB
2019%
Masabni

. . ., Aorto- .
et al, Arterial ~ Criop.  Infeccién i USA CryolLife®
5018% iliaca
O’Banion
et al, Venoso Criop. Isquemia Periférica  USA CryolLife®
2017%°
Lejay et : . . Adrtica/ :
al, 20175 Arterial Criop. Infeccién Periférica Francia EHB/BTB
Heo et al, : . . Aorto-
201752 Arterial Criop. Infeccién iliaca Corea SMB
Bossi et Arterial/ . L, Adrtica/ .
AL TS Wi Criop.  Infeccién Periférica Italia CCM
Lowampa -
et al, Arterial  Criop.  Infeccién Aolrt!c.a/ Bélgica EHB
20165 Periférica
Diamant lsauem./
et al, Arterial ~ Criop. Imgeccic’)ln Periférica Uruguay BTHP
2016
ggfsfg,t 2l Venoso Isq;Jrgma Isquemia Periférica Francia Bioprotec®
Chang et . . ifari CrvolLife®
al, 2014% Venoso  Criop. Isgemia Periférica  USA ryoLife
Touma et . . o Aorto- .
al, 201456 Arterial Criop. Infeccion iliaca Francia BTSA
Harlander Aorto-
et al, Arterial ~ Criop.  Infeccion I USA CryolLife®
20144 iliaca
Zehr et al, . . s CrvolLife®
20115 Venoso  Criop. Isquemia Periférica USA ryoLife
Randon et . . s -
al, 201058 Venoso  Criop. Isquemia Periférica Bélgica BHUG
Matia et Arterial/ Isquemia : s Rep.
al. 2010 Venoso fria Isquemia Periférica Checa BICEM
Bisdas et : . . Aorto-
al, 20106 Arterial Criop.  Infeccion iliaca Alema. DGFG
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Bannazad CryolLife®/
_— 2008.6] Venoso Criop. Isquemia Periférica USA LifeNet
, Health®

Tabla 3. Recopilacion de los estudios con las series de pacientes revascularizados mediante
aloinjertos, criopreservados o en isquemia fria, y tanto arteriales como venosos, para el
tratamiento de patologia isquémica y/o infecciosa en los dltimos 13 afios. Aloinj.: Tipo de
aloinjerto. Preserv.: Método de preservacion. Criop.: criopreservacion. Localiz.: Localizacion
del injerto implantado. USA: United States of America. Origen: origen del aloinjerto (banco de
tejidos, comercial...). BTC: Banco de Tejidos de Catalufia. EHB: European Homograft Bank.
BTB: Besangon Medical Bank. SMB: Samsung Medical Bank. CCM: Centro Cardioldgico
Moncino. BHP: Banco de Tejidos del Hospital Pasteur. BTSA: Banco de Tejidos de Saint
Antoine. BHUG: Banco del Hospital Universitario de Gante. BICEM: Banco del Institute for
Clinical and Experimental Medicine. DGFG: Deutsche Gesellschaft flir Gewebetransplantation
(German Society for Tissue Transplantation)

Por otra parte, de las distintas publicaciones se puede inferir otra caracteristica,
ademas del distinto origen de los injertos. Si tomamos como referencia los
estudios previos, en Europa el uso mayoritario fue de aloinjertos arteriales,
mientras que en los Estados Unidos se encuentra mas repartido entre arterias y
venas, con mayoria de estas Ultimas. En los ultimos 13 afios solo encontramos
dos publicaciones con aloinjertos venosos criopreservados fuera de
Norteamérica **°8, y una de ellas incluye tanto arterias como venas en su serie.
Ademas de la obvia tradicidon en el uso de aloinjertos venosos en instituciones
americanas, una de las razones podria estar en la dificultad para acceder de
forma constante a donantes cadaver. Ademas del origen cadavérico, existe la
opcion de obtener tejido vascular a través de donante vivo, a partir de
segmentos del sistema venoso superficial (venas safenas) obtenidos durante la
cirugia de varices mediante la técnica de “stripping” 46282, Por otro lado,
muchas publicaciones ni siquiera especifican el origen del injerto venoso, con lo
que no es posible saber la naturaleza del mismo. Aunque la vena se examina y
se descartan aquellos tramos dilatados e incompetentes, pareceria l6gico que,
si la insuficiencia venosa representa una de las posibles causas para descartar
la safena aut6loga como bypass, su uso como aloinjerto genere dudas
razonables. Ademas, hay que tener en cuenta que la maniobra de
fleboextracion mediante “stripping” es, de por si, inevitablemente traumatica
para el vaso, lo que no ayuda a despejar las dudas sobre su uso en cuanto a la
aparicion posterior de degeneraciones aneurismaticas.

Lo cierto es que, aunque los aloinjertos criopreservados de origen venoso
siguen siendo de uso comun en muchos centros, un metanalisis de Albers y
colaboradores ® comparando los estudios entre 1982 y 2003 sobre distintos
tipos de aloinjertos en bypasses infrapopliteos demostré que los mejores
resultados en cuanto a salvamento de la extremidad se obtenian con arterias
criopreservadas, seguidas de las venas criopreservadas y las venas de cordon
umbilical. Por su parte, los aloinjertos vasculares en fresco presentaban la
mejor permeabilidad a los 4 afios, seguidos por las arterias criopreservadas, las
venas de cordon umbilical y las venas criopreservadas, en ese orden. No
obstante, los trasplantes vasculares en fresco eran responsables de los peores
resultados con respecto a salvamento de la extremidad.
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También cabe sefalar que los aloinjertos vasculares no se emplean
Gnicamente en la revascularizacion arterial periférica y en las infecciones de
arteria nativa e injerto protésico, aunque sean esas las principales indicaciones
en nuestro estudio. Se han usado con éxito en las fistulas arteriovenosas para
acceso de hemodidlisis en ausencia de venas nativas validas, en implante de
valvulas cardiacas con y sin conducto vascular asociado (injerto valvulado) y en
la reconstruccion arterial y venosa tras reseccion de tumores intratoracicos %.

Como ya hemos mencionado, una de las principales limitaciones de los
aloinjertos vasculares criopreservados es su tendencia a presentar
degeneraciones aneurismaticas. Su aparicion condiciona el posible fracaso del
bypass, al aumentar el riesgo de trombosis y de rotura directa del injerto
trasplantado. El porcentaje de degeneraciones referido en las series publicadas
en los ultimos 10 afios de bypasses criopreservados llevados a cabo
exclusivamente en la revascularizacion de miembros inferiores, tanto por
isquemia critica como por infeccion, abarca del 2,38% de Masmejan y su
equipo en Suiza *° al 25% de los bypasses periféricos en la serie de Lejay en
Francia °!. Los resultados de este (ltimo estudio llaman la atencion, sobre todo
si tenemos en cuenta que ninguna otra serie en ese tiempo ha superado el
5,4% de degeneraciones aneurismaticas en bypasses infrageniculares y que,
ademas de esas siete degeneraciones, otros dos pacientes de los 28 sufrieron
rotura espontanea del injerto.

Tradicionalmente se han considerado dos posibles causas para explicar esta
elevada tasa de aneurismas en aloinjertos criopreservados. La primera esta
relacionada con el proceso de extraccion, criogenizacion, descongelacion y
posterior manipulacién durante su preparacion para el implante. Se trataria, por
tanto, de un dafio mecanico y también fisico, dadas las alteraciones que puede
sufrir el tejido al ser sometido a muy bajas temperaturas, para posteriormente
realzar el proceso inverso de calentamiento hasta volver a alcanzar la
temperatura ambiente. La segunda causa estaria en relacion con la reaccién
inmunologica del huésped frente al injerto vascular en su condicion de
trasplante a pesar de la importante pérdida celular, con la particularidad de no
tratarse de un érgano solido y siendo, por lo tanto, mas resistente a una
respuesta inmune.

CRIOPRESERVACION DE TEJIDOS VASCULARES

La criopreservacién se realiza mediante la reduccion progresiva de la
temperatura del injerto en un medio crioprotector hasta alcanzar temperaturas
muy inferiores al punto de congelacion. En algin momento de este proceso se
produce la formacion de masas de hielo que contienen agua pura cristalina. Lo
gue permanece entre las masas de hielo en crecimiento es lo que se denomina
fraccion no congelada, en la que estan confinadas todas las células y todos los
solutos. La concentracion de sales, azlicares y medio crioprotector aumenta a
la par que disminuye el volumen de la fraccion no congelada. Este incremento
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de las fuerzas osmoticas causa un flujo de H20 desde las células (figura 5).
Una velocidad de congelacion lenta es necesaria para permitir un flujo
suficiente que minimice la posibilidad de formar hielo intracelular. A medida que
la temperatura sigue bajando, la viscosidad de la fraccion no congelada se
hace demasiado alta como para que siga teniendo lugar la cristalizacion,
convirtiéndose el resto de la misma en un sélido amorfo que no contiene
cristales de hielo °°.

Hielo Hielo Hielo

Hielo

Célula

Célula
deshidratada

D,

Fraccién no
congelada
concentrada

Fraccion no congelada

Hielo
Hielo

Figura 5. Descripcién grafica del mecanismo de criogenizacién. A medida que desciende la
temperatura y aumenta la masa de hielo, la fraccién libre se concentra y la célula se deshidrata

por la diferente osmolaridad. Modificada de Han et al 67,

Hielo

Los pequenios cristales de hielo presentan un punto de congelacion inferior al
de las masas mas grande. La formacion espontanea de hielo ocurrira después
de que la solucion sea enfriada a una temperatura de entre -5y -15 °C. Para
evitar el dafio celular causado por el enfriamiento o recalentamiento se intenta
variar la temperatura lo mas paulatinamente posible. Si el medio de
criopreservacion Unicamente contiene sales, la concentracion de electrolitos en
la fraccién no congelada alcanzara niveles muy altos a medida que la
temperatura desciende. De ahi que se empleen crioprotectores como medio de
criogenizacioén, consistentes principalmente en soluciones que contienen una
gran proporcion de solutos no electroliticos .

Por otro lado, el hielo extracelular, que resulta inocuo en una suspension
celular, puede dafiar directamente la estructura de un tejido al congelar éste.
Tanto es asi, que los tejidos con una disposicidbn densamente compacta de
células, como por ejemplo una arteria, tienen mayor probabilidad de resultar
dafiados por el estrés mecanico de la criopreservacion que los tejidos con una
disposicion celular menos compacta, como las venas .

La mejora en los protocolos de criogenizacién, en forma de regulacion de las
pautas enfriamiento/ descongelacién y el uso de nuevos medios
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crioprotectores, supuso un gran avance en el procesamiento de los aloinjertos
vasculares criopreservados. De esta forma se redujo el dafio tisular y con ello
el porcentaje de fracasos en estos bypasses. Se realizaron experimentos con
diferentes tipos de medios crioprotectores: polietilenglicol, glicerol, dimetil
sulféxido (DMSO)... Los mejores resultados en cuanto a conservacion de la
funcion contréctil post descongelacion se obtuvieron con DMSO ¢, que
actualmente es el medio mas usado en la criopreservacion de tejidos
vasculares. Ademas, se comprobd que el tiempo de almacenamiento en ese
estado no alteraba las propiedades antitromboticas ni estructurales,
manteniendo la viabilidad celular de la pared vascular *"2, A pesar de ello, este
proceso conlleva la pérdida parcial tanto de la contractilidad del musculo liso
como de la funcionalidad del endotelio, que es un regulador clave de la
homeostasis de los vasos 3. Esta pérdida de contractilidad esta provocada por
el dafio irreversible de un nimero significativo de células musculares lisas
como resultado del proceso de criopreservacion, siendo éstas las mas
afectadas de la pared arterial *. Como veremos mas adelante, este hecho se
objetiva posteriormente al observarse una pérdida muy importante de este tipo
de células en los aloinjertos criopreservados al poco de ser implantados.

El protocolo de descongelacion resulta igualmente clave, ya que es
fundamental controlar la velocidad a la que se aumenta la temperatura del
injerto para conseguir su vuelta a la temperatura ambiente desde su estado
previo de congelacion. Un rapido aumento de la temperatura conlleva dafios
estructurales en forma de pérdida de endotelio y corrugaciones longitudinales
en la direccion del flujo sanguineo causadas por la contraccion de células
musculares lisas en la tinica media (figura 6), con fractura de la capa
subendotelial 7.

Figura 6. Microscopia electrénica de la pared de la raiz adrtica tras descongelacion. A:
Descongelacion a temperatura ambiente de 23 °C. Pérdida de endotelio, exponiendo la lamina
basal, con dafio de las capas subendoteliales en forma de defectos circulares y microfracturas
(Aumento: x560). B: Descongelacién al bafio Maria de 37°C. Corrugaciones longitudinales en la
direccion del flujo sanguineo provocadas por la contraccion de las células musculares lisas de
la tinica media (Aumento: x520). Imagenes obtenidas de Novotny et al (2017) "
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Ademas de preservar los tejidos por medio de la criopreservacion, existe otra
variante conocida como vitrificacion. El término hacer referencia a la
transformacién de liquido en un sélido en ausencia de cristalizacion, por lo que
también se la denomina criopreservacion libre de hielo o ice-free
cryopreservation. Los métodos de vitrificacion requieren el uso de un medio con
una gran concentracion de solutos. De esta forma, el hielo no llega a formarse
en ninguna parte de la muestra, por lo que no se requiere un enfriamiento
gradual, sino que incluso puede ser beneficioso un rapido descenso de la
temperatura. Los tejidos sometidos a este proceso también pueden verse
dafiados por el shock térmico, pero la temperatura baja tan rapido que
alcanzan el estado de vitrificacion antes de ser afectados. Sin embargo, las
altas concentraciones necesarias de agente crioprotector pueden dafar por si
mismas el injerto por los abruptos cambios osméticos o la toxicidad quimica .
Se han realizado estudios sobre la viabilidad de este método de preservacion
en tejidos vasculares, con resultados que confirman el mantenimiento de las
caracteristicas viscoelasticas del vaso y su buena respuesta in vivo en modelos
animales 8% a pesar de una menor viabilidad celular en comparacion con la
criopreservacion por congelacion 8. Actualmente, la vitrificacion como técnica
preservacion de injertos vasculares no se ha popularizado.

El protocolo de criopreservacion mas comunmente utilizado hoy en dia emplea
DMSO como medio crioprotector, con un congelador biolégico programable que
permita una reduccion controlada de la temperatura del injerto. La introduccion
y mejora de estos protocolos por el Banco de tejidos humanos del Centro
Comunitario de Sangre y Tejidos de Asturias adscrito a nuestro centro (figura 7)
nos permitiod erradicar los fracasos hiperagudos que se observaban en los
aloinjertos implantados hace décadas, cuando era habitual objetivar roturas del
bypass a las pocas horas o dias del implante. Por otro lado, la estandarizacion
de los procedimientos de procesado y conservacion de los tejidos vasculares
permite hacer mas facil las comparaciones entre distintos estudios, aunque
como ya hemos visto previamente, alguna serie pueda ofrecer resultados que
se salen de la horquilla y hagan pensar en algun problema en el tratamiento de
los injertos .

Figura 7. Instalaciones del banco de tejidos humanos en el Centro Comunitario de Sangre y
Tejidos de Asturias (Oviedo, Espafia)
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RESPUESTA INMUNOLOGICA

Si una posible causa para la degeneracion de estos aloinjertos podia estar en
relacion con el proceso de criopreservacion/descongelacion, la otra hacia
referencia a los factores inmunolégicos que entran en juego desde el momento
en que se realiza un trasplante de tejido vascular entre dos individuos
genotipicamente diferentes.

Aunque en el trasplante de érganos sélidos los anticuerpos generados frente a
antigenos HLA del donante son responsables del rechazo agudo e hiperagudo
que puede verse en algunos de estos pacientes 8284 en los trasplantes
vasculares siempre ha existido controversia sobre la antigenicidad de los
aloinjertos criopreservados y en la significacion clinica de los anticuerpos
formados frente a estos tejidos. En general perdura el concepto de que los
injertos arteriales y venosos son escasamente antigénicos, y por tanto no se
requiere compatibilidad entre grupos sanguineos ABO ni fenotipos de HLA. A
diferencia de los cambios histoldgicos postrasplante, existen escasas
publicaciones que hayan estudiado en humanos la reaccion inmunolégica
generada por estos tejidos desde el punto de vista de los anticuerpos formados
especificamente frente al donante.

Hasta donde sabemos, solamente tres grupos de trabajo han presentado
estudios demostrando la sensibilizacion especifica de aloinjertos vasculares en
receptores humanos, mas alla de la medicion cuantitativa de la reaccion
inmunoldgica post implante, aunque si existe algun articulo que muestra
evidencia de anticuerpos donante especificos en el trasplante de valvulas
cardiacas .

El equipo de Mirelli ha publicado hasta la fecha tres trabajos (1998, 1999 y
2005 8-88) sobre trasplantes arteriales en el sector aorto-iliaco por infeccion
protésica. Los injertos empleados fueron en fresco, incluyendo un grupo de 7
arterias criopreservadas en la ultima serie (el 20%). En el primer estudio, con 5
pacientes, el seguimiento fue de 12 meses, mientras que en los estudios
sucesivos, con 10 y 30 pacientes, el seguimiento fue de 24 y 48 meses
respectivamente. En todos los casos se mantuvo compatibilidad ABO entre el
donante y el receptor. Se objetivé la formacion de anticuerpos IgG dirigidos
contra antigenos HLA especificos del donante, que se detectaban un mes
después del trasplante, si bien reconocen que la repercusion clinica de estos
anticuerpos anti-HLA es desconocida. No se observaron diferencias en cuanto
a la formacién de anticuerpos entre los aloinjertos frescos y criopreservados.

Balzer y colaboradores &, por su parte, publicaron en 2004 un estudio con 10
pacientes con patologia isquémica periférica a los que se les realiz6 trasplante
venoso en fresco de origen cadavérico (no criopreservado). No se comprobdé la
compatibilidad ABO y en todos los casos menos uno se administré una dosis
baja de ciclosporina. A 10 de estos pacientes se les realizé un estudio de
anticuerpos anti-HLA tipo | y Il mediante una Unica muestra de suero extraida
una media de 849 dias tras el implante (rango 28-1780 dias). Los resultados
mostraron tanto la presencia de anticuerpos anti-HLA IgG tipo | como tipo Il que
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eran especificos para antigenos HLA del donante en 9 de los 10 pacientes
(siete de nueve pacientes presentaban anti-HLA tipo | y ocho de nueve anti-
HLA tipo II). El inico paciente que no presentd aloanticuerpos habia sufrido
trombosis de los injertos a los 3 y 4 dias respectivamente, con posterior
amputacion del miembro. Tampoco el tratamiento con ciclosporina impidio la
formacion de anticuerpos. La limitacidon mas importante de este estudio,
ademas del tamafio de la muestra, se encuentra en que el analisis se realizo en
un Unico corte transversal, con un tiempo de extraccion de la muestra es
también muy heterogéneo, por lo que no pueden sacarse conclusiones sobre la
evolucion en el tiempo de la formacion de anticuerpos. Ademas, no se
incluyeron aloinjertos criopreservados en la muestra.

Finalmente, el estudio mas completo sobre la especificidad de los anticuerpos
generados tras trasplante arterial lo publicé Konrad y su equipo en 2017 %,
cuando nuestra propia investigacion ya se habia iniciado. En él se siguieron 40
aloinjertos frescos y 4 criopreservados implantados por infeccién de prétesis
vascular previa, y en los que no se habia mantenido compatibilidad ABO. Se
llevé a cabo un Unico control seroldgico entre los 10 y los 13 meses post
implante, observandose la formacion de anticuerpos especificos frente a HLA
del donante en 42 pacientes. En dos casos no se objetivo inmunizacion anti-
HLA ni anticuerpos especificos, probablemente en relacion con una importante
compatibilidad entre donante y receptor. En un Unico caso no se observo dicha
especificidad ni se encontrd causa para la ausencia de la misma, por lo que los
autores sugieren la posibilidad de un fallo en la sonda de deteccion de
anticuerpos

Ademas, se llevo a cabo el explante de 15 aloinjertos, descartando los seis
casos que fueron amputados por mala evolucion de su infeccion al considerar
gue los procesos inflamatorios podrian alterar las consecuencias del proceso
inmunoldgico concomitante. Se analizaron, por tanto, los 9 bypasses restantes
gue habian sido escindidos tras presentar trombosis. Ninguna arteria habia
presentado degeneracion aneurismatica. Los tres bypasses explantados mas
prontamente (a los 14, 15y 45 dias de la intervencion) no presentaban
hallazgos patolégicos significativos, aunque si un infiltrado linfocitario indicativo
de un proceso inflamatorio subyacente, también presente en los injertos
extraidos posteriormente en un rango de tiempo que va de los 8 a los 96 meses
de la cirugia. Los resultados anatomopatolégicos en este ultimo grupo
consistian en un aumento del colageno, el tejido conectivo y las fibras elasticas
de la adventicia, una pérdida de células musculares lisas en la tinica media y
la hiperplasia de la intima.

Esta ultima investigacion resulta muy interesante no sélo porque aumenta el
tamafio muestral y el tiempo de seguimiento en comparacion con estudios
previos, sino también porque intenta encontrar una conexién entre los
hallazgos histolégicos en el tejido y la respuesta inmunoldgica en el suero del
paciente. Nuevamente, el hecho de realizar un Unico andlisis para comprobar la
formacion de anticuerpos impide comprobar las posibles variaciones del perfil
de anticuerpos en el tiempo. También el escaso niumero de arterias
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criopreservadas incluidas en el estudio (4 bypasses) dificulta poder obtener
conclusiones definitivas sobre la respuesta inmunolégica y sus consecuencias
en este tipo de aloinjertos. Por ultimo, ni Konrad, ni Mirelli ni Balzer incluyeron a
pacientes con degeneracion aneurismatica en sus series, lo que habria sido
muy interesante para poder comprobar las caracteristicas inmunohistologicas
de este grupo de aloinjertos.

Es importante diferenciar entre aloinjertos frescos (conservados en medio de
preservacion al 4% en isquemia fria, por encima del punto de congelacion) y
criopreservados ya que, aungue algunos autores no encuentran diferencias
significativas en la respuesta inmune generado por ambos tipos de trasplante
vascular °1%2, otros grupos han presentado resultados que justifican que el
proceso de criopreservacion disminuye la inmunogenicidad de estos bypasses
9% Rodriguez y colaboradores %, de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Alcala, comprobaron que el proceso de remodelado arterial en
aloinjertos frescos y criopreservados en un modelo animal fue similar, si bien
los segundos inducian una respuesta inmune significativamente menor en
todos los tiempos de seguimiento. Este concepto se tratard en profundidad en
el apartado sobre aloantigenicidad de las arterias criopreservadas.

COMPATIBILIDAD ABO Y RHESUS

Al igual que en los trasplantes de 6rganos sélidos, también en los aloinjertos
vasculares ha surgido la cuestion de si el grupo ABO y la compatibilidad
Rhesus podrian jugar un papel en las complicaciones de estos bypasses. Se
ha demostrado que los aloinjertos arteriales criopreservados expresan
antigenos de los grupos sanguineos Ay B en la superficie endotelial de los
vasa vasorum de la adventicia y la media *. Por otro lado, es sabido que el
trasplante cardiaco de donante ABO y Rhesus compatible ofrece mejores
resultados, siendo uno de los pardmetros consideraos necesarios, junto con la
concordancia de tamario entre donante y receptor ¥. La necesidad de respetar
el grupo sanguineo y el Rh en aloinjertos vasculares y valvulas cardiacas, sin
embargo, no ha demostrado claramente los mismos beneficios. Los resultados
del estudio de Albertini y colaboradores no describieron diferencias en términos
de permeabilidad y degradacion aneurismatica en aloinjertos arteriales %’. Otros
equipos tampoco han observado diferencias en trasplantes con aloinjertos
venosos °’. En el estudio mas completo sobre compatibilidad ABO y Rhesus en
aloinjertos arteriales criopreservados, Schiava y su grupo % no encontraron
relacion entre la incompatibilidad ABO y la degeneracion de las arterias
criopreservadas, sugiriendo que la compatibilidad HLA seria mucho mas
interesante de cara a evitar el rechazo inmunolégico. Sin embargo, reconoce
gue alcanzar ese nivel de correlacion resulta muy dificil, teniendo en cuenta el
limitado stock de los bancos de tejidos, y técnicamente imposible en la cirugia
urgente.
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No obstante, no todos los resultados son igual de unanimes en estas
conclusiones. Bisdas present6 idénticos hallazgos de permeabilidad y
degeneracion, si bien su serie mostraba un incremento mayor de proteina C
reactiva (PCR) estadisticamente significativa en el grupo sin compatibilidad, lo
gue podria sugerir una reaccion antigénica temprana que luego no se traducia
en efectos clinicos %*. Como ya hemos mencionado,se ha visto que los
aloinjertos criopreservados de arterias pulmonares expresan antigenos del
grupo sanguineo Ay B en el endotelio de los vasa vasorum de las capas
adventicia y media %, con un significado clinico incierto. Zehr y colaboradores °’
si van un paso mas alld y sugieren en su estudio que los casos con
compatibilidad ABO entre donante y receptor presentan unas tasas de
salvamento de extremidad significativamente mejores en pacientes con
aloinjertos cadavéricos criopreservados de vena safena interna. Sin embargo,
no hemos encontrado otros articulos que corroboren estos resultados.

A pesar de la controversia, hoy en dia se acepta que la compatibilidad ABO/
Rhesus en aloinjertos vasculares no aporta beneficios significativos, y por tanto
no se encuentra dentro de los requisitos estandar de este tipo de trasplantes en
la mayoria de grupos de trabajo.

TRATAMIENTO INMUNOSUPRESOR

Con el objetivo de limitar la reaccion inmunolégica frente al aloinjerto en los
trasplantes vasculares se estudi6 el efecto del tratamiento inmunosupresor en
estos pacientes. Si tanto los vasos en fresco como criopreservados generan
anticuerpos especificos frente a antigenos de histocompatibilidad HLA tipo | y
HLA tipo Il, seria de suponer que la administracion de inmunosupresores
afectaria la respuesta de rechazo por parte del receptor. Se ha objetivado en
modelos animales que la administracion de dosis bajas de Tacrolimus, incluso
iniciada 7 dias después del implante de injertos adrticos o venas ilio-femorales
en fresco, suprime la produccién de anticuerpos anti-HLA tipo I y Il en los
controles a los 14 y 30 dias 1%, Este modelo fue aplicado posteriormente en
aloinjertos de aorta criopreservados, con idénticos resultados %2, A nivel
histoldgico, Tacrolimus también ha sido capaz de inhibir la hiperplasia
neointimal en el trasplante venoso en fresco en ratas %,

El primer estudio de inmunosupresioén en humanos fue realizado en Lisboa por
Dinis de Gama y su equipo en 1994 % En su serie de 13 injertos arteriales
criopreservados todos los pacientes se encontraban a tratamiento con
Ciclosporina, Azatioprina y Prednisona como resultado de un trasplante de
rifidn previo. Sus conclusiones fueron que la inmunosupresién modifica el
comportamiento clinico de los aloinjertos arteriales, con buena tolerancia, sin
rechazos agudos ni repercusion en los rifiones trasplantados. La mayor
limitacion de este estudio es que sélo registra la evolucion clinica, con una
media de seguimiento de 20 meses, por lo que es dificil de sacar conclusiones
definitivas.
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Mirelli y su equipo también usaron inmunosupresores en 10 de sus 30
pacientes con infecciones protésicas y a los que se les implantaron aloinjertos
arteriales en fresco y criopreservados 2. El farmaco empleado fue la
Ciclosporina intravenosa a dosis de 1 a 3 mg/Kg/dia. Al alta se instauro
tratamiento oral para mantener niveles en sangre entre 100 y 200 ug/mL. Al
igual que lo observado entre ambos tipos de injerto, no se identificaron
diferencias en la evolucion clinica entre el grupo con tratamiento
inmunosupresor y el que no, si bien en los pacientes con Ciclosporina la
formacion de anticuerpos fue menos pronunciada y con mayor retraso (figura
8).
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Figura 8. Valores promedio de la produccién de anticuerpos anti-HLA pre y post implante del
aloinjerto arterial. En el grupo 1, los pacientes tratados con ciclosporina 'y en el grupo 2, los que

no recibieron tratamiento inmunosupresor. Obtenido de Mirelli et al (2005) 8,

En el estudio de Konrad y colaboradores, también mencionado previamente en
el apartado de Respuesta Inmunoldgica, el tratamiento con dosis bajas de
Sirolimus (la diana en mamiferos del receptor de la Rapamicina) no ofrecio
ninguna diferencia en el rechazo de los aloinjertos arteriales criopreservados en
humanos %. Si es cierto que la publicacién no especificaba la dosis, el tiempo
de aplicacién y o la concentracién en sangre de este protocolo de
inmunosupresion.

En resumen, la inmunosupresion en humanos, a diferencia de lo observado en
experimentos animales, no inhibe completamente la formacion de anticuerpos

frente al injerto arterial, pero es capaz de atenuar su intensidad y duracion, por
lo que daria la oportunidad a la pared arterial de regenera y repararse frente a

la agresion inmunoldgica, y por tanto mejorar su comportamiento biolégico %,

Sin embargo, estas supuestas ventajas en cuanto a comportamiento de los
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bypasses no han quedado claramente demostradas, por lo que requeririan de
estudios mas completos, con mayores muestras y a mas largo plazo, para
poder valorar correctamente sus ventajas.

Independientemente de los posibles beneficios de la inmunosupresion, hay que
tener en cuenta que la poblacién diana de muchos trasplantes vasculares
incluye a pacientes con infeccion subyacente de proétesis vascular o arteria
nativa. Se desconoce el efecto de este tipo de farmacos en esa situacion, por lo
que existen sospechas de que puedan perjudicar la evolucion del cuadro
infeccioso e incrementar la morbilidad vascular. Por tanto, en el momento
actual no resulta viable tratar de forma sistemética el posible rechazo
inmunolégico, ya que la compatibilidad ABO no ha mostrado beneficios claros,
la compatibilidad HLA seria una opcién recomendable pero el limitado stock de
este tipo de injertos hace inviable en la practica la medida, y el tratamiento
inmunosupresor no puede recomendarse de forma sistematica %,

INMUNOLOGIA DE LAS ARTERIAS CRIOPRESERVADAS

El uso de aloinjertos arteriales criopreservados presenta una serie de
caracteristica que lo hacen especialmente interesante desde el punto de vista
inmunoldgico. Por un lado, se trata de un trasplante alogénico, que tiene lugar
entre individuos no HLA-idénticos. Como hemos visto, a diferencia de lo que
ocurre en 6rganos solidos el uso de inmunosupresores no se ha generalizado
en estos injertos, por lo que en términos generales se trata de una respuesta
inmune virgen, no modulada, y por tanto de gran interés para estudiar la
formacién de anticuerpos frente a tejido HLA-no compatible. Por otro lado, se
ha comprobado que el rechazo que generan los trasplantes vasculares no es
agudo, sino crénico. Incluso en el caso del implante de nuevos aloinjertos
criopreservados, la respuesta inmunoldgica no lleva a un rechazo hiperagudo.
A pesar de ello, son frecuentes las degeneraciones aneurisméticas sobre un
tejido que ademas esta sometido a la tension arterial y la pulsatilidad del propio
sistema circulatorio.

El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) fue descubierto por Jean
Dausset en 1958 durante el estudio de trasplantes en ratones. Su trabajo en
este campo a lo largo de los siguientes afios, asi como el de Baruj

Benacerraf y George Davis Snell, les valio el premio Novel de Medicina en
1980. EI MHC esta presente en todas las especies de vertebrados estudiadas,
y es uno de los sistemas genéticos mas polimérficos conocidos en la
naturaleza. El MHC humano es conocido como el locus HLA (antigeno
leucocitario humano) y esta localizado en el brazo corto del cromosoma 6
(figura 9). Es una coleccion de mas de 200 genes relevantes para las funciones
inmunologicas, y se engloban en tres categorias o clases %:

Los genes HLA de clase | son los que se encuentran mas proximos al teléomero.
Codifican, entre otros, a los antigenos de clase la o clasicos (HLA-A, HLA-B 'y
HLA-C), que son los mas expresados en la naturaleza y estan presentes en
casi todas las células nucleadas, si bien el nivel de expresion varia segun el
tejido. Constituyen los actores principales en el teatro inmunoldgico. Las
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moléculas HLA de clase | presentan antigenos procedentes del catabolismo
endogeno a las células T CD8+ o citotdxicas.

En la zona mas proxima al centrémero se localizan los genes HLA de clase II.
Son los responsables de codificar los antigenos de clase Il (HLA-DR, HLA-DQ
y HLA-DP), ademas de otras proteinas implicadas en el procesamiento y la
presentacion de antigenos. Las moléculas HLA de clase Il presentan péptidos
captados por via endosomal a las células T CD4+ o colaboradoras que,
fundamentalmente, se expresan en las células presentadoras de antigenos
profesionales 1%, si bien en otros linajes celulares, como el endotelio vascular,
su expresion puede verse inducida en un contexto inflamatorio 1%,

Entre ambas regiones se localizan los genes de clase Ill, responsables de
formar proteinas no antigeno (proteinas del sistema de complemento, enzimas,
citocinas...).

MHC
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Figura 9. Mapa genético del complejo principal de histocompatibilidad humano (sistema HLA),
en el brazo corto del cromosoma 6. Reproducido de Regueiro J.R. et al (2011) 1053

El polimorfismo del MHC condiciona una extraordinaria variabilidad de HLA, lo
gue permite una adecuada respuesta inmunoldgica frente a las agresiones
externas, pero que también constituye la base molecular del rechazo al injerto
trasplantado. Al percibir el sistema inmune del receptor las diferencias HLA del
donante, se desencadena una serie de reacciones inmunolégicas cuyo objetivo
altimo es la destruccién del aloinjerto. Los anticuerpos anti-HLA se dirigen
especificamente frente a los antigenos leucocitarios humanos como respuesta
a una exposicion a antigenos HLA alogénicos. Dichos anticuerpos pueden
encontrarse ya preformados en el momento del trasplante, por causa de un
embarazo, trasfusion sanguinea o trasplante previos, o bien desarrollarse de
novo tras el mismo. No obstante, se ha descrito que estos anticuerpos también
pueden aparecer de forma espontanea por fendmenos de sensibilizacién
cruzada durante el curso de una infeccion o tras procesos inflamatorios (los
anticuerpos anti-HLA pueden ser Unicos para un alelo especifico o grupo de
alelos, o reconocer un epitopo que es compartido por mas de una molécula
HLA, con el resultado de reactividad cruzada) .

La presencia de anticuerpos anti-HLA del donante preformados esta
directamente relacionada con fendmenos de rechazo y el fallo prematuro del
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injerto, siendo capaces de activar la cascada del complemento y/o la
citotoxicidad celular mediada por anticuerpos, provocando dafio endotelial. El
complemento representa la principal via de dafio y su activacion tiene un papel
destacado en la fisiopatologia subyacente de la fisiopatologica del rechazo
mediado por anticuerpos, por lo que la determinacion de éstos es una practica
habitual en los trasplantes de 6rgano %,

Por otro lado, la formacion de anticuerpos de novo frente a los antigenos HLA
del trasplante juega a su vez un papel clave en la evolucion del injerto, ya que
condicionan fendmenos de rechazo y es responsable de una importante
reduccion de la supervivencia del trasplante 1!, Estos anticuerpos estan
dirigidos preferentemente frente a antigenos HLA de clase Il (DR y DQ), y su
formacién puede tener lugar tanto en los primeros 6 meses como afios después
del implante, siendo la no adherencia al tratamiento uno de los principales
factores de su formacion . Ademas, el ambiente inflamatorio secundario a
fendmenos de rechazo celular temprano, infecciones o a procesos quirdrgicos y
traumatismos parece favorecer el desarrollo ulterior de estos anticuerpos 2.

No obstante, una parte importante de los fenébmenos de rechazo humoral
descritos, especialmente los asociados a dafio inmunoldgico crénico, pueden
cursar sin evidencia de actividad del complemento. La principal hipétesis
plantea que las células natural killer (NK) son capaces de unirse a los
anticuerpos anclados sobre los HLA endoteliales del aloinjerto 3. Esta union
NK-antigenos HLA del donante induciria la liberacion de citocinas
proinflamatorias (INF-y y TNF) y activaria su capacidad citotoxica. Finalmente,
los anticuerpos HLA del donante, también pueden activar el endotelio vascular
per se, y con ello la proliferacién celular, clave en la patogénesis del rechazo
cronico. Al contrario de lo que ocurre en la activacion de la cascada del
complemento, que causa predominantemente la lisis de las células
endoteliales, la activacion directa del endotelio por anticuerpos estd dominada
por dafio sublitico endotelial y modificacion estructural de la microcirculacion.
Histologicamente, estos cambios se manifiestan como una proliferaciéon de las
células endoteliales y/o el engrosamiento, duplicacion y multilaminacién de la
membrana basal del glomérulo y los capilares peritubulares en el trasplante
renal 14,

En la actualidad, el rechazo crénico mediado por anticuerpos se considera un
proceso patolégico continuo con diferentes grados de severidad, que comienza
en algin momento tras el trasplante y se mantiene en el tiempo con distintos
niveles de intensidad, provocando un dafio sostenido en el aloinjerto que puede
llevar a su pérdida de funcién. Las lesiones vasculares cronicas son la
caracteristica principal de este tipo de rechazo en todos los trasplantes de
organo solido, aunque las manifestaciones y terminologia varian segun el tipo
de Organo, desde la vasculopatia arterioesclerética de los aloinjertos cardiacos
a la fibrosis intimal de arterias y venas en el trasplante pulmonar *°.

En aloinjertos arteriales criopreservados, se ha visto que la expresion de
antigenos HLA de clase | es comparable a la observada en tejidos en fresco
(no criogenizados) . A pesar de ello, a consecuencia del dafio en la superficie
del endotelio como consecuencia del proceso de criopreservacion, se produce
una disminucién de la expresiéon de antigenos HLA de clase | en la intima, que
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sin embargo no se encuentra en la adventicia cuando se compara con tejido
arterial en fresco. Ya que la intima constituye la primera linea de contacto con
el torrente sanguineo, y con ello con el sistema inmune del receptor, esto
podria explicar el diferente comportamiento en cuanto a la aparicion de
degeneraciones aneurismaticas entre los aloinjertos vasculares en fresco y los
criopreservados que describiamos en las primeras series y que llevo al
abandono parcial de estos trasplantes.

CAMBIOS HISTOLOGICOS EN EL RECHAZO ARTERIAL

El rechazo vascular cronico es una de las principales causas del fracaso en el
trasplante de 6rganos, siendo en el corazén donde esta complicacion presenta
sSus consecuencias mas graves. La Vasculopatia del Trasplante Cardiaco, o
CAV (Cardiac Allograft Vasculopathy por sus siglas en inglés), constituye una
forma acelerada de arteriopatia coronaria y principal causa de mortalidad y
morbilidad en estos pacientes posteriormente al implante 7. Sin embargo, esta
manifestacion inmunoldgica puede tener lugar tanto en el arbol vascular de los
organos solidos como en los aloinjertos arteriales o venosos empleados como
bypass. Si nos centramos especificamente en las arterias trasplantadas, tres
son los cambios histologicos que definen el rechazo crénico de estos
aloinjertos '8,

e Infiltrado inflamatorio de la adventicia
e Necrosis de la media
e Proliferacion de la intima

Para entender estas alteraciones y la cascada de procesos interrelacionados
gue llevan al remodelado de la pared del vaso trasplantado, ha sido
fundamental el desarrollo de modelos animales capaces de reproducir las
lesiones descritas en érganos humanos. Las especies mas utilizadas en esta
patologia han sido roedores, conejos, cerdos y primates, siendo los primeros
los que acumulan el mayor nimero de estudios por su mayor versatilidad y facil
manejo. Igual de variadas son las arterias empleadas en estos modelos: aorta,
cardtida, femoral, coronaria... Es importante tener en cuenta, no obstante, que
hay importantes diferencias anatémicas y fisiol6gicas entre estas especies y los
humanos, como la ausencia de expresion de antigenos de histocompatibilidad
de clase Il de forma constitutiva en las células endoteliales de ratones °.
Como apuntan Soleimani y Shi en la misma revision, la gran cantidad de
modelos experimentales estudiados pone de manifiesto que no existe un unico
modelo ideal, capaz de representar todos los aspectos del rechazo en el
trasplante vascular. No obstante, debemos afadir, estos modelos han aportado
una valiosisima informacion para entender el rechazo arterial cronico,
permitiendo cubrir lagunas donde, por razones éticas, no es posible llegar con
la experimentacion en humanos.

El grupo de trabajo de Plissonnier y colaboradores *?%!2! ha estudiado en
profundidad un modelo de aloinjerto de aorta abdominal en ratas que sigue
siendo referencia para entender las alteraciones que tienen lugar en el tejido
arterial tras el trasplante. Registrando los cambios histolégicos en aloinjertos e
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isoinjertos de aorta de rata han podido describir las alteraciones propias del
rechazo arterial, asi como las dianas y los efectores en cada una de las tres
capas del vaso. A continuacion se resumen los cambios tras el trasplante que
tienen lugar en la intima, la adventicia y la media en este modelo de aloinjerto
aortico de referencia.

Intima

Progresiva necrosis de las células endoteliales desde los primeros dias del
trasplante, con pequefios grupos de macrofagos. Estas células endoteliales
dafiadas expresan antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad de
clase Il (OX6) y terminan por vacuolizarse. Se objetivo la presencia de
anticuerpos especificos anti-endotelio hasta los dias 10-15, cuando se produce
la desaparicion progresiva de estas células endoteliales vacuolizadas. En este
periodo se produce el comienzo del engrosamiento intimal, que termina
afectando a todos los aloinjertos entre los dias 10 y 60. La proliferacion intimal
esta asociada a una pérdida concomitante de células musculares lisas en la
media. Después de la desaparicion de los aloantigenos expresados por dichas
células, el nivel de inflamacion desciende progresivamente tanto en la intima
como en la adventicia.

Efectores celulares: Los monocitos macréfagos predominan sobre los linfocitos
T

Efectores humorales: No se objetivd depdsito de inmunoglobulinas o
complemento.

Adventicia

La adventicia es invadida por células inmunocompetentes, lo que sugiere un
mecanismo de inmunidad celular. A partir del dia 5 postrasplante tiene lugar
una intensa infiltracion de células mononucleares en un gran anillo en torno al
vaso, siendo maxima en torno dia 18. Todas las células inflamatorias
adventiciales expresan tanto antigenos de histocompatibiliad de clase Il (OX6)
como el antigeno de funcion linfocitaria LFA-1. Como ya hemos comentado
previamente, una vez desaparecidos los aloantigenos de las células
musculares lisas en la capa media el infiltrado desciende gradualmente,
aungue todavia persiste al final del segundo mes.

Efectores celulares: Presencia de Linfocitos T CD4+, CD8+, ademas de unas
pocas células Natural Killer (NK) que constituyen sélo el 1% de los linfocitos.

Efectores humorales: Los estudios de inmunofluorescencia no detectaron
depdsitos de Inmunoglobulinas ni complemento

Media

La necrosis de células musculares lisas de la media comienza en torno al dia 8
tras el trasplante. El estadio final de estas alteraciones consiste en la completa
desaparicion de las células miociticas. Se observa numerosas zonas de rotura
en la lamina elastica y areas desorganizadas en el espesor de la capa media.
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El fendmeno principal que acompafa a la destruccidn crénica de las células
musculares lisas es la ausencia de infiltrado inflamatorio claro en la media, en
contraste con la marcada infiltracion descrita en la adventicia y la intima. Las
pocas células inflamatorias observadas eran del tipo Linfocito T. Después del
dia 15 postrasplante pequefas cantidades de macréfagos aparecian en esta
capa, sugiriendo un rol fagocitario sobre los miocitos necrosados.

El marcaje por inmunofluorescencia revelé depdsitos de Inmunoglobulina G
(IgG) entre los dias 5 y 15 después del trasplante. La IgG aparece como
pequefios depdsitos granulares rodeando células musculares lisas en areas
donde se esta produciendo necrosis de las mismas. La cronologia de estos
depositos coincide con la de los pocos linfocitos observados en la media, sin
observarse nuevos depdsitos posteriormente.

Efectores celulares: ausencia de cantidades significativas de células
inmunocompetentes.

Efectores humorales: depésitos de IgG en la media. No se detectaron
depdsitos de Inmunoglobulina M (IgM) ni complemento.

Estos hallazgos coinciden con los descritos por Bieber y su equipo en el
trasplante cardiaco %2, En su articulo detallaron depésitos de IgG rodeando las
células musculares lisas en la media de arterias coronarias de corazones
trasplantados en situacion de rechazo crénico, mientras que la adventicia y la
intima se mostraban libres. En la misma linea, otros estudios también refirieron
la presencia de 1gG en un modelo de aloinjertos adrticos de rata 1.

El modelo de Plissonnier, aunque correspondiente a aloinjertos de aorta de rata
no criopreservados, resulta particularmente interesante no solo porque muestra
la sucesion de cambios clave para entender las modificaciones de la pared
arterial que tiene lugar como consecuencia del rechazo mediado
inmunol6égicamente, sino también para comprender que éste conlleva multiples
procesos simultaneos y encadenados, en una imagen cambiante y dinamica
del rechazo crénico en los trasplantes vasculares (figura 10).
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“..._ Fibrosis adventicial

FASE AFERENTE FASE CRONICA FASE DE CICATRIZACION

Figura 10. Representacion esquemdtica de las diferentes fases en el proceso de rechazo de
aloinjertos de aorta de rata. Modificado de Plissonnier et al, 1995 120,

Motomura y colaboradores emplearon el mismo modelo de alotrasplante de
aorta de rata que Plissonnier, pero en este caso compararon aloinjertos frescos
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con aortas criopreservadas en soluciéon de DMSO, lo que lo hace su andlisis
mucho mas proximo a los objetivos de nuestro propio estudio 24125, Ademas,
se extendio el periodo de seguimiento a un afio, lo que muestra una imagen
mas completa del proceso de remodelado en el aloinjerto. Los hallazgos
consistieron nuevamente en un engrosamiento intimal, necrosis de la tinica
media e infiltrado celular de la adventicia. Sin embargo, cabe destacar también
una serie de puntos importantes:

1. El engrosamiento intimal fue mas pronunciado en las aortas
criopreservadas durante el periodo temprano postrasplante. Sin
embargo, al afio del mismo, ambos grupos no presentaban diferencias
significativas.

2. La pérdida de celularidad de la media no mostré diferencias
estadisticamente significativas en el tiempo entre los aloinjertos frescos
y los criopreservados.

3. Tanto en el grupo de aortas en fresco como en el de criopreservadas se
objetivé un importante infiltrado adventicial en el periodo inicial, que fue
descendiendo progresivamente a lo largo de los meses. No obstante, el
namero de células fue estadisticamente mayor en el grupo de aloinjertos
frescos, igualandose al afio del implante.

La conclusion del estudio es que el proceso de criopreservacion reduce el
infiltrado inflamatorio adventicial, y por tanto la reaccion inmunolégica contra el
injerto podria verse disminuido por dicha criopreservacion, lo que tendria
implicacion directa en una posible disminucién de la aloantigenicidad de estos
injertos.

Eric Allaire y su equipo *?® demostraron que la capacidad de la pared arterial
para generar una respuesta inmunoldgica en el huésped se debe
fundamentalmente a sus componentes celulares, al ser capaces de expresar
en su superficie antigenos de histocompatibilidad tipo 1 y II. Por tanto, las
células endoteliales y musculares lisas son probablemente la principal diana
antigénica en el proceso de remodelado de la pared. En su investigacion
emplearon Dodecil Sulfato Sédico (DSS), un detergente que permite remover
los componentes celulares y obtener una matriz extracelular de colageno y
elastina capaz de funcionar como injerto arterial. Los aloinjertos de aorta de
rata asi descelularizados destacaron por la preservacion cualitativa y
cuantitativa de la red de elastina en la capa media en comparacion con los
aloinjertos no tratados, que mostraban fragmentacion de la lamina elastica
interna y externa, con pérdida de la disposicion paralela de las ldminas
elasticas y disminucién de las células musculares lisas de la media. Ademas, la
descelularizacion también previno el infiltrado inflamatorio adventicial, aunque
no el engrosamiento intimal. Por otro lado, dicho engrosamiento no se
acompafaba de células inflamatorias infiltrando la intima, como si ocurria en
los aloinjertos sin descelularizar. El tratamiento con DSS en xenoinjertos no
previno ni las dilataciones aneurismaticas ni la degradacion cualitativa y
cuantitativa de la elastina, pero si redujo la extensién de los mismos. En la
practica clinica, este método de preparacion de aloinjertos se desestimo por
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presentar los bypasses asi tratados un porcentaje inaceptablemente alto de
trombosis del vaso %',

Estos resultados son indicativos de una escasa o nula antigenicidad de la
matriz extracelular intraespecies, pero si interespecies. El dafio a la matriz de
tejido conectivo observado en los aloinjertos no tratados con detergente podria
depender de la presencia de células endoteliales, células musculares lisas o
células adventiciales que, al ser antigénicas, serian responsables de atraer
células inflamatorias capaces de digerir la matriz extracelular 2. Por otro lado,
la lisis de células musculares lisas durante el rechazo podria iniciar el proceso

de digestion, ya que se ha demostrado que contienen enzimas proteoliticos
129,130

PAPEL DEL ENDOTELIO VASCULAR

Volviendo al modelo de aloinjerto aortico, hemos visto que la capa media se
adelgaza, la lamina eléstica se desestructura y las células musculares lisas son
progresivamente destruidas. En la adventicia tiene lugar un infiltrado de células
inflamatorias que remite una vez las células musculares lisas de la media
desaparecen, lo que sugiere una relacion entre la antigenicidad de estas
ltimas y el proceso de rechazo. En este contexto, la hiperplasia intimal parece
ser una respuesta al dafio inmune crénico sobre la pared arterial del aloinjerto
13L132Sin embargo, hay que tener en cuenta que en el trasplante de 6rganos se
considera que las células endoteliales presentan un alto grado de antigenicidad
y estan directamente relacionadas con el proceso de rechazo agudo %,

Estas células juegan una gran variedad de papeles criticos en el control de la
funcion vascular. No solo participan en todos los aspectos de la homeostasis,
sino también en procesos fisiolégicos y patolégicos como la trombosis, la
inflamacién o el remodelado vascular $3#;

e Actlan de barrera semiselectiva entre la luz del vaso y el tejido
circundante, y por tanto controlando la homeostasis.

e Angiogénesis, dependiente de mediadores como el factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) o las angiopoietinas.

e Confieren resistencia a la trombosis, al conformar una superficie
anticoagulante y antitrombotica capaz de secretar una variedad de
moléculas que regulan la coagulacion sanguinea y la funcion
plaguetaria: 6éxido nitrico (NO), prostaciclina (PGI2), activador tisular del
plasminégeno (t-PA), proteina S...

¢ Modulan el tono vascular al controlar la actividad del tejido muscular liso
a través de la produccién mediadores como el NO, la endotelina, el
factor de relajacion derivado del endotelio (EDRF)...

e Participan en la respuesta inmunoldgica e inflamatoria, siendo capaces
de producir citoquinas y factores de crecimiento, ademas de facilitar la
extravasacion de leucocitos desde el sistema vascular al tejido circulante
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mediante la fijacién de los mismos al endotelio por medio de moléculas
de adhesion (selectinas, integrinas e inmunoglobulinas).

Que los vasos sanguineos sean un objetivo principal del dafio inmunolégico
que tiene lugar en el rechazo de los trasplantes alogénicos se debe en parte a
la exposicion constante de la lamina endotelial a los efectores inmunes de la
sangre, tanto celulares como moleculares, ya que es la primera en entrar en
contacto con el sistema inmune del huésped. Una segunda razon reside en la
inmunogenicidad intrinseca del endotelio vascular. Este expresa de forma
constitutiva antigenos del MHC tipo | y es inducido a expresar antigenos del
MHC tipo Il cuando es expuesto a un medio alogénico *3. Por tanto, el
endotelio vascular es considerado uno de los componentes mas
inmunoestimuladores de todos los trasplantes de érganos.

Esta inmunogenicidad de las células endoteliales se ha visto confirmada en la
fuerte respuesta alogénica observada en los cultivos endoteliales in vitro 3. In
vivo, aloanticuerpos especificos para moléculas de superficie de estas células
han sido detectados en el analisis inmunoldgico de 6rganos rechazados 3613,

Por otro lado, es importante remarcar que el endotelio es una superficie fragil, y
el proceso de criopreservacion del injerto conlleva una pérdida significativa del
nimero de estas células y su funcionalidad 8. En un estudio de Lupinetti y
colaboradores '* se analizaron porciones criopreservadas de valvulas
cardiacas humanas y de pared arterial que no se emplearon posteriormente en
trasplante. Los hallazgos mostraban una pérdida importante de células
endoteliales en todos los injertos, pero también la presencia de algunas de
estas células en el 16% de las muestras. Otro estudio de Yankah y su equipo
aumenta el porcentaje de células endoteliales viables en aloinjertos valvulares
criopreservados al 70-80% %°. Un hallazgo similar se observa tras el trasplante
de aortas criopreservadas de rata, en el que a los 10 dias del implante s6lo un
tercio de los aloinjertos tenian células endoteliales presentes 2412° De acuerdo
con estas observaciones, la re-endotelizacion de la intima, a base de células
del receptor, podia durar hasta un afio post implante.

Se desconoce la importancia de la pérdida de células endoteliales en la
supervivencia de los aloinjertos a largo plazo. Si bien su destruccion reduciria
la respuesta inmune del huésped y con ello la posible degeneracion
aneurismatica, por otro lado, la desaparicién del endotelio podria incrementar la
formacién de trombos y afectar de forma adversa a los fibroblastos
subyacentes, llegando a acelerar el deterioro del injerto. Por tanto, es dificil
determinar si la pérdida del endotelio tiene un efecto positivo, negativo o neutro
en la estructura y funcién a largo plazo del trasplante vascular ¥,

Hemos visto que las células endoteliales estan intimamente relacionadas con el
rechazo agudo. Para otros autores los antigenos de superficie de este
endotelio del donante también participarian en el desarrollo de lesiones
vasculares crénicas al provocar la estimulacion continuada de linfocitos T
colaboradores CD4+, contribuyendo a una respuesta inmune regional
sostenida *'. Consecuentemente, la liberacién local de citoquinas y factores de
crecimiento regularia el reclutamiento de células inflamatorias, la proliferacion
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de células musculares lisas en la intima y la acumulacion de matriz
extracelular.

ATEROMATOSIS MEDIADA INMUNOLOGICAMENTE

El rechazo cronico que tiene lugar en los 6rganos trasplantados puede
presentarse de varias formas desde el punto de vista histologico, dependiendo
del injerto. La manifestacion comun a todas ellas es el desarrollo de una
vasculopatia con caracteristicas similares a la aterosclerosis, asociada a una
reaccion inmune con respuesta inflamatoria en el 6rgano trasplantado 42,

En la arteriosclerosis clésica descrita en humanos, los cambios son
fundamentalmente focales y asimétricos en su distribucion, afectando sobre
todo a vasos proximales y dando lugar a calcificaciones de la pared y placas de
ateroma, con una completa desestructuracion de la lamina elastica interna 4,
Sin embargo, estas alteraciones no coinciden con la arteriosclerosis descrita en
modelos animales experimentales de trasplante de aorta en los que no se
realiz6 inmunosupresion 3, siendo ésta generalizada y acompafiada de un
engrosamiento de la intima que presenta una disposicién concéntrica. La
respuesta intimal, que incluye hipertrofia de células endoteliales y proliferacion
de células musculares lisas con pequefias roturas de la ldmina elastica interna,
es sin embargo idéntica a la observada en el trasplante de corazon y rifion en
humanos. La hiperplasia de la intima se acompafia de infiltrado inflamatorio
adventicial y necrosis de los miocitos de la capa media, en un proceso lento
que, si bien se inicia a los pocos dias del trasplante, sigue generando cambios
muchos meses después.

No coincide, por tanto, con la disposicién clasica de una placa de ateroma, que
presenta lesiones proliferativas focales, excéntricas y con nucleo lipidico
necrotico, pero si con lo observado en las vasculopatia de las arterias
coronarias de corazones trasplantados o CAV *, ya mencionada previamente.
Estos cambios llegan incluso a una reducir la luz del vaso, con estenosis
significativas capaces de comprometer la viabilidad del aloinjerto. Pueden
observarse en mayor o menor medida en todos los trasplantes, tanto de
organos solidos como de injertos vasculares, pero es mas prevalente en el
trasplante cardiaco, en el que afectan a mas de un 50% de los pacientes 4.

A continuacion se describen las diferencias mas significativas entre CAV y la
aterosclerosis clasica:

CAV ATEROESCLEROSIS
Afecta atodos los vasos Afecta a vasos
del aloinjerto. epicardicos.
Vasos afectados
Las venas se ven Las venas nunca se ven
afectadas. afectadas.
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Patrén de la placa Difusay concéntrica. Focal y excéntrica

Inflamacidn Si Raramente
Lam!na elastica Intacta Desestructurada
Interna

Evolucioén rapida desde
las fases iniciales de la Evolucién lenta (a menudo

Progresion enfermedad, con alo largo de décadas).
presencia de macréfagos
espumaosos.

Tabla 4. Diferencias histopatolégicas entre la Vasculopatia del Trasplante Cardiaco (Cardiac
Allograft Vasculopathy o CAV) y la ateroesclerosis. Modificado de Rahmani el al 2006 y Ramzy

et al 2005 144146

La reduccion de la luz del injerto incrementa, en consecuencia, la resistencia
del segmento vascular afectado. Tres son los factores que determinan la
resistencia al flujo: la longitud del vaso, su diametro y la viscosidad de la
sangre, siendo el diametro el parametro mas importante desde el punto de vista
cuantitativo y fisioldgico. La razon es que pequefios cambios de éste conllevan
importantes aumentos de la resistencia vascular. De acuerdo con la ecuacion
de Poiseuille, la resistencia del vaso (R) es directamente proporcional a su
longitud (L) y a la viscosidad (n) de la sangre, e inversamente proporcional al
radio a la cuarta potencia (r%):

Por tanto, si el radio de la luz (o el diametro) se reducen a la mitad (50%), la
resistencia al flujo sanguineo en el segmento estenosado se incrementa 16
veces (1500%). No obstante, en el arbol arterial las estenosis ejercen una
influencia mucho menor en la resistencia al flujo debido a que las arterias
vienen dispuestas en serie y en paralelo con otras arterias, lo que reduce
significativamente la resistencia de todo el circuito vascular **’. Sin embargo, en
los bypasses con aloinjertos criopreservados no persisten ramas funcionantes,
solamente una anastomosis de entrada y otra de salida, por lo que no existe
mecanismo compensatorio. El radio de una arteria de gran calibre, distributiva,
gue ejerce una resistencia mucho menor que los grupos de pequeiias arterias y
arteriolas, debera reducirse mas de un 50% para que tenga un efecto
hemodinamicamente significativo en flujo del érgano.

Por su parte, la viscosidad de la sangre suele mantenerse dentro de un rango,
salvo que tenga lugar un importante aumento del hematocrito. La longitud, sin

embargo, es un factor a tener en cuenta en estos injertos. Un vaso dos veces

mas largo que otro, a igual radio de su luz, ejercera dos veces mas resistencia
al paso del flujo. Muchos de los injertos empleados para revascularizar
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miembros isquémicos presentan longitudes particularmente extensas, que
puede superar los 80 cm en un bypass femoro-distal. En estas condiciones la
resistencia al flujo sanguineo se incrementa notablemente, lo que en conjunto
con la reduccion en el didametro de la luz del vaso puede llevar a la trombosis
del injerto.

Si bien a nivel de las pequefias arterias de 6rganos solidos la vasculopatia del
aloinjerto es capaz de comprometer seriamente el flujo sanguineo, y con ello la
viabilidad del trasplante, creemos que en aloinjertos vasculares el diametro de
los vasos empleados para bypass (aortas toracicas y abdominales, iliacas y
sector femoro-popliteo) los hace mas resistente a una estenosis significativa
por la hiperplasia intimal, dadas las razones hemodinamicas descritas. No
obstante, la reduccién del flujo sanguineo, por pequefia que sea, puede tener
consecuencias dramaticas en la permeabilidad de estos injertos, a menudo de
una gran longitud e implantados en muchas ocasiones en pacientes con flujos
de salida escasos por deterioro ateroesclerético severo del arbol arterial distal.

PAPEL DE LAS CELULA MUSCULARES LISAS

Las células musculares lisas participan activamente en el engrosamiento de la
intima, ayudando en la produccion de matriz extracelular y por tanto en el
desarrollo de las caracteristicas lesiones difusas de hiperplasia intimal ya
descritas. Existen tres posibles fuentes para explicar el origen de las células
musculares lisas observadas en el proceso de hiperplasia intimal:

a) migracion desde la tunica media.

b) formacidn a partir de células presentes en la adventicia (células madre
mesenquimales o fibroblastos que se diferencian a miofibroblastos).

c) origen en células precursoras circulantes del receptor, incluyendo células
madre mesenquimales y monocitos (figura 11).

Sin embargo, la contribucién de cada una de estas fuentes depende
enormemente del contexto de la enfermedad, los modelos experimentales y de
las especies analizadas (p.e.: humanos vs ratones) 48,
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Figura 11. Posibles origenes de las células musculares lisas en la hiperplasia intimal: 1)
migracion desde la tinica media; 2) diferenciacion de células precursoras circulantes, con
origen en la médula ésea, fundamentalmente; 3) migracion de células precursoras desde la

adventicia. Tomada de Fukuda et al, 2010 148

Durante afios se acepto la teoria clasica que proponia una activacion de
células musculares lisas de la tinica media en respuesta a un dafio o estimulos
inflamatorio, provocando la migracion de las mismas hacia el espacio
subendotelial, su proliferacion y la produccion de matriz extracelular. Con el
tiempo, estas células musculares lisas migradas volverian a adoptar una
situacion quiescente 14910,

Mas recientemente se ha visto que células progenitoras circulantes podrian ser
causa del engrosamiento intimal descrito en arterias coronarias con
enfermedad vascular del injerto. Estas células se fijarian a areas con dafio
vascular como parte de un proceso adaptativo de cicatrizacion, para
diferenciarse posteriormente en células musculares lisas maduras %152,

Originalmente se postuld, de acuerdo con modelos animales que asi lo
confirmaban %3 que estas células progenitoras provenian de la médula 6sea
del receptor a través de la circulacién, fijaAndose en la cara interna del vaso. Sin
embargo, es posible que la imagen real sea un poco mas compleja. Algunos
autores, como los equipos de Hruban y Atkinson %% no fueron capaces de
identificar células musculares lisas con origen en el receptor en arterias
epicardicas de trasplantes humanos. Otros equipos de investigacion si
establecieron el origen de dichas células en receptores de un modelo de
trasplante de aorta en ratones, pero en este caso poniendo de manifiesto que
el origen de las mismas no estaba en la médula 6sea **’. Parece, por tanto, que
los hallazgos dependen directamente del modelo experimental, y que en este
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sentido los modelos animales no son exportables directamente a sus
equivalentes humanos.

La conclusion, como habiamos mencionado, es que las células musculares
lisas que dan lugar a la hiperplasia intimal en alotrasplantes pueden tener
multiples origenes dependiendo del modelo de investigacion y las
caracteristicas del dafio vascular, no disponiendo en el momento actual de
ningun estudio sobre su ascendencia en aloinjertos vasculares
criopreservados.

Si por un lado la hiperplasia intimal puede generar estenosis en la luz del
injerto, y con ello comprometer la viabilidad del bypass, este proceso de
remodelado de la pared del vaso como reaccién al dafio mediado
inmunoloégicamente tiene otra variante menos comun pero igualmente
interesante para nuestro estudio: la angiopatia dilatada. Se trata de un subtipo
de la enfermedad vascular del injerto descrito inicialmente por von Scheidt y
colaboradores en corazones humanos trasplantados *® consistente en un
aumento segmentario del diametro de arterias coronarias superior al 50% del
diametro del segmento adyacente. Estos hallazgos representan, por tanto,
degeneraciones aneurismaticas de origen inmunoldgico, con una prevalencia
en dicho estudio de 5 de 68 pacientes (7,3%) sometidos a angiografia al menos
un afio después del trasplante cardiaco. Si bien los autores no se atreven a
sugerir el mecanismo fisiopatologico detras de dichas dilataciones, cabe
suponer que esta en intima relacién con los procesos de degeneracion
aneurismatica observados en aloinjertos vasculares humanos de mayor calibre,
como es el caso de nuestro estudio.

Posteriormente otros autores han descrito la misma patologia con distinta
prevalencia, si bien en una serie mas corta (1 de 9 pacientes, un 11,1%) *°. No
hemos encontrado nuevas referencias bibliograficas, si bien es cierto que en la
vasculopatia postrasplante cardiaco el mayor interés desde el punto de vista
clinico reside en la estenosis coronaria mediada inmunoloégicamente, que
condiciona el fallo isquémico tardio del injerto y es responsable del 32% de las
muertes de estos pacientes a los 5 afios %°. No obstante, el equipo de Coma-
Canella ®! refiere un mayor porcentaje de pacientes con dilatacion de la luz
gue de estenosis en arterias coronarias en corazones humanos trasplantados
tras cinco afios de seguimiento (32% frente a 8,5%), aungue en su serie nunca
alcanzaron el diametro minimo para ser etiqguetadas de angiopatia dilatada. Los
autores sugieren que, al igual que en nuestras observaciones con la
degeneracion aneurismatica de aloinjertos vasculares criopreservados, la
incidencia de estos hallazgos aumenta con el tiempo de seguimiento.

CELULAS INFLAMATORIAS PARTICIPANTES

De acuerdo con observaciones de distintos estudios 23192, en el modelo de
rechazo de aloinjertos aorticos de rata las células inflamatorias que infiltran la
adventicia estan conformadas fundamentalmente por macréfagos y linfocitos,
especialmente linfocitos citotoxicos.
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El engrosamiento intimal parece tener lugar en dos fases diferenciadas:

1) Un infiltrado inflamatorio temprano con proliferacion de células
mononucleares y predominio de monocitos/macrofagos. Este egrosamiento
inicial de la intima se produce a través de un aumento del nimero de células
mediante una combinacion de migracion y proliferacion in situ.

2) Una fase mas tardia con abundancia de células musculares lisas y
produccion de matriz extracelular. En esta segunda etapa de dafio intimal se
observa un descenso de monocitos/macréfagos mientras que el nUmero total
de células permanece estable, indicando un recambio activo de los tipos
celulares en la intima.

Segun el estudio mencionado de Isik y colaboradores %, la capa media
muestra infiltrado gradual de la poblacion tipo monocito/ macréfago hasta
conformar la mayoria de las células de la media, que termina con la pérdida
practicamente completa de las células musculares lisas a ese nivel.

Las células T supresoras tiene una presencia temprana en la intima, con un
aumento gradual de las mismas en la media y una fase tardia de proliferacion
en la adventicia (figura 12).
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Figura 12. Cambios en el tiempo de la composicion celular en las capas intima y media de los
aloinjertos aérticos de rata. SMC: células musculares lisas. T suppressor: linfocitos T

supresores. Tomada de Isik et al, 1992 162,

Este infiltrado de macrofagos en la media, que llega a ser superior al 60% en el
estudio descrito, no se ve en el modelo de Plissonnier % que habiamos
descrito hasta ahora, ya que éste incide especificamente en la ausencia de un
infiltrado inflamatorio significativo a esa capa arterial. Sus hallazgos en la tunica
media consistian, como habiamos sefalado, en la presencia inicial de algunos
linfocitos T y posteriormente un ligero aumento de los macréfagos, con
depadsitos significativos y transitorios de IgG mientras duraba la presencia de
linfocitos. Ambos equipos registraron los cambios trascurridos en aloinjertos de
aorta hasta el dia 60, si bien los primeros realizaron el alotrasplante desde
cepas de rata PVG a cepas DA, y los segundos desde ratas Brown-Norway a
ratas Lewis, de menor tamafo. Llama la atencion que las sondas de
anticuerpos empleadas para reconocer la presencia de macréfagos y linfocitos
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por el equipo de Isik (ED-1 anti-macréfago y OX-8 anti-CD8) no sélo fueron
empleadas por Plissonnier, sino que se dispuso de un abanico aun mas
extenso de anticuerpos monoclonales para reconocer las células inflamatorias
(anti-NK, anti-CD43, anti-R73, anti-CD4, anti-NK y anti-CD45). Ademas, este
ultimo describié los mismos resultados en la tinica media en otro estudio 3
empleando estirpes de rata distintas (Wistar-Kyoto y SHR o Spontaneoulsy
Hypetensive Rats).

Estos datos confirman la gran variabilidad obtenida en los resultados segun el
modelo experimental, el tipo de tejido o las sondas de anticuerpos empleadas.
A este respecto, el uso de modelos animales criados en laboratorio, si bien
permite un control extensivo de las caracteristicas de los mismos para
ajustarlos a las necesidades concretas de los estudios, dada su limitada
diversidad genética podria llegar a enmascarar posibles vias de rechazo o
tolerancia presentes en humanos %*. De hecho, Reichenbach y su equipo
constataron tiempos de rechazo muy variables en trasplantes de raton no
endogamicos, en contraste con la respuesta uniforme registrada en cepas
endogamicas 9.

En humanos, el estudio de arterias coronarias de corazones trasplantados
obtenidos tras el fallecimiento del receptor permitié observar la presencia de
linfocitos T y macrofagos en la intima engrosada '#!. Particularmente, éstos se
localizaban inmediatamente subyacentes a la luz del vaso, a menudo en intima
asociacion entre ellos y con las células endoteliales, que expresaban antigenos
del CMH tipo Il. Nuevamente, este patron difiere de forma sustancial de la
distribucion celular en la placa de ateroma clasica, en la que los linfocitos T
estan confinados principalmente a la capa fibrosa y los macréfagos pueden ser
vistos en toda la placa, particularmente en torno al ntcleo central lipidico 6.
Como ya hemos comentado, nuestros propios resultados coinciden en
presentar lesiones en las arterias criopreservadas trasplantadas que difieren de
forma caracteristica de la ateromatosis al uso.

No solo los linfocitos T supresores juegan un papel clave en la vasculopatia del
injerto. Los linfocitos T colaboradores (Th) también influyen directamente en el
remodelado de la pared vascular a través de la secrecion de citocinas **’. Las
citocinas de los linfocitos T colaboradores tipo 1 (Th1l), en particular el
Interferon Gama (IFN-y), dan lugar a lesiones predominantemente oclusivas,
promoviendo la hiperplasia intimal y la fibrosis de la adventicia. Por su parte,
las citocinas de los linfocitos T colaboradores tipo 2 (Th2), y en concreto la
Interleucina 4 (IL-4), puede promover la expresion de encimas catabolicos por
las células inflamatorias que infiltran la pared, resultando en la degradacién de
la matriz extracelular y dando lugar a la formacion de aneurismas.

ALOANTIGENICIDAD DE LAS ARTERIAS CRIOPRESERVADAS
La hip6tesis de que la criopreservacion altera la antigenicidad del tejido
alogénico es una cuestion que ha generado importante controversia,

especialmente si tenemos en cuenta la falta de acuerdo en el resultado de los
distintos estudios realizados hasta la fecha.
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Ya hemos visto que el proceso de criopreservacion conlleva una pérdida
significativa de células endoteliales. Al tratarse de uno de los grupos celulares
mA&s antigénicos, cabria suponer que al desaparecer las mismas tendria lugar
un descenso en la capacidad inmunoestimuladora del aloinjerto. Las células
musculares lisas también se ven dafiadas tras criopreservar y descongelar el
tejido vascular. Que el numero de células capaces de expresar antigenos HLA
tipo | se vea reducido deberia disminuir igualmente la reaccién inmunologica
frente al donante. Sin embargo, los resultados de los estudios demuestran, sin
lugar a dudas, que dentro de los 30-60 primero dias de la cirugia se genera
respuesta humoral y celular en el receptor 16,

Son muchos los experimentos que han tratado de confirmar la reduccion de la
aloantigenicidad de los injertos criopreservados. Un estudio con aortas
abdominales de rata mostro que la criopreservacion prevenia la dilatacion
arterial mediada inmunoldgicamente tras su implante durante 8 semanas en
receptores genéticamente incompatibles %*.

Previamente hemos descrito los resultados publicados en distintos articulos por
Motomura y colaboradores, en los que se objetiva que el proceso de
criopreservacion reduce el infiltrado inflamatorio adventicial en un modelo con
aortas criopreservadas de rata. Su conclusion es que la reaccion inmunoldgica
frente al injerto podria verse disminuida por dicha criopreservacion 12412,

En la misma linea se ha visto que el método de criopreservacion afecta a la
inmunogenicidad del tejido. La Criopreservacion Libre de Hielo (CLH), mediante
un proceso de vitrificacién, demostré que era capaz de mantener la estructura
de la matriz extracelular de tejidos cardiovasculares humanos y generar
respuestas inmunes atenuadas de los mismos in vitro. La CLH exhibi6 actividad
metabdlica significativamente menor y reduccion de la liberacion de citoquinas
en comparacién con la criopreservacion convencional, por lo que se detect6é un
menor reclutamiento de monocitos y linfocitos T 168,

En un estudio de O’brien y colaboradores %, |la durabilidad de las véalvulas
criopreservadas implantadas en humanos fue superior a las conservadas a
4°C, con un porcentaje significativamente menor de incompetencia valvular
moderada a severa a los 14 afios del implante (20% en comparacion con 65%).

Por su parte, Flesch y su equipo *"° observaron que la criopreservacion
descendia la antigenicidad en aloinjertos de islotes pancreéticos en ratas. En
concreto, describen una reduccién clara de los antigenos del CMH tipo Il en
todas las muestras, reduccion ademas que resultaba ser permanente. Sin
embargo, no se descubrieron cambios con respecto a los antigenos del CMH
tipo 1.

No obstante, a pesar de la evidencia descrita, muchos estudios postulan la
validez de la hipétesis contraria: que la criopreservacion no altera la
aloantigenicidad del injerto.

Un grupo de trabajo de la Universidad de Kumamoto, en Japén ', comparé los
cambios ocurridos en tras el implante de aorta toracica de ratas Brown-Norway
a ratas Lewis en fresco, criopreservada o tratada con glutaraldehido. Llama la
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atencion que no se detectaron diferencias significativas en el infiltrado

inflamatorio entre los aloinjertos criopreservados y en fresco, aunque éste si
fue menor en las aortas tratadas con glutaraldehido. Su conclusion es que el
proceso de criopreservacion no altera de forma significativa la antigenicidad.

El mismo equipo *? tampoco encontrd diferencias significativas en el infiltrado
linfocitario de aortas de perro, en fresco o previamente criopreservadas, a las 8
semanas de ser implantadas. Un segundo grupo de experimentos se disefid
para estimular el proceso de rechazo, empleando aortas de rata en fresco y
criopreservadas que fueron implantadas en receptores a los que se les habia
realizado previamente un injerto cutaneo singénico o alogénico. Nuevamente,
no se hallaron diferencias significativas a las 8 semanas en el numero de
células inflamatorias infiltradas entre las aortas implantadas en fresco o
criopreservadas, y cuyos receptores fueron sometidos previamente a un
alotrasplante cutaneo.

Otro grupo japonés, el de Saito y colaboradores, de la Universidad de Tokio %,
compard aortas toracicas de rata criopreservadas y en fresco, implantadas en
posicion infrarrenal y recuperadas a la semana y a las cuatro semanas del
trasplante. Se midi6 la respuesta inmune sistémica, local, la viabilidad de las
células endoteliales y la hiperplasia intimal, no hallandose diferencias entre
ambas y, por tanto, concluyendo que la criopreservacion no modifica la
aloantigenicidad de los injertos vasculares.

El trasplante de venas criopreservadas también ha sido estudiado, realizando
una comparativa funcional del endotelio, musculo liso y tejido conectivo entre
venas de perro en fresco y criopreservadas. El estudio tampoco mostro
diferencias con respecto a la secuencia de eventos histolégicos asociados con
el uso de venas en fresco en el trasplante de venas criopreservadas 172,

En otro experimento se emplearon valvulas adrticas de rata con un pequefio
segmento de aorta toracica, que fueron trasplantadas en fresco o tras
criopreservacion. A las tres semanas del implante se realiz6 un injerto cutaneo
de una estirpe de rata singénica con la del donante, midiendo el tiempo hasta el
rechazo del mismo. Se concluyé que los aloinjertos de valvula adrtica eran
antigénicos y producian sensibilizacion del receptor, y que el proceso de
criopreservacion no disminuia dicha sensibilizacion 72,

En un modelo porcino de alotrasplante de arterias femorales no solo no se
detectaron diferencias entre los injertos criopreservados y en fresco
implantados con respecto a la aparicion de lesiones aneurismaticas, sino que
ademas, a los 30 dias se observaba una mayor reactividad inflamatoria con
una tendencia hacia una presencia mayor de células multinucleadas que en los
injertos en fresco 4. Llama la atencién que el mismo grupo de trabajo habia
publicado un estudio con idénticas caracteristicas seis meses antes 1’°, solo
gue con la mitad de animales (35 vs 71) y un seguimiento tres veces mayor (90
vs 30 dias), en el que las conclusiones son exactamente opuestas. La
criopreservacion no solo prevenia las degeneraciones aneurismaticas vistas en
los aloinjertos en fresco, sino que ademas reducia el infiltrado inflamatorio de
linfocitos T en la intima.
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Una reflexion interesante que extraer de estos resultados es la enorme
variabilidad que se obtiene con minimos cambios en el método de
experimentacion, el modelo animal o los métodos de medicion. Ademas,
confirma nuestras observaciones sobre la importancia del momento en el que
se toma la muestra, en un proceso patolégico que actia de manera continuada
sobre el tejido y ejerce cambios sucesivos y encadenados en el aloinjerto. Por
lo tanto, resulta dificil extraer conclusiones definitivas de los resultados
contradictorios en los distintos estudios. Independientemente del modelo
utilizado, la dificultad para extrapolar los mismos a la fisiopatologia del
trasplante en humanos es patente, dada la imposibilidad de realizar estudios
seriados con aloinjertos en vivo por obvias cuestiones éticas. Si podemos sacar
conclusiones de los resultados clinicos de esos mismos bypasses
criopreservados implantados en multitud de centros y pacientes. Cuando en un
inicio se comenzaron a usar trasplantes vasculares en fresco, los repetidos
casos de dilataciones aneurisméticas relacionados con respuestas
inmunologicas hicieron que el interés por los mismos decayera y se buscasen
alternativas protésicas .

En una revisién sistematica del resultado de los aloinjertos vasculares a
arterias infrainguinales con los estudios publicados desde 1966 a 2004 76, las
arterias y venas criopreservadas presentaron degeneracion aneurismatica o
rotura del injerto en un rango que va del 2 al 6% en las distintas series (Media:
3,75%. 635 pacientes en total). Por su parte, las publicaciones de
revascularizaciones con aloinjertos venosos no criopreservados, almacenados
en isquemia fria, registraron degeneraciones o roturas entre el 4 y el 15% de
los casos (Media: 11,3%. 363 pacientes en total). Los resultados se resumen
en la tabla 5.

I (0]
Estudio Afo P.enodc.J,de b i Degeneracion
inclusién injertos
Criopreservacion de aloinjertos venosos
Brockbank et al 1992 1985-1990 75 No reportada
177
Martin et al 178 1994 1987-1993 115 2%
Carpenter et al 1997 2 afos 40 3%
179
Farber et al 1% 2003 1992-2002 240 4%
Criopreservacion de aloinjertos arteriales
Branchereau et 2000 1991-1997 165* 6%

al 181

Isquemia fria de aloinjertos venosos
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Dortland et al 2 1991 1984-1989 156 15%

Rebane etal 18 1997 1978-1993 107 4%
De Leersnijder 1992 1982-1989 100 15%
et al 184

Tabla 5. Comparativa de los estudios publicados sobre aloinjertos criopreservados
infrainguinales entre los afios 1996 y 2004, centrada en el porcentaje de degeneraciones. * El
estudio de Branchereau et al incluy6 45 aloinjertos arteriales conservados mediante isquemia

fria. Modificada de Fahner et al, 2006 176,

OTROS MODELOS DE DEGENERACION ANEURISMATICA

Segun lo descrito hasta ahora, tras el implante de arteria criopreservada las
células supervivientes al proceso de congelacion/descongelacién van a
provocar una respuesta inmune en el receptor que terminara con la progresiva
desaparicion de las mismas. El aloinjerto queda conformado por fibras elésticas
y colagenas, asi como células migradas del huésped, fundamentalmente
fibroblastos. Las caracteristicas biomecanicas del bypass resultante van a
depender por tanto de la cantidad de elastina restante en la arteria donante, por
lo que los aloinjertos de arteria criopreservada femoral/distal van a presentar
dilataciones mas rapidamente que los de aorta '®°. Arnaud y su equipo también
confirmaron que la aorta toracica presentaba una mejor respuesta a la
criopreservacion gue la aorta abdominal, en principio debido a la extensa red
de componentes elasticos que mantienen fijas las células musculares lisas y,
por tanto, otorgandole mayor fuerza mecénica que a la aorta abdominal, sujeta
a una regulacién mas vasoactiva 1%,

Otros modelos de formacion de aneurismas también ponen de manifiesto una
relacion causal entre el infiltrado de células inflamatorias, la pérdida de elastina
y la degeneracién aneurismética de la pared ¥7%8, Esto se debe a que la
formacion de aneurismas, a diferencia del desarrollo de estenosis, afecta
fundamentalmente a la capa media de la pared arterial. Asi, el equipo de
Anidjar demostro que la presencia de elastasa en la capa media de la aorta
lleva a la formacion de aneurismas. Macréfagos activados a ese nivel podrian
ser responsables de la secrecidn de elastasa y la destruccion de las fibras
elasticas. Ademas, la plasmina podria actuar como potenciador de la actividad
de la elastasa y, en consecuencia, agravar la degeneracion de la pared arterial,
ya que se ha visto in vivo en ratas que bajas concentraciones de elastasa,
incapaces de inducir la formacién de aneurismas por si mismas, si lo hacian en
presencia de plasmina. La investigacion clinica sugiere que esta actividad
elastolitica esta igualmente relacionada con la formacion de aneurismas en
humanos, asi como en la patogénesis de del enfisema pulmonar 8,
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS

Los aloinjertos arteriales criopreservados son capaces de generar una respuesta
inmune en el huésped en virtud de su condicidn de trasplantes alogénicos. Esta
reaccion inmunoldgica es especifica frente a antigenos del donante, siendo
responsable del fracaso de estos bypasses, bien favoreciendo la estenosis de
los mismos mediante un mecanismo similar a la vasculopatia del trasplante en
organos solidos, bien siendo responsable la degradacion de la pared del vaso,
dando lugar a las degeneraciones aneurismaticas observadas en este tipo de
injertos.

OBJETIVOS

El presente trabajo de tesis doctoral tiene como objetivo general contribuir al
conocimiento de los mecanismos inmunoldgicos responsables del fracaso de
los trasplantes de arteria criopreservada.

Como objetivos especificos se han fijado los siguientes:

I.  Caracterizar la poblacion receptora de arterias criopreservadas y
establecer caracteristicas individuales que puedan diferenciar el
subgrupo de pacientes con fracaso de sus bypasses.

Il.  Describir el comportamiento clinico de los trasplantes vasculares y, en
concreto, su evolucién hacia la degeneracion de la pared del injerto
cuando ésta se produce.

lll.  Establecer las caracteristicas anatomopatolégicas e
inmunohistoquimicas de los aneurismas de arteria criopreservada, asi
como sus diferencias con respecto a los aneurismas de arteria nativa.

IV. Confirmar la especificidad de la respuesta inmune a partir del estudio de
anticuerpos generados frente al tejido donante, describiendo las
caracteristicas de dicha respuesta y la capacidad de la misma para
activar el complemento y ser capaz de provocar rechazo frente al
trasplante.

V. Analizar el fendbmeno de mdultiples degeneraciones aneurismaticas en
sucesivos aloinjertos criopreservados dentro del mismo paciente, tanto
desde el punto de vista clinico como anatomopatolégico e inmunolégico.

VI.  Explorar si existen otros factores, ademas de los inmunoldégicos, que

puedan condicionar la evolucion de estos bypasses, tanto de forma
individual como actuando en conjunto con el sistema inmune.
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MATERIAL Y METODOS
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DISENO DEL ESTUDIO

La presente investigacion esta en consonancia con los protocolos de la
Declaracion de Helsinki ! para la experimentacion con humanos y ha sido
aprobada por la Comision de Bioética del Hospital Universitario central de
Asturias. Se ha puesto énfasis especial en la proteccion de datos de los sujetos
a estudio, asi como de sus donantes, con el consentimiento informado de los
pacientes (Documento 1) y de acuerdo con la ley organica de Proteccion de
Datos Personales y Garantia de los Derechos Digitales (BOE-A-2018-16673)

191

Se estudiaron de forma observacional prospectiva pacientes que requirieron
revascularizacion aorto-iliaca o de miembros inferiores mediante injerto arterial
criopreservado entre noviembre de 2015 y mayo de 2018. La indicacion
quirargica se planteé tanto por isquemia critica (clasificacién de Rutherford
estadios 4 a 6: dolor isquémico en reposo/ pérdida de tejido) como por
infeccidn protésica o de arteria nativa. La decision de emplear una arteria
criopreservada se tomo en todos los pacientes dada la ausencia de vena
safena interna autologa vélida para bypass, bien por haber sido empleada en
cirugias previas, bien por tratarse de un vaso dilatado por enfermedad venosa
cronica o de calibre y/o longitud insuficiente para su uso como injerto. Los
criterios de exclusion fueron el antecedente de trasplante previo de 6rgao
sélido y la toma de tratamiento inmunosupresor. En todos los casos la
revascularizacion se llevo a cabo por el servicio de Angiologia y Cirugia
Vascular del Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA), en Oviedo,
Espafa (figura 12).

El HUCA surgid de la fusion en los afios 90 de la antigua Residencia Sanitaria
Nuestra Sefiora de Covadonga, (perteneciente al Instituto Nacional de la
Salud), y del Hospital General de Asturias, dependiente de la Diputacién
provincial de Oviedo. El centro se traslad6 a su ubicacién actual en 2014, un
afo antes del inicio del estudio, ofreciendo actualmente 1039 camas y con una
superficie hospitalaria de 183603 m?. El servicio de Cirugia Vascular del HUCA
es el segundo en antigiiedad de Esparia, y dispone de 36 unidades de
hospitalizacion, con una ocupacion media del 112.8%. En el afio 2018 realiz6
8673 consultas anuales, asi como 1571 intervenciones quirdrgicas, 441 de
ellas de forma ambulatoria 2.

Como es habitual en nuestro centro, y en linea con la evidencia cientifica hasta
la fecha ya revisada en el capitulo previo, no se estudié la compatibilidad ABO
previamente al implante de los injertos "*"%, siendo imposible obtener
compatibilidad cruzada HLA tanto por obvios problemas de stock como de
tiempo para realizar estudios en intervenciones urgentes.

Un segundo grupo de pacientes con degeneracion aneurismatica de arteria
criopreservada fue analizado, tanto desde el punto de vista de la evolucién de
sus aloinjertos como del estudio anatomopatoldgico, incluyendo
inmunohistoquimica e inmunofluorescencia, siempre que fuera posible obtener
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una muestra del aloinjerto por nueva cirugia de revascularizacion y sin estar
éste trombosado previamente. En este grupo se incluyeron todos los pacientes
de la serie original que registraron degeneracion aneurismética durante el
periodo de seguimiento, asi como aquellos pacientes que, habiendo recibido un
trasplante vascular en nuestro centro previo al inicio del estudio, sufrieron
degeneracion de su arteria criopreservada durante la investigacion.

Figura 12. Vista aérea del complejo del Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA), en
su actual localizacion en la Avenida Roma de Oviedo, Espafia.

Ademas, se obtuvieron los datos demograficos, comorbilidades, indicacién
quirdrgica, complicaciones operatorias y datos clinicos de seguimiento. Se
registraron de esta forma permeabilidades primaria, primaria asistida y
secundaria, asi como complicaciones, reintervenciones, amputaciones y
mortalidad. En cuanto a la comorbilidades se estudio la presencia de
hipertension (>140/90 y que requieran tratamiento antihipertensivo),
tabaquismo (actual o previo), diabetes (tipos | o 1), dislipemia (colesterol LDL
22’6 mmol/L y/o triglicéridos 25.0 mmol/L, a tratamiento farmacoldgico)
enfermedad cardiaca (valvulopatia, insuficiencia cardiaca congestiva o
fibrilacion auricular), cardiopatia isquémica (angina o infarto de miocardio),
enfermedad cerebrovascular (ictus o accidente isquémico transitorio),
enfermedad renal crénica (filtrado glomerular <60mL/min), EPOC, y neoplasia
(previa o activa).

Se analizaron la permeabilidad primaria, primaria asistida y secundaria, asi
como el salvamento de la extremidad (ausencia de amputacion mayor,
entendiendo ésta como amputacién supra e infracondilea, y descartando las
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amputaciones digitales o transmetatarsianas) y la supervivencia durante el
periodo del estudio, en concordancia con los estandares recomendados por
Rutherford y colaboradores para la publicacién de resultados en pacientes con
isquemia de miembros inferiores 1%, El analisis estadistico se llevé a cabo
mediante el programa IBM SPSS Statistics version 21 (SPSS Inc., Chicago,
lllinois, USA).
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Proyecto:

Factores inmunoldgicos en el fracaso de los injertos vasculares criopreservados

Investigador Principal: Dr. Mario Gonzalez Gay

Explicacion:

Yo: |

Con DNIN°: |

1. He hablado con l

2. He recibido suficiente informacion sobre el Proyecto. Estoy satisfecho con esas
explicaciones y las he comprendido.

3. He podido hacer todas las preguntas que he considerado necesarias sobre el proyecto.
Se han respondido adecuadamente y he comprendido todas las explicaciones que me
han dado.

4. Comprendo que mi participacién es voluntaria.

5. Comprendo que puedo retirarme del Proyecto:

e Cuando quiera.
e Sin tener que dar explicaciones.
e Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Que valorando lo anterior, doy libremente mi conformidad para la obtencién de las muestras

biolégicas de sangre periférica y para la utilizacién de las muestras de biopsia que hayan

sido obtenidas con fines diagnosticos o terapéuticos, que son necesarias para la realizacion
de dicho estudio.

Guardo en mi poder una copia de este consentimiento y firmo este documento.

En Oviedo a de de 201

Firma del participante

Firma del médico

Documento 1. Consentimiento informado para la participacion en el estudio.
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PROTOCOLO DE ESTUDIO DE ANTICUERPOS

Se realizé tipaje HLA y estudio de anticuerpos del paciente receptor previo al
implante de la arteria criopreservada mediante un tubo de sangre
anticoagulada (8 mL) y otro anticoagulado con acido etilendiaminotetraacético o
EDTA (5mL). Se solicitan las siguientes determinaciones de laboratorio:

e LBG Determinacién de Anticuerpos anti-HLA postransplante
e LBG Otras solicitudes EDTA

e LBG Tiraje HLA pretransplante de 6rganos solidos (receptor)

A la semana del implante se lleva a cabo nuevo estudio de anticuerpos:
e LBG Determinaciéon de Anticuerpos anti-HLA postransplante

e LBG Otras solicitudes EDTA

Este control se repitié peribdicamente al mes de la cirugia, asi como a los 3, 6,
9y 12 meses de la misma. En el laboratorio de Inmunologia se estudiaron los
anticuerpos anti HLA en el suero del recetor, asi como el analisis de las
subpoblaciones leucocitarias y el grado de activacion de los linfocitos T CD4+ y
CD8+ mediante citometria de flujo. En caso de trombosis o explante del injerto
sin sustitucién por nueva criopreservada, se procedio a suspender el analisis
seriado de los anticuerpos en ese paciente.

El procedimiento de cribado se llevé a cabo mediante inmunoensayos basados
en microesferas (LIFECODES Clase | y Clase Il LSA™, Inmunocor GTI
Diagnostics, Inc., Wisconsin, USA). Estos ensayos permiten detectar
anticuerpos IgG reactivos al panel frente a moléculas HLA. El protocolo
consiste en incubar una alicuota de las microesferas con un pequefio volumen
de la muestra de suero del paciente. Seguidamente, se lavan las microesferas
sensibilizadas para eliminar los anticuerpos que no se hayan fijado. Se afiade
luego un anticuerpo anti-IgG humana conjugado con ficoeritrina. Tras otro
nuevo ciclo de incubacién, se diluye la muestra problema y se analiza en el
dispositivo Luminex® (Luminex Corporation, Austin, Texas), mostrado en la
figura 13. Este compara la intensidad de la sefial emitida por cada microesfera
con la de la microesfera especifica del locus de mas baja calificacion incluida
en la preparacion, para determinar si aquella es positiva en cuanto al
aloantincuerpo unido.

El protocolo de cribado para la deteccion de anticuerpos siguié los siguientes
pasos:

1. Retirar la mezcla de microesferas LSA del congelador y descongelar en
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la oscuridad a temperatura ambiente.

. Permitir que el tampdn de lavado se equilibre con la temperatura
ambiente (entre 20 y 24 °C) antes de usarlo.

. Humedecer previamente los pocillos que se van a utilizar con 100-300
uL de agua destilada. Entre 2 y 5 minutos después, se retira el agua
aspirando suavemente la placa con el sistema de vacio.

. Centrifugar el vial de microesferas LSA a 600-800 xg durante 30
segundos para desprender del tapon o de las paredes del vial todas las
microesferas o restos de liquido. Agitar bien el vortex (menos de un
minuto) para resuspender de forma homogénea las microesferas.

. Anadir 40 pL de microesferas LSA a cada uno de los pocillos asignados.
Agitar en el vortex el vial de las microesferas LSA cada 2 minutos para
mantenerlas en suspension. Afadir posteriormente 10 uL del suero del
paciente y del suero control, y mezclar.

. Cubrir la placa con la cubierta de plastico adhesivo y protegerla de la luz.
Incubar la placa durante 30 minutos a temperatura ambiente (20-24 °C)
en la oscuridad y sobre una plataforma rotatoria.

. Diluir el conjugado con tampdn de lavado (5 pL de conjugado en 45 uL
de tampdn de lavado por muestra).

. Tras los 30 minutos de incubacion, retirar la cubierta de plastico
adhesivo y afiadir 100 uL de tampdn de lavado en cada pocillo. Mezclar
para volver a suspender las perlas y succionar ligeramente la placa.

. Afadir 250 uL de buffer de lavado a cada pozo, mezclar para volver a
suspender las perlas, succionar y repetir dos veces mas el
procedimiento para realizar un total de tres lavados.

10. Aiadir 50 pL de conjugado diluido a cada uno de los pocillos. Colocar la

placa en una plataforma rotatoria a 200 rotaciones por minuto, protegida
de la luz. Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente (20-24
°C).

11.Con una punta de pipeta limpia, afiadir 130 a 150 uL de tampon de

lavado en cada pocillo y mezclar para suspender las microesferas.

12.Recoger los datos con el dispositivo Luminex® dentro de las 3 horas

siguientes al proceso de cribado.
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Figura 13. Analizadores moleculares por citometria de flujo Luminex® (Luminex Corporation,
Austin, Texas).

También se llevo a cabo la tipificacion de HLA del paciente receptor, mientras
que el perfil de los donantes ya se analiza del mismo modo tras la extraccion y
puede ser obtenido de nuestra base de datos. En caso de que el origen del
injerto estuviera en un banco de tejidos de otra provincia, no fue posible
obtener el perfil HLA de dichos donantes dada la proteccion de datos de los
pacientes en el programa nacional de trasplantes, al no estar adscritos dichos
centros al presente estudio. En nuestro hospital la tipificacion de alelos de HLA
de clases | y Il se realiza mediante kits LIFECODES HLA SSO®. Esta técnica
se basa en la amplificacion del ADN por PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) para multiplicar el nUmero de copias de una regién seleccionada
del ADN, empleando oligonucle6tidos con especificidad de secuencia (SSO)
gue permiten determinar qué alelos HLA estan presentes en una muestra
amplificada. El procedimiento consiste en la hibridacion mediante sondas SSO
monocatenario marcado obtenido mediante PCR. Cada una de las distintas
sondas puede ser homologa de una secuencia del ADN amplificado exclusiva
de un alelo o grupo de alelos. Dicho de otro modo, estas sondas son capaces
de hibridar preferentemente con una region complementaria que puede estar
presente o no en el ADN amplificado. Ademas, el ADN amplificado hibrida
también con una o mas sondas de consenso homélogas a secuencias
presentes en todos los alelos de un locus. La sefal relativa obtenida por las
sondas, al ser analizada en el Luminex®, permite asignar una reactividad
positiva o negativa con el ADN, ofreciendo la informacion necesaria para
determinar el fenotipo HLA de la muestra.

El protocolo para la tipificacion de HLA SSO sigue los siguientes pasos:

A. Purificacion del ADN gendmico, con una concentracion entre 10 y 200
ML

B. Amplificacion del ADN (Reaccién en cadena de la polimerasa o PCR)
1. Igualar la temperatura de la muestra con la temperatura ambiente
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4.

5.

(18-30 °C).

Agitar suavemente los reactivos en un vortex durante 10 segundos
aproximadamente. Posteriormente, centrifugado durante 5-10
segundos para que el contenido se desplace al fondo del tubo.

Siguiendo la tabla 6, preparar los componentes para la amplificacion
de n+1 reacciones, y completar con agua exenta de nucleasas hasta
un volumen fina de 20 uL por reaccion.

Cantidad por reaccién PCR,
Componente por muestra

Mezcla maestra LIFECODES® 6 uL

ADN gendémico 10-200 ng/uL Total ~80 ng

Polimerasa taq LIFECODES® 0,2uL (1 V)

Agua exenta de nucleasas Hasta un volumen final de 20 pL

Tabla 6. Componentes de la reaccién para la amplificacién mediante kits de
tipificacion de HLA LIFECODES®

Pipetear la cantidad adecuada de ADN gendémico (40-120 ng) en los
tubos de PCR, cerrandolos bien para evitar la evaporacion.

Colocar las muestras en el termociclador.

C. Hibridacion

1.

Calentar la mezcla de sondas en el bloque calefactor a 55-60 °C
durante 5-10 minutos para solubilizar los componentes.

Tratar durante brevemente (unos 15 segundos) la mezcla de sondas
con ultrasonidos y agitarla posteriormente en vortex durante 15
segundos para suspender por completo las microesferas.

En cada pocillo de una placa de termociclador, combinar 15 uL de la
mezcla adecuada de sondas con 5 uL del producto de la PCR
especifico de locus.

Colocar la esfera de compresion de silicona encima de la placa y
proceder a la hibridacion de las muestras en las condiciones de
incubacion siguientes:

1°: A 97 °C durante 2 minutos
2°: A 47 °C durante 10 minutos
3% A 56 °C durante 8 minutos
4% Mantener a 56 °C

5. Mientras las muestras hibridan, preparar una mezcla al 200:1 de

solucion diluyente y PE-estreptavidina. Combinar 170 uL de solucion

90



diluyente y 0,85 uL de 1mg/mL PE-estreptavidina por muestra,
manteniendo la solucién en la oscuridad y a temperatura ambiente.

6. En el paso final a 56 °C, y estando la bandeja en el termociclador,
diluir cada muestra con 170 uL de la mezcla preparada de solucién
diluyente y PE-estreptavina en un espacio de tiempo no superior a 5
minutos.

7. Sacar del termociclador la bandeja de muestras y colocar en el
analizador Luminex®.

También se realizo la prueba de citotoxicidad cruzada (cytotoxic crossmatch
test) para detectar anticuerpos fijadores de complemento. Células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) de 6 donantes fueron aisladas del
resto de la muestra de suero anticoagulado con EDTA mediante centrifugacion
en gradientes Ficoll-Hypaque (Lymphoprep™; Nycomed, Oslo, Noruega).
PBMC fueron suspendidas en RPMI 1640™ (BioWhitaker, Verviers, Bélgica) a
2,5 x 10° células/ mL y mezcladas (1 mL) en una placa de Terasaki con 1 mL
de suero de cada paciente. El suero y las células se incubaron durante 30
minutos a temperatura ambiente y posteriormente otros 60 minutos a la misma
temperatura tras afiadir complemento. Seguidamente se dispensé
Fluoroquench™ (One Lambda Inc, California, Estados Unidos) en el ensayo de
microcitotoxicidad, tifiendo tanto a las células vivas (en verde) como las
muertas (en rojo), facilmente distinguibles mediante microscopia de
fluorescencia. El test se considerd positivo cuando anticuerpos donante-
especificos se unieron a linfocitos, activando el complemento y causando lisis
celular en al menos el 20% de las células de cada pocillo.

SEGUIMIENTO CLINICO Y DE IMAGEN

La toma de muestras se llevé a cabo en todos los pacientes durante las
sucesivas consultas externas de seguimiento, al mes, a los 3 meses, y cada 3
meses sucesivamente. Se valoro la clinica de isquemia/infeccién, explorando la
presencia de pulsos y posibles lesiones en miembros inferiores. Durante la
misma se realiz6 estudio ecogréfico de la arteria criopreservada, tomando
medidas seriadas del diametro del vaso a distintos niveles en la hoja de
seguimiento (Documento 2). Se registra, ademas, el hallazgo de estenosis o
trombosis en el injerto, si los hubiera. En los casos en los que la clinica o la
ecografia lo indicaron necesario, se solicitaron nuevas ecografias o se
completaron estudios mediante Angio Tomografia Computarizada (tabla 7).

Pre . 3 6 9 12
: 7 dias 1 mes
implante meses meses meses meses
Tipaje HLA v X X X X X X
Estudio
anticuerpos o v v v v v J
Eco Doppler X X v v v v v

Tabla 7. Calendario de seguimiento clinico durante los 12 primeros meses.

91



FACTORES INMUNOLOGICOS EN EL FRACASO DE LOS
HOMOINJERTOS DE ARTERIA CRIOPRESERVADA

HOJA DE SEGUIMIENTO ECOGRAFICO BY-PASS DE ARTERIA CRIOPRESERVADA
PACIENTE:

N.H.C.:

FECHA DEL ESTUDIO ECOGRAFICO: N2 CONTROL:

TIPO DE BY-PASS:

COMENTARIOS:

LOCALIZACION DIAMETRO (mm)

ANASTOMOSIS
PROXIMAL

ANASTOMOSIS
DISTAL

Documento 2. Hoja de seguimiento ecogréfico.
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ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO

En aquellos pacientes con degeneracion del injerto a lo largo del tiempo de
seguimiento, y que ademas requirieron reintervencién, se remitié una muestra
de la arteria criopreservada resecada quirdrgicamente para estudio
anatomopatologico, incluyendo inmunohistoquimica y de inmunofluorescencia.
Este mismo procedimiento se llevo a cabo con aquellos pacientes con
degeneracion durante el periodo del estudio pero que habian recibido la arteria
criopreservada en nuestro centro con anterioridad al inicio del mismo. Las
muestras fueron obtenidas durante el recambio de los bypasses permeables
afectados y se remitieron en fresco al Servicio de Anatomia Patologica de
nuestro centro para procesamiento y posterior estudio (figura 14). Se evalud la
presencia de depdsitos de inmunocomplejos (IgG, C3, C4 y HLA clase )
mediante inmunofluorescencia directa. Ademas, también se complet6 estudio
inmunohistoquimico para IgG, C3, C4 y HLA clase I, incluyendo tinciones para
actina y fibras elasticas. Adicionalmente, tejido obtenido de aneurismas de
arteria nativa periférica en pacientes escogidos al azar, fueron analizados de la
misma forma, sirviendo de casos control.

1580017833 15B0017833 1580017833
A-2-02 ixy O A-2-03 51O  a-2.04 HE O
V/AAG %E vanG 3 S vanc g &
MASSON W/DC EVG WDC 1GG-L

-

Figura 14: Secciones sobre portaobjetos de arteria criopreservada degenerada, procesadas y
tefiidas para andlisis anatomopatolégico e inmunohistoquimico. De izquierda a derecha:
Tricromico de Masson, Tincidn de Van Gieson, y marcaje con anticuerpos IgG. Las muestras
corresponden a la degeneracion nimero 7 del estudio (ver el capitulo correspondiente de
resultados).
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HOMOINJERTOS ARTERIALES

Las arterias de donante fueron remitidas desde el Banco de tejidos humanos
del Centro Comunitario de Sangre y Tejidos de Asturias, y en ausencia de
injerto disponible localmente, del Banco de Sangre y Tejidos de Catalufia o del
Complejo Asistencial Universitario de Burgos. Todos ellas fueron obtenidas
durante la extraccién multiorganica de donantes cadaver dentro del Programa
Nacional de Trasplantes y dentro de las 6 horas siguientes al exitus (tiempo de
isquemia caliente). Desde la extraccion a la congelacion no transcurrieron mas
de 8 horas, permaneciendo el tejido refrigerado en todo momento a 4 °C
(tiempo de isquemia fria).

El tipo de arteria empleada fue la aorta toracica y el segmento ilio-tronco
tibioperoneo. Habitualmente, la aorta infrarenal se extraen junto con el injerto
hepatico de cara al trasplante de higado, y no suelen estar disponible para
trasplante vascular independiente.

Los criterios especificos para la donacién de arterias son la edad del paciente
entre 18 y 50 afios, en ausencia de enfermedades vasculares, hipertension y
en el que se comprueba el buen estado de la pared arterial en examen “de
visu” durante el explante.

PROTOCOLO DE CRIOPRESERVACION

Tras la extraccion se realiza un lavado cuidadoso (5 lavados con canula de
irrigacion) con suero salino isotonico heparinizado. Por altimo, se mide la longitud
de la arteria o vena y se introduce en un contenedor de vidrio estéril con la
solucion de recogida: Dulbecco's Modified Eagle Medium o DMEM (500 ml) +
Combinacién antibidtica (50 microlitros de Clindamicina, 70 microlitros de
Amikacina y 500 microlitros de Vancomicina).

El procesado se hace en el area aséptica (“sala blanca”) del Banco de Tejidos y
bajo campana de flujo laminar. Se extrae la arteria o vena del contenedor y se
deposita en una batea estéril, procediendo a tomar un pequefio fragmento de la
misma para control bacterioldgico que se introduce en medio TRIS-glucosa o
TG.

La técnica de crioconservacion se ajusta rigurosamente a los siguientes pasos:
1. Seintroduce la arteria en la bolsa de criopreservacion.

2. Sellena la bolsa con 180 ml de DMEM.

3. Sellado de la bolsa.

4. Se coloca la bolsa sobre una bandeja de hielo, esperando unos 5-10
minutos para que la temperatura del DMEM descienda.
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5. Se carga en una jeringa 20 ml de Dimetil Sulféxido (DMSO).

6. A través de una chimenea, se introduce muy lentamente (en un tiempo no
inferior a 10 minutos) la totalidad de la jeringa con el DMSO, agitando
suavemente para obtener una distribucion homogénea del crioprotector
mientras la bolsa permanece sobre el hielo.

7. Se suelda la chimenea utilizada y se rotula en el exterior de la bolsa el tipo
de arteria que contiene y su longitud.

8. Se Introduce la bolsa en la canastilla metalica homogeneizadora.

9. Descenso controlado de temperatura en un congelador biolégico
programable, desde +4 °C hasta -80 °C, realizando un descenso térmico
lineal de -1 °C /minuto. También puede recurrirse a congelacion sin rampa,
dejando el tejido en un contenedor isotermo en el congelador eléctrico de -
70 °C.

10.Una vez acabado el descenso térmico se introducen los tejidos en el tanque
de nitrégeno en fase de vapor a -140 °C, donde sera almacenado.

PROTOCOLO DE DESCONGELACION

Del mismo modo, el proceso de descongelacion debe seguir una serie de pasos
estrictos:

1. Se coloca la bolsa conteniendo la arteria a temperatura ambiente dentro de
la campana de flujo laminar y envuelta en un pafio estéril durante 3 minutos.

2. Se Introduce en bafio Maria a 37 °C hasta su total descongelacion.

3. Seguidamente se lava con 50 ml de salino a 37 °C, agitando durante 2
minutos. Se tira el liquido y se repite el procedimiento 2-3 veces, recogiendo
liquido del ultimo lavado para control bacterioldgico preimplante.

TECNICA DE IMPLANTE

Las arterias fueron transportadas al quiréfano el dia de la intervencion desde el
Banco de Tejidos Humanos del Centro comunitario de Sangre y Tejidos de
Asturias, tras llevar a cabo previamente la descongelacion de la arteria/s segun
el protocolo descrito.

El equipo quirdrgico procedio a ligar las colaterales y comprobar la
estanqueidad del vaso. Los agujeros fueron reparados mediante sutura con
polipropileno de 6/0. Si mas de una arteria era necesaria para extender la
longitud del bypass, ambas se anastomosaron en disposicion termino-terminal.
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Todos los pacientes recibieron terapia antiagregante indefinida al alta, salvo
aguellos que requerian anticoagulacién por otras patologias.
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RESULTADOS

97



98



DESCRIPCION DE LA POBLACION

99



100



CARACTERIZACION GENERAL DE LA POBLACION

El periodo de inclusion en el estudio comprendio un total de 31 meses entre
noviembre de 2015 y mayo de 2018, prolongandose el tiempo de seguimiento
hasta diciembre de 2019. En total se realiz6 el andlisis y seguimiento
prospectivo, mediante consulta de revision, control seriado de anticuerpos y
ecografias, de 35 pacientes sometidos a cirugia de revascularizacion mediante
el trasplante de arteria criopreservada.

La edad media fue de 72,8 afios (con un rango de 46 a 100 afios y una
desviacion tipo de 12,3). Si tomamos como referencia Unicamente a los
pacientes con patologia infecciosa de base, la edad media pasa a ser de 70,6
afos (rango de 48 a 84). En el grupo de pacientes intervenidos por isquemia la
edad media fue de 73,3 (rango 48-100). No hay, por tanto, importantes
diferencias en cuanto a edad entre ambas patologias. Tampoco la hay si
tomamos como referencia el sexo del paciente (72,2 afios de media en
hombres por 75,2 afios en mujeres).

Solamente se incluyeron 7 mujeres por 28 hombres (20% vs 80%).

En cuanto a los antecedentes médicos, se describen con detalle en la tabla 8:

Card. Otras AT/ Isq.
Tabaco HTA DM DL EPOC ERC ACV Cron. Neo
Isque. Card. MMII

1 Ex Si No Si No No No No No Si No

2 Ex No No No No No No No No Si Si

3 Ex Si No Si No Si Si No No Si No

4 No Si Si Si No No Si No No Si No

5 Si No No No Si Si No No No No No

6 Ex Si Si Si No No No Si No Si No

7 No Si Si No No No No No Si No No
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27 Si No No No No No No Si No Si Si

28 Si Si Si No Si No Si Si No Si No

29 No Si Si Si  No Si No Si No Si No

30 Ex Si Si Si No No Si No No Si Si

31 EX Si Si No No No Si Si No Si No

32 Ex No No No Si No No No No Si No

33 Ex Si Si No Si No No No No Si No

34 No Si No Si No Si Si Si No Si No

35 No Si Si Si No No Si No No Si No

Ex:14

No:

12 25 22 15 8 10 8 10 4 32 6

Si:9

Tabla 8. Cuadro con las comorbilidades de los pacientes estudiados de forma prospectiva.
Tabaquismo: actual (Si) o previo (Ex). HTA: hipertensién (>140/90 y que requieran tratamiento
antihipertensivo). DM: diabetes (tipos | o Il). DL: dislipemia (colesterol LDL 22’6 mmol/L o
triglicéridos 25.0 mmol/L y a tratamiento farmacolégico). EPOC: diagnosticado de enfermedad
pulmonar obstructiva cronica. ERC: enfermedad renal crénica (filtrado glomerular <60mL/min).
Card. Isque.: cardiopatia isquémica (angina o infarto de miocardio). Otras Card.: enfermedad
cardiaca no isquémica (valvulopatia, insuficiencia cardiaca congestiva o fibrilacién auricular).
AIT/ACV: enfermedad cerebrovascular (accidente isquémico transitorio o ictus). Isqg. Cron.
MMII: isquemia crénica de miembros inferiores. Neo: neoplasia (previa o activa).

Un amplio nimero de pacientes presentaba multiples patologias, con varios
factores de riesgo cardiovascular asociado. Solamente 3 pacientes no
registraban patologia isquémica crénica de base, estando éstos relacionados
con enfermedad aneurismatica, trombosis aguda por sindrome protrombaotico y
un proceso infeccioso en paciente trasplantado renal, respectivamente.

La patologia mas prevalente, sin tener en cuenta la isquemia cronica de
miembros inferiores (91,4%), fue la hipertensién arterial (71,4%), seguida del
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tabaquismo (actual o previo: 65,7%), la diabetes mellitus (62,8%) y la dislipemia
(42,8%). En la figura 15 se muestran los distintos porcentajes asociados a las
comorbilidades teniendo en cuenta toda la muestra de pacientes prospectivos.

Factores de riesgo y comorbilidades

91,4%
100

90 ol 714%
80 62,8%
70
gg 42,8%
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40 22,8%
30 11,4% 17,1%
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Figura 15. Porcentajes correspondientes a las patologias asociadas con los pacientes
estudiados de forma prospectiva. La leyenda es superponible a la tabla 8.

Seis pacientes presentaban antecedente de neoplasia activa o previa. Por otra
parte, dos pacientes estaban diagnosticados de al menos dos aneurismas de
arteria nativa (femoral superficial + femoral profunda + popliteo, y abdominal +
popliteo, respectivamente). Como veremos mas adelante en los resultados del
seguimiento, el primero de estos pacientes presenté degeneracién
aneurismatica del bypass.

La indicacion clinica para el implante del aloinjerto de arteria criopreservada fue
isquemia critica en 25 casos (71,4%) y proceso infeccioso en los 10 restantes
(28,6%). Si desglosamos estos grupos en relacién con el habito tabaquico, el
60% de los pacientes isquémicos eran fumadores activos o lo habian sido
previamente, por un 80% del conjunto de los pacientes con procesos
infecciosos. Un numero muy importante de estos ultimos presentaban
igualmente isquemia cronica de miembros inferiores, asociada con una
infeccidon en relacion con cirugia de revascularizacion previa (8 de los 10
pacientes).

Dentro de las indicaciones clinicas por un cuadro isquémico, un 52% lo fueron
por dolor en reposo, mientras que el 48% restante estaban asociadas a
lesiones isquémicas que comprometian la viabilidad de la extremidad.
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A 29 pacientes se les habia realizado previamente cirugia de revascularizaciéon
antes de implantarles el bypass de arteria criopreservada, el 82,8% de la
muestra.

INDICACION QUIRURGICA TABAQUISMO

INFECCIOSA
28,6%

ISQUEMICA

71,4%

ISQUEMIA CRONICA BYPASS PREVIO

LESIONES

p N
ISQUEMICAS 17 g%

RESPZ?/OSO 82.8%

Figura 16. Gréficas representando la proporcién de pacientes con indicacién quirdrgica por
isquemia vs infeccion, el porcentaje de tabaguismo en ambos grupos, la proporcion de
pacientes con isquemia que presentaban dolor en reposo vs los que tenian lesiones de origen
isquémico, y el porcentaje de pacientes del total que se habian sometido previamente a cirugia
de revascularizacion.

TIPOS DE BYPASS DE ARTERIA CRIOPRESERVADA

A continuacion se muestran las distintas configuraciones de los bypasses
implantados en aquellos pacientes incluidos en el estudio, de forma
prospectiva, durante el periodo seguimiento.

La mayor parte de los aloinjertos criopreservados tienen la anastomosis distal
en localizacién infracondilea (77,15%), siendo la configuracion mas comun el
bypass femoro-popliteo a 32 porcion (44,4% del total de la muestra). Sin
embargo, mas de un tercio de todos los injertos esta compuesto por bypasses
a troncos distales (42,85%). Los bypasses suprainguinales y supracondileos
solo constituyen el 22,85% de la muestra (tabla 9). Dentro de los bypasses
asociados a procesos infecciosos, solamente dos fueron exclusivamente
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suprainguinales. Los ocho restantes tenian al menos la anastomosis distal a
nivel inguinal o por debajo de la misma.

Aorto — lliaco 2 SUPRAINGUINALES

llio — Femoral 5 :
SUPRACONDILEOS

Femoro — Popliteo a 12 porcién 1

llio — Tronco tibioperoneo — Tibial posterior 1

llio — Tibial anterior 1

Femoro — Popliteo a 32 porcién 12

Femoro — Tibial anterior 3  INFRACONDILEOS

Femoro — Tibial posterior 5

Femoro — Peroneo 3

Femoro — Tronco tibioperoneo 1

Primera porcién poplitea — Tibial posterior 1

Tabla 9. Tipos de bypass de arteria criopreservada presentes en la muestra en funcién de la
localizacion su anastomosis distal. Se diferencia entre bypasses exclusivamente
suprainguinales, bypasses con anastomosis distal supracondilea y bypasses a arterias
infrageniculares.

RESULTADOS DEL SEGUIMIENTO

El periodo de seguimiento y recogida de datos comprendi6 desde la entrada del
primer paciente en el estudio, en noviembre de 2015, hasta diciembre de 2019.

Solo se perdieron durante el seguimiento tres pacientes por razones distintas a
la muerte, la trombosis del bypass o el recambio del injerto, alos 5, 17 y 30
meses de la intervencion, respectivamente (8,5% de la muestra). Se siguieron
hasta su muerte, o el fin de 2019, a otros 32 pacientes, con un tiempo medio de
seguimiento de 27,6 meses y un rango entre los 9 dias y los 1340 dias (44,67
meses). El rango intercuartilico o IQR fue de 16,5-35,5 meses.

En total se reintervinieron 15 pacientes por problemas con su bypass de arteria
criopreservada, el 42,8% del total, de los cuales 9 requirieron mas de una
intervencion. En la figura 17 se describen las 29 intervenciones secundarias
realizadas en los 15 pacientes mencionados, diferenciando entre bypasses en
riesgo de fracaso (trombosis, sangrado activo...), bypasses trombosados y
recambio del bypass.
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Figura 17. Cuadro con las intervenciones secundarias registradas durante el tiempo de
seguimiento. Los procedimientos realizados sobre bypasses trombosados requirieron a
menudo mas de una técnica de revascularizacién, como fibrinolisis + stent o trombectomia +
stent.

Dos pacientes presentaron sangrado activo por fallo en la anastomosis
proximal, en relacién con necrosis de la herida quirtrgica y proceso infeccioso
previo, respectivamente, requiriendo ambos cirugia urgente reparadora.

Tres pacientes a seguimiento desde su implante presentaron degeneracion

aneurismatica de sus bypasses de arteria criopreservada durante el periodo del

estudio, lo que representa un 8,5% de la muestra. Los aneurismas se
registraron a los 7, 28 y 22 meses, respectivamente, requiriendo dos de ellos
intervencion quirargica y encontrandose la restante a seguimiento. En estos
tres casos no se incluyen los pacientes intervenidos previo al inicio del estudio
y que presentaron degeneracion durante el periodo de seguimiento, siendo
analizados en su conjunto en el capitulo de degeneraciones aneurismaticas.

Si bien se ha buscado posibles relaciones entre las patologias asociadas y los
pacientes que presentaron degeneracion del injerto, el poder estadistico es
muy escaso dado el tamafio muestral, por lo que no se pueden obtener
conclusiones estadisticamente significativas. Asi, como ejemplo, en la
asociacion diabetes versus degeneracion aneurismatica la muestra se
conforma de 21 diabéticos y 14 no diabéticos. La proporcion de la
degeneracion es 3/14 (0,21) para los no diabéticos y 0/21 (0,00) para los
diabéticos. El valor p de la prueba exacta de Fisher es 0,056, pero el poder
estadistico de este calculo para una muestra de 35 pacientes es del 63%, por
lo que solo acertaria clasificando menos de 2/3 de los mismos (figura 18).
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Figura 18. Célculo del poder estadistico para la asociacion diabetes mellitus versus
degeneracion aneurismatica.

La permeabilidad de los bypasses es relativamente pobre, en consonancia con
otras series publicadas en la literatura. La permeabilidad primaria estimada al
afo, los dos afos y tres afios fue de 58%, 38% y 38%, respectivamente,
registrando una mediana de 12 meses (IQR= 2-27). La permeabilidad primaria
asistida fue del 67%, 49% y 44% al afio, dos afios y tres afos, respectivamente
(la mediana fue del3 meses y el IQR= 2-31). Finalmente, la permeabilidad
secundaria para los mismos intervalos fue de 73%, 62% y 52%,
respectivamente, la mediana de 16 meses, y el IQR=3-32 meses. Como puede
observarse en las curvas de Kaplan-Meier de supervivencia para permeabilidad
(figura 19), se registrd un elevado numero de trombosis durante el seguimiento,
siendo escaso el porcentaje de bypasses funcionantes a medio y largo plazo.
Si bien llama la atencién que la curva de permeabilidad primaria asistida
desciende por debajo de la de permeabilidad primaria, este hecho se debe a la
mayor pérdida de pacientes a largo plazo en ese grupo de la muestra, en
comparacion con aquellos que no se intervinieron para mantener la
permeabilidad del injerto.

Solamente cuatro pacientes (11,4%) requirieron amputacion mayor, con una
supervivencia de la extremidad del 94% al afio y del 87% a los dos y tres afios,
respectivamente (figura 20). En relacion con la supervivencia del paciente,
ocho pacientes murieron durante el seguimiento, con tres muertes relacionadas
con su patologia isquémica/ infecciosa de base a los 9, 16 y 22 meses
(mortalidad temprana). Los otros cinco exitus tuvieron lugar mas avanzados en
el seguimiento y estuvieron en relaciéon con otras patologias, como ACV y
cancer. La supervivencia del paciente a uno, dos y tres afios fue del 83%, 79%
y 74%, respectivamente (figura 21).

108



Permeabilidad

© 1.0

el

©

3 08

€

3

< 06

©

2 [ E——
o 0.4

2

2> s ; ;

© 0.2 — Permeabilidad Primaria

g— - Permeabilidad Primaria Asistida
7] 0.0/ — Permeabilidad Secundaria

0 12 24 36 48
Tiempo de Seguimiento (meses)

Figura 19. Curvas de Kaplan Meier de supervivencia reflejando la permeabilidad primaria,
primaria asistida y secundaria de la muestra. Debido a la pérdida de seguimiento de pacientes,
la permeabilidad primaria asistida baja por debajo de la permeabilidad primaria en el extremo
de la curva.
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Figura 20. Curva de Kaplan Meier reflejando la supervivencia libre de amputacién en nuestra
muestra tras la cirugia de revascularizacion con arteria criopreservada.
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Figura 21. Curva acumulativa de Kaplan Meyer mostrando la supervivencia libre de muerte en
nuestra muestra tras cirugia de revascularizacion con arteria criopreservada.

En la siguiente tabla se registran los resultados previamente descritos de
permeabilidad y supervivencia libre de amputacion y muerte a intervalos

anuales. Se observa la diferencia patente entre las permeabilidades, por un
lado, y los resultados en cuanto a mortalidad y amputaciones, por otro, que se

acenttan con el tiempo de seguimiento.

Variable lafo 2anos 3afios
Permeabilidad primaria 58% 38% 38%
Permeabilidad primaria asistida 67% 49% 44%
Permeabilidad secundaria 73% 62% 52%
Supervivencia libre de amputacién 94% 87% 87%
Supervivencia libre de muerte 83% 79% 74%

Tabla 10. Resumen de las permeabilidades, la supervivencia libre de amputacién y la
supervivencia libre de muerte estimadas al afio, dos afios y tres afios de la intervencion.
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ANALISIS DEL ESTUDIO POBLACIONAL
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Si bien la muestra correspondiente al grupo de pacientes con controles
seriados desde la intervencion es relativamente pequefia en nimero (n=35),
hay que tener en cuenta que el periodo de inclusion de 31 meses es
relativamente corto en comparacion con la mayoria de los estudios, aunque
con la ventaja de ser un analisis prospectivo. Esto se debe, en parte, a que la
revascularizacion mediante arterias criopreservadas es una técnica de recurso,
para indicaciones muy especificas, y por tanto adquirir un tamafio muestral
mayor requeriria un largo tiempo de inclusién de pacientes o la concurrencia de
varios centros en el estudio. Tomando como referencia el articulo ya citado
mas relevante para nuestra investigacion, Konrad y su equipo *° recogieron los
resultados de 44 pacientes desde noviembre de 2002 hasta diciembre de 2012,
en un intervalo de 121 meses.

La muestra poblacional es bastante representativa del paciente promedio
afectado de isquemia cronica de miembros inferiores, con una relacion clara
entre dicha patologia y el tabaquismo (65,7%), la hipertensién arterial (71,4%),
la diabetes mellitus (62,8%) y la dislipemia (42,8%). Corresponden, por tanto, a
los factores de riesgo principalmente asociados con la enfermedad arterial
periférica 1%,

Ademas, un numero significativo de estos pacientes presenta multiples
patologias, agrupando varios factores de riesgo cardiovascular. Aunque dicha
asociacion constituye igualmente una caracteristica de los pacientes con
isquemia crénica, la alta complejidad de muchos de ellos, con una elevada
prevalencia de enfermedad renal crénica, EPOC, cardiopatia o cancer, es
indicativa de la dificultad afiadida que muchos de ellos presentan de cara a su
revascularizacion.

El 60% de los pacientes con indicacion de bypass por isquémica cronica eran
fumadores activos o lo habian sido previamente, frente a un 80% del grupo
revascularizado por procesos infecciosos. Debemos recordar, igualmente, que
8 de los 10 pacientes con indicacion por causa infecciosa eran igualmente
isquémicos, por lo que, en total, un 65,7% de la muestra tenia el tabaquismo
como antecedente. Estos resultados se aproximan a lo descrito en la literatura,
con una prevalencia del 70% al 90% de tabaquismo actual o previo en
pacientes con isquemia crénica de miembros inferiores %,

Concluimos, por tanto, que la muestra extraida del estudio es representativa de
la poblacion objetivo. Dicha representatividad permite extrapolar nuestros
resultados a la hora de compararlos con otros estudios en pacientes
isquémicos, aunque siempre con prudencia dado el reducido tamafio de la
muestra.

La pluripatologia es también una de las causantes de la escasa permeabilidad
de muchos de estos bypasses de arteria criopreservada, que son indicados
frecuentemente como ultimo recurso ante el riesgo de pérdida de la
extremidad, y a menudo sobre miembros que ya habian sido revascularizados
previamente (82% de toda la muestra).
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De la dificultad para revascularizar con éxito estos pacientes da buena cuenta
el alto numero de reintervenciones registradas durante el seguimiento,
afectando al 42,8% de los mismos (15 de los 35 pacientes), y de los cuales 9
requirieron mas de una reintervencion.

Tampoco son favorables las cifras de permeabilidad, tanto Primaria, Primaria
Asistida como Secundaria, demostrando en general una baja supervivencia de
estos bypasses a medio y largo plazo. Como habiamos comentado en los
capitulos iniciales, estos resultados van en consonancia con los descritos
previamente en la literatura ?’. A pesar de que cifras tan bajas de permeabilidad
en los trasplantes vasculares criopreservados podrian predecir un aumento en
proporcion de la pérdida de extremidad y la mortalidad en los pacientes, éste
no se confirma posteriormente tanto en nuestro estudio como en otras series
publicadas en la ultima década. De hecho, las cifras de salvamento de
extremidad son claramente positivas (11,4% de amputacion en nuestra
muestra, con 94% y 87% de salvamento de extremidad al afio y a los 3 afios,
respectivamente), con una mortalidad temprana y a los tres afios aceptable,
teniendo en cuenta la severidad de su arteriopatia periférica.

Debemos recordar que los pacientes con isquemia critica de miembros
inferiores presentan una morbi-mortalidad muy elevada, estimandose en la
literatura médica que solo un 45% de los mismos va a permanecer vivo y con
ambos miembros inferiores al afio del diagndstico 1%. Ademas, es bastante
probable que estas cifras estén subestimadas en nuestro subgrupo poblacional
ya que, como hemos visto, los pacientes candidatos a aloinjerto
criopreservados son de alto riesgo, pluripatologicos, a menudo con cirugia de
revascularizacion previa y cuyas posibilidades de optar por otras técnicas
vasculares son muy escasas o nulas. Estas caracteristicas no son
necesariamente compartidas por todos los pacientes con isquemia critica, ya
gue, como hemos mencionado previamente, se define como tal el dolor de la
extremidad en reposo y/o la aparicion de Ulceras o gangrena de origen
isquémico 1. Muchos estudios han establecido como criterio de inclusion para
isquemia critica a grados Il y IV de Fontaine, sin tener en cuenta otros factores
hemodinamicos. Por tanto, pacientes con patologia menos severa en términos
de enfermedad arterioesclerética sistémica han podido ser incluidos en algunas
series, contribuyendo a una mejoria del prondstico 21197,

Si tomamos como referencia la indicacion infecciosa, en la que la isquemia
cronica pasa a un segundo plano, el factor determinante no reside tanto en el
peligro de perder la extremidad como en el riesgo de sepsis y/o hemorragia por
rotura del bypass o fallo de la anastomosis, potencialmente fatales para el
paciente. Esta situacion se pone especialmente de manifiesto en las
infecciones del sector aorto-iliaco, donde la mejor opcidn para reducir su
altisima mortalidad (hasta un 76% con tratamiento conservador ) pasa por
controlar y erradicar de forma definitiva la infeccion, desbridando el tejido nativo
comprometido y retirando el material protésico afectado, si lo hubiera.
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Resulta dificil, por tanto, comparar los bypasses protésicos de PTFE con los
aloinjertos criopreservados en pacientes con cuadro isquémico y
revascularizacion distal o en las situaciones de infeccion. Si bien existen
articulos que informan de un salvamento de extremidad equivalente o incluso
superior con PTFE 241 |o cierto es que su indicacion es poco probable en
circunstancias de grave afectacion arterial con escasa salida distal y en
situaciones de infeccion franca. Recientemente se ha presentado un articulo
comparando los resultados entre aloinjertos arteriales criopreservados e
injertos protésicos vasculares con recubrimiento heparinico (PRH) en las
revascularizaciones infrageniculares por isquemia critica 2. La conclusion de
los firmantes es que el trasplante arterial criopreservado no es superior al PRH,
sin encontrar diferencias estadisticamente significativas en cuanto a
permeabilidad y salvamento de la extremidad, y que por tanto el uso de
aloinjertos podria no justificar el coste y la logistica necesarios. Sin embargo,
los propios autores reconocen que una de las limitaciones de su estudio radica
en que los pacientes a los que se les implantaron arterias criopreservadas eran
mMas propensos a pertenecer al estadio 4 de la clasificacion WIfl (Wound,
Ischemia and foot Infection), y, por tanto, con un mayor riesgo de pérdida de
extremidad (figura 22). EI WIfl es un sistema de clasificacion integrado para
extremidades inferiores en riesgo de amputacién, desarrollado por la Society of
Vascular Surgery y que va del estadio 1 (riesgo muy bajo) al 4 (riesgo alto).
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Figura 22. A: Distribucion de las cohortes amputacion y salvamento de extremidad entre los
estadios 1 a 4 de la clasificacion WIfl de la Society for Vascular Surgery (SVS). B: Incidencia de
amputacién mayor y supervivencia libre de amputacién a un afio (1-year amputation-free
survival o 1-Yr AFS) dentro de los estadios 1 a 4 de la clasificacién WIfl de la SVS. Obtenido de

Zhan et al (2015) 198

La sensacion general en la literatura, cuando se pone en entredicho el uso de
los aloinjertos criopreservados, es que en muchas ocasiones se subestima
precisamente el riesgo de estos pacientes. El empleo de trasplantes
vasculares, siempre de recurso, tiene como objetivo el salvamento ultimo de la
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extremidad por el peligro inminente de amputacién, o bien el control de la
infeccion mediante una revascularizacion efectiva ante amenaza grave para la
vida del paciente. Dicho esto, cualquier opcion terapéutica que mejore las cifras
de morbimortalidad tan elevadas en este subgrupo de pacientes deberia ser
tenida en cuenta, mucho mas si los resultados, aun distando de ser ideales,
permiten rescatar a un importante nimero de pacientes que de otro modo se
verian avocados a amputacion mayor o tratamiento antibiotico paliativo de su
infeccion.

La falta de correlacion entre los malos datos de permeabilidad y la aceptable
tasa de amputaciones y muerte observados en nuestro estudio y en la
literatura, puede encontrar una posible explicacion en que los pacientes de la
muestra podrian no haber necesitado el bypass inicialmente y el tratamiento
conservador habria sido suficiente para evitar la amputacion (error de
indicacién). Esta posibilidad, ya comentada en la introduccion y postulada por
Albertini, parece poco probable teniendo en cuenta que distintos equipos
quirdrgicos presentan curvas similares de permeabilidad, amputacion y
supervivencia 2. Habria que suponer que todos los centros sobrestiman el
riesgo de isquemia critica y sobreindican significativamente el uso de
aloinjertos criopreservados, algo que parece en principio improbable a pesar de
la heterogenicidad de los estudios sobre trasplantes vasculares.

Podria inferirse, igualmente, que a pesar de la escasa permeabilidad a medio y
largo plazo, su efecto resulta suficiente los primeros meses como para permitir
una cicatrizacién de las lesiones isquémicas y heridas quirtrgicas de
amputacién menor, o bien facilitar la resolucion del cuadro infeccioso de base,
lo que se traduciria en unos buenos resultados en cuanto a salvamento de
extremidad y mortalidad.

Independientemente del criterio clinico empleado para definir la isquemia
critica, queda clara la importancia de una muy cuidadosa seleccion de
pacientes para mejorar los resultados de permeabilidad de estos bypasses *°.
Aunque una interpretacion estricta de esta estrategia mejoraria probablemente
las cifras de permeabilidad de los aloinjertos criopreservados y permitiria
optimizar los recursos disponibles (debemos recordar que las arterias
criopreservadas son conductos escasos, caros y que requieren una importante
logistica para su procesado y conservacion), surge el problema de que en
muchos casos constituyen la mejor posibilidad de revascularizacion del
paciente por muy escasa que esta sea. Por tanto, a menudo es necesario
decidir si hacemos uso del conducto disponible con las mejoras opciones de
permeabilidad (en este caso el aloinjerto criopreservado), si empleamos un
injerto protésico con peores resultados en territorio distal, o si optamos por
tratamiento médico conservador, con un riesgo muy significativo de pérdida de
la extremidad.

Nuestro centro atesora una larga experiencia en el uso de arterias
criopreservadas y un stock que, si bien no cubre toda la posible demanda de
este tipo de bypasses y obliga puntualmente a abastecerse en bancos de
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tejidos externos, al menos permite su uso cotidiano en nuestras intervenciones.
Nuestra politica en cuanto a la indicacion de revascularizacion mediante
bypasses de arteria criopreservada esta basada, principalmente, en el riesgo
real de amputacién y menos en la prediccion de permeabilidad, lo que nos
permite sacar adelante un numero mayor de pacientes a cambio de un mayor
consumo de recursos. Obviamente, los criterios de indicacion a la hora de usar
un aloinjerto criopreservado van a variar dependiendo de cada centro. La
disponibilidad de un Banco de Tejidos asignado al propio hospital, el niUmero de
donantes y la casuistica de pacientes con isquemia critica que son atendidos
por el servicio influyen de forma determinante en como y cuando se indica su
uso. Hasta la futura disponibilidad de injertos desarrollados mediante
bioingenieria, los aloinjertos criopreservados constituyen una opcion de recurso
para casos seleccionados en centros con disponibilidad de los mismos.
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HALLAZGOS PRINCIPALES

(Analisis del estudio poblacional)

El paciente candidato a trasplante de aloinjerto criopreservado es un
subgrupo de pacientes pluripatolégicos, con multiples factores de riesgo, y
que asocian un peligro inminente para su vida o la pérdida de extremidad,
presentando escasas posibilidades de revascularizacion mediante otras
técnicas o tipos de injerto.

Resultados suboptimos en cuanto a permeabilidad primaria, primaria asistida
y secundaria a medio y largo plazo, con una alta tasa de reintervenciones.

La mortalidad a medio y largo plazo, asi como el salvamento de la
extremidad son, sin embargo, favorables, especialmente si tenemos en
cuenta la evolucion natural de estos pacientes con el tratamiento
conservador.

De cara a mejorar los resultados en la revascularizacion mediante arterias
criopreservadas, es importante la correcta seleccion de los pacientes
candidatos atendiendo a criterios clinicos y de disponibilidad de recursos,
por lo que las indicaciones de uso pueden variar de unos centros a otros.
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RESULTADOS DE LA MUESTRA DE

PACIENTES CON DEGENERACION

ANEURISMATICA DE SU ARTERIA
CRIOPRESERVADA
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INTRODUCCION

En el grupo de pacientes que habian entrado en el estudio desde el inicio del
mismo se registro la degeneracion aneurismatica de cuatro bypasses de arteria
criopreservada en tres pacientes distintos. Al haberse realizado seguimiento
desde el implante, disponemos de controles de imagen y anticuerpos seriados,
salvo las excepciones atribuibles a la propia pérdida de seguimiento. En el
paciente al que se realiz0 sustitucion del bypass también se llevé a cabo
analisis anatomopatolégico e inmunohistoquimico, que se comentara en
capitulos posteriores. Estas degeneraciones afectan, por tanto, a un 8,5% del
total de pacientes que entraron en el estudio. Si contamos los 10 recambios de
arteria criopreservada, como resultado obtenemos 4 degeneraciones en 45
bypasses analizados de forma prospectiva desde el inicio, o que constituye un
8,8% del total.

El resto de las degeneraciones aqui presentadas proceden de analizar aquellos
bypasses implantados previamente al inicio del estudio, pero que fueron
diagnosticados de aneurismas en el trayecto del injerto durante el periodo de
inclusion y seguimiento (desde noviembre de 2015 a diciembre de 2019). Se
incluye, ademas, un apartado para la descripcion especifica de pacientes que
sufrieron mas de una degeneracion aneurismatica en distintos bypasses de
arteria criopreservada, de gran interés para nuestro estudio y de la que no
hemos encontrado antecedentes en la literatura.

La ausencia en muchos casos de imagenes obtenidas mediante Angio TC de
los aneurismas se debe a que el seguimiento e indicacion quirargica se llevaron
a cabo mediante estudio ecogréfico en el departamento de Diagnéstico
Vascular No Invasivo de nuestro servicio. Igualmente, no se dispone de
imagenes intraoperatorias de todas las intervenciones, especialmente en
aguellas en los que se llevo a cabo cirugia urgente. Se incluyen las pruebas de
imagen y las fotografias intraoperatorias de los casos en los que estan
disponibles.
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PACIENTES CON DEGENERACION ANEURISMATICA DEL ALOINJERTO
CRIOPRESERVADO SEGUIDOS DESDE EL IMPLANTE

DEGENERACION PROSPECTIVA A

e Correspondiente a la Degeneracion Criopreservada 5 del analisis
histopatolégico y al paciente nUmero 13 en el estudio de anticuerpos.

Primera degeneracion aneurismatica de una arteria criopreservada en este
paciente.

Edad: 62 afios en el momento del implante.
Antecedentes médicos:

e Exfumador

e HTA

e Hipertrigliceridemia

e Hiperuricemia

e Isquemia cronica de miembros inferiores (MMII)
e Aneurisma femoral derecho y popliteo izquierdo

Indicacion quirurgica: Dolor en reposo (isquemia cronica de MMII grado Il de
Fontaine, estadio 4 de Rutherford, por trombosis de aneurisma popliteo).

Intervenciones revascularizadoras previas: No

Tiempo de evoluciéon hasta la degeneracion aneurismatica: 7 meses.
Tipo de bypass: Bypass desde 12 porcidn poplitea a tibial posterior.
Tratamiento de la degeneracion: Recambio del bypass por nueva arteria
criopreservada. Dicho injerto present6 sucesivamente una degeneracion

aneurismatica a los 14 meses, con trombosis del mismo durante el
seguimiento.

1 mes 6 meses 9 meses
Anastomosis Proximal 5,9 mm 10,0 mm 15,0 mm
Rodilla 5,7 mm 18,0 mm 21,0 mm
Tercio Proximal de la Pierna 5,1 mm 20,0 mm 21,0 mm
Anastomosis Distal 4,5 mm 10,0 mm 10,0 mm
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Tabla 11. Registro de seguimiento ecografico del primer aloinjerto de arteria criopreservada
hasta el recambio del bypass a los 10 meses. Las medidas son del diametro en mm del
segmento referido. El paciente no acudié al control de los 3 meses.

25,0
20,0
15,0
10,0

5,0

9 meses
0,0

6 meses
Anast. Proximal
Rodilla 1 mes

1/3 prox. pierna

Anast. distal

H1mes M6meses M9 meses

Figura 23. Grafica representando visualmente el crecimiento por segmentos del diametro del

aloinjerto en las sucesivos controles ecograficos. En la vertical, tamafio del segmento en mm
El paciente no acudié al control de imagen a los 3 meses del implante.
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Figura 24. Imagen intraoperatoria de la arteria criopreservada dilatada. Diseccion supra e
infragenicular. Se han pasado dos vessel loops (en amarillo) alrededor del injerto.

Figura 25. Segmento distal explantado de la arteria criopreservada degenerada.

El paciente present6 pérdida de seguimiento desde el tercer mes post implante
de la nueva arteria criopreservada hasta los 14 meses del mismo. En ese
momento se detectan varias degeneraciones aneurismaticas en la ecografia
(tabla 12), que se confirman posteriormente en el Angio TC (figura 26).
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3 meses 14 meses
Anastomosis Proximal 8,5 mm 26,1 mm
12 Porcién Poplitea 12 mm 37,5 mm
Tercio Proximal de la Pierna 7 mm 32,1 mm
Anastomosis Distal 6 mm 26,2 mm

Tabla 12. Registro de seguimiento ecografico del segundo aloinjerto de arteria criopreservada.
Existe una pérdida de seguimiento desde los 3 a los 14 meses, con importante aumento del
calibre y multiples degeneraciones aneurismaticas. Las medidas son del diametro en mm del
segmento referido.

El paciente fue programado para nuevo recambio de bypass criopreservado,
pero la cirugia no llego a realizarse al trombosarse el aloinjerto antes de poder
llevar a cabo la misma. El Angio TC constatd, ademas, aneurismas de la arteria
femoral superficial y profunda nativas del miembro inferior contralateral. A estas
dilataciones hay que afadirle el aneurisma de arteria poplitea trombosado que
origino el cuadro isquémico inical y la indicacion de revascularizacién, por lo
gue el paciente fue dianosticado de distrofia polianeurismaética.

Figura 26. Angio TC de miembros inferiores. Antecedente de recambio del bypass por
degeneracion de la arteria criopreservada previa. Se observan multiples dilataciones
aneurismaticas en el trayecto del nuevo aloinjerto criopreservado, con un calibre maximo de
3,51 cm y abundante trombo mural.

125



DEGENERACION PROSPECTIVA B

Primera degeneracion aneurismatica de una arteria criopreservada en este

paciente.

Edad: 66 afios en el momento del implante.

Antecedentes médicos:

e Exfumador
¢ Isquemia cronica de miembros inferiores
e Artritis reumatoide
e Adenocarcinoma de colon

Indicacién quirdrgica: Lesion isquémica (isquemia cronica de MMII grado IV
de Fontaine, estadio 6 de Rutherford).

Intervenciones revascularizadoras previas: Tromboendarterectomia (TEA)
femoral+ Bypass a femoral profunda + Bypass a 12 porcion poplitea.

Tiempo de evolucion hasta la degeneracion aneurisméatica: 28 meses.

Tipo de bypass: Bypass Femoro-Popliteo a 32 porcion.

Tratamiento de la degeneracién: Degeneracién en seguimiento.

1 mes 3m. om. 12 m. 19 m. 27 m. 31 m.
Anast. |, 2 1180 mm | 18,0 mm | 18,0 mm | 18,6 mm |10,0 mm | 14,0 mm
Proximal
2cm 15,8 mm {159 mm (14,7 mm [11,0 mm [10,8 mm |10,0 mm [10,0 mm
20 cm 13,0 mm 13,0 mm |13,0 mm |13,0 mm |{13,0 mm |[10,0 mm [12,0 mm
30 cm 80mm |(80mm [(80mm |80mm |80mm |10,0 mm |10,0 mm
Rodilla 10,0 mm [10,0 mm | 10,0 mm [10,0 mm |10,0 mm |23,0 mm |25,0 mm
g?set‘;lt' 80mm |80mm |12,4mm |10,0 mm |10,0 mm |7,0mm |7,0 mm

Tabla 13. Registro del seguimiento ecografico del bypass de arteria criopreservada. Las
medidas son del didmetro en mm del segmento referido y el tiempo de seguimiento en meses.
Anast.; anastomosis. El paciente no acudi6 al control de imagen a los 6 meses del implante.
Obsérvese la relativa estabilidad del diametro del injerto durante casi dos afos, con rapido
crecimiento posterior del segmento correspondiente a la rodilla (ver figura 27).
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Figura 27. Grafica representando visualmente el crecimiento por segmentos del didmetro del
aloinjerto en las sucesivos controles ecograficos. En la vertical, tamafio del segmento en mm.
El paciente no acudi6 al control de imagen a los 6 meses del implante. Las inconsistencias en
el registro de un control ecografico a siguiente se deben a la variabilidad interoperador de la
ecografia.

El paciente contindia a seguimiento ecografico al cierre del estudio.
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DEGENERACION PROSPECTIVA C

Primera degeneracion aneurismatica de una arteria criopreservada en este

paciente.

Edad: 84 afios en el momento del implante.

Antecedentes médicos:

e HTA

e Dislipemia

e Sindrome protrombdtico (AIT, TEPA, Trombosis venosa de la retina,
Trombosis subclavia izquierda)

e Isquemia cronica de miembros inferiores

e Neumoconiosis

e Hipotiroidismo

Indicacion quirurgica: Dolor en reposo (isquemia cronica de MMII grado Il de
Fontaine, estadio 4 de Rutherford).

Intervenciones revascularizadoras previas: No

Tiempo de evolucion hasta la degeneracion aneurismatica: 22 meses.

Tipo de bypass: Bypass Femoral superficial-Tibial posterior.

Tratamiento de la degeneracién: Trombosis aguda: Fibrinolisis + stent
recubierto tipo Viabahn® (W.L. Gore y Asociados, Newark, Delaware, Estados
Unidos). El bypass volvié a trombosarse posteriormente.

1 mes 3m. 6 m. 10 m. 13 m. 18 m. 22 m.

Anast.

. 9.8 mMm |99mm |11, 1 mm|11,1 mm|11,0 mm|10,0 mm|11,0 mm
Proximal
8cm 88mm |86mm| 94mm [11,5mm|11,0 mm|11,0 mm|11,0 mm
16 cm 8,3mm | 90mm [10,1 mm|12,0 mm|12,3 mm|14,0 mm|20,0 mm
24 cm 6,8mMm | 90mm | 8,8 mm |{12,0 mm|10,0 mm|13,0 mm|13,0 mm
19 cm 6,8mm | 8,0mm | 84 mm [12,0 mm|10,0 mm|10,0 mm|10,0 mm
g?s?;lt' 6,8mMm | 6,5mm | 7,9 mm |{10,0 mm| 9,0 mm 10,0 mm|10,0 mm
Tabla 14. Registro del seguimiento ecografico del bypass de arteria criopreservada. Las

medidas son del didametro en mm del segmento referido. Rapida degeneracion de un Unico

segmento a los 22 meses, que provoco la trombosis del injerto (ver figuras 28 y 29).
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20,0

18,0
16,0
14,0
12,0
10,0
8,0 22 meses
6,0 18 meses
4,0 13 meses
2,0 10 meses
00 6 meses
Anast. o 3 meses
Proximal 16 cm 1 mes
24 cm
19cm
Anast.
Distal
H1mes M3 meses M6 meses 10 meses M 13 meses M18 meses M22 meses

Figura 28. Grafica representando visualmente el crecimiento por segmentos del diametro del
aloinjerto en las sucesivos controles ecograficos. En la vertical, tamafio del segmento en mm.
Puede observarse el crecimiento brusco a los 22 meses de un segmento aislado del bypass.

Figura 29. Arteriografia de control post fibrinolisis. Se observa la dilatacion aneurismética focal

de 2 cm cerca del orificio de Hunter, origen de la trombosis del bypass. El tratamiento consistio
en el implante de un stent recubierto tipo Viabahn®, que se tromboso a los dos meses.
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RESUMEN DE LAS DEGENERACIONES ANEURISMATICAS EN
ALOINJERTOS CRIOPRESERVADOS SEGUIDOS DESDE EL IMPLANTE

Paciente A Paciente B Paciente C

Edad 62 66 84

L L Dolor en Lesion Dolor en
Indicacién Quirurgica .

reposo isquémica reposo
N.° de Degeneraciones Primera Primera Primera
Tiempo desde Intervencion 7 meses 28 meses 22 meses
: BP 12 PP- BP F-P a

Tipo de Bypass T Post 3epp BP Fs-T.Post

Tabla 15. Resumen de las caracteristicas de los pacientes con implante de arteria
criopreservada en el periodo de estudio que presentaron degeneracion aneurismatica durante
el seguimiento. BP: Bypass. 12PP: 12 porcion poplitea. T. Post: arteria tibial posterior. F-P:
femoro-popliteo. Fs: femoral superficial. La segunda degeneracion aneurismatica en el
Paciente A se analiza en el apartado de Degeneraciones Mdiltiples.

Las caracteristicas de los tres pacientes son muy heterogéneas y no presentan
claros puntos en comun. El tiempo de evolucién hasta la aparicion de
degeneraciones aneurismaticas fue también muy variable.
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HALLAZGOS PRINCIPALES

(Degeneraciones de trasplantes vasculares realizados durante el periodo
del estudio)

1. El andlisis de los tres pacientes no arroja puntos en comun significativos.
2. Los injertos presentaron dilataciones multifocales o aisladas.

3. El tiempo de evolucién hasta la aparicién de las degeneraciones
aneurismaticas varia de unos pocos meses a afos.

4. El tiempo de evolucion mas corto (7 meses) se registro en el paciente con

distrofia polianeurismatica.

Estas caracteristicas se mantienen, como veremos, en el conjunto de los casos

registrados durante el periodo del estudio.
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PACIENTES CON DOS O MAS DEGENERACIONES DE ALOINJERTOS
ARTERIALES CRIOPRESERVADOS

A continuacion se describen los pacientes que presentaron mas de una
degeneracion aneurismatica durante el registro del estudio, tanto sobre un
segundo bypass a otro nivel como sobre un recambio de arteria criopreservada.
No toma en consideracion degeneraciones de multiples segmentos dentro del
mismo aloinjerto. Se incluyen tanto a pacientes que realizaron el implante de
bypass criopreservado durante el periodo del estudio como a aquellos con
cirugia de trasplante arterial previo pero que desarrollaron una degeneracion
del aloinjerto durante el tiempo de seguimiento.

DEGENERACION MULTIPLE. PACIENTE 1

e Correspondiente a la Degeneracion Prospectiva A vista anteriormente, a
la Degeneracion Criopreservada 5 del analisis histopatoldgico, y al
paciente numero 13 en el andlisis de anticuerpos.

NUumero total de degeneraciones aneurismaticas: 2
Edad: 62 afios en el momento del primer implante.
Antecedentes médicos:

e Exfumador

e HTA

e Hipertrigliceridemia

e Hiperuricemia

¢ Isquemia cronica de miembros inferiores

e Aneurisma femoral derecho y popliteo izquierdo

Indicacién quirurgica: Dolor en reposo (isquemia cronica de MMII grado Il de
Fontaine, estadio 4 de Rutherford, por trombosis de aneurisma popliteo).

Intervenciones revascularizadoras previas: No

Tiempo de evolucién hasta la 12 degeneracion aneurismatica: 7 meses
Tiempo de evolucion hasta nuevo aneurisma desde el recambio: 14 meses
Tipos de bypass:

¢ Aloinjerto inicial: Bypass desde 12 porcidon poplitea a tibial posterior.
e Recambio: Bypass desde 12 porcion poplitea a tibial posterior mas distal.

Tratamiento de la 12 degeneracion: Recambio del bypass por nueva arteria
criopreservada.
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Tratamiento de la 22 degeneracion: Se trombosd. No nuevas cirugias de
revascularizacion.
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DEGENERACION MULTIPLE. PACIENTE 2

e Correspondiente a la Degeneracion Criopreservada 3 del andlisis
histopatologico.

Numero total de degeneraciones aneurismaticas: 2
Edad: 67 afios en el momento del primer implante.
Antecedentes médicos:

e Fumador

e HTA

e Dislipemia

e Cardiopatia isquémica tipo infarto agudo de miocardio.
¢ Isquemia cronica de miembros inferiores

Indicacion quirurgica: Dolor en reposo (isquemia cronica de MMII grado Il de
Fontaine, estadio 4 de Rutherford).

Intervenciones revascularizadoras previas: Multiples en ambos MMII desde
1981.

e Simpatectomia lumbar + TEA ilio-femoral izquierda.

e Bypass femoro-femoral derecha-izquierda + femoro-popliteo a 32 porcion
izquierda.

e Bypass femoro-tronco tibioperoneo en miembro inferior izquierdo.

e Fibrinolisis del bypass femoro-femoral. Amputacién supracondilea
izquierda.

e Endarterectomia aorto-iliaca + bypass ilio-femoral profunda derecha.

e Endoprétesis aorto-monoiliaca.

e Bypass desde aorta infrarenal en termino-lateral a bypass ilio-femoral
profunda previo.

Tiempo de evoluciéon hasta la 12 degeneracion aneurismatica: 27 meses
Tiempo de evolucion hasta nuevo aneurisma desde el recambio: 17 meses
Tipos de bypass:

¢ Aloinjerto inicial: Bypass desde femoral comun a tibial posterior (2
criopreservadas).

e Primer recambio: Bypass desde femoral comun a tibial posterior (2
criopreservadas).

e Segundo recambio: Bypass desde femoral comun a tibial posterior (2
criopreservadas).
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Tratamiento de la 12 degeneracion: Recambio del bypass por nueva arteria
criopreservada.

Tratamiento de la 22 degeneracion: Recambio del bypass por nueva arteria
criopreservada (figuras 30, 31 y 32). Exitus a los 28 meses por causa no
relacionada con su patologia vascular, con bypass permeable y sin
degeneraciones.

Figura 30. Imagen intraoperatoria. Tratamiento de la segunda degeneracion aneurismatica
sobre bypass de arteria criopreservada desde femoral comun a tibial posterior. Obsérvense las
dilataciones aneurismaticas en tercio medio de muslo y rodilla, con sufrimiento cutaneo y riesgo
de rotura a ese nivel.

Figura 31. Imagen intraoperatoria de la segunda degeneracién aneurismatica. Reseccion del
aneurisma en relacion con segmento cutaneo afectado a nivel de la rodilla. Control mediante
clampaje de la primera porcion poplitea y préoximo a la anastomosis distal sobre arteria tibial
posterior.
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Figura 32. Angio TC mostrando el resultado del tratamiento de la segunda degeneracion:
bypass femoro-tibial posterior en miembro inferior derecho mediante dos criopreservadas
(segundo recambio). Obsérvense las multiples cirugias previas, incluida la trombosis de la
endoprétesis aorto-monoiliaca y del bypass femoro-femoral de Dacron®. El paciente presenta
amputacién supracondilea del miembro inferior izquierdo.
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DEGENERACION MULTIPLE. PACIENTE 3

Correspondiente a la Degeneracion Criopreservada 2 del analisis
histopatologico.

Numero de degeneraciones aneurismaticas: 3

Edad: 64 afios en el momento del primer implante.

Antecedentes médicos:

Fumador

HTA
Hipercolesterolemia
Diabetes mellitus
Hiperuricemia

Indicacion quirdrgica: Aneurismas popliteos bilaterales

Intervenciones revascularizadoras previas: No

Miembro inferior izquierdo:

Tiempo de evolucién hasta la 12 degeneracion aneurismética: 14 meses (12
degeneracion)

Tiempo de evolucion hasta nuevo aneurisma desde el recambio: 27 meses
(22 degeneracion)

Tipos de bypass:

Aloinjerto inicial: Bypass desde femoral superficial izquierda a tibial
posterior supramaleolar en miembro inferior izquierdo.

Primer recambio: Recambio del bypass previo por nueva criopreservada.
Segundo recambio: Recambio del bypass previo por nueva
criopreservada.

Tratamiento de la 12 degeneracion: Recambio del bypass por nueva arteria
criopreservada.

Tratamiento de la 22 degeneracion: Recambio del bypass por nueva arteria
criopreservada (trombosis del mismo en el postoperatorio).
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Miembro inferior derecho:

Tiempo de evolucion hasta la degeneracion aneurisméatica de ese
aloinjerto criopreservado: 52 meses (32 degeneracion)

Tipos de bypass:

¢ Aloinjerto inicial: Bypass de arteria criopreservada desde femoral
superficial a peronea + secuencial a tibial posterior en miembro inferior
derecho.

Tratamiento de la 32 degeneracion: Recambio por bypass no criopreservado.

54.1 mm o

» 45.7 mm
§

S

37.6 mm

Figura 33. Angio TC mostrando la primera degeneracién de arteria criopreservada (bypass
desde femoral superficial izquierda a tibial posterior supramaleolar en miembro inferior
izquierdo). Multiples aneurismas a lo largo de la longitud del aloinjerto, el mayor localizado
préximo a la articulacién de la rodilla, de 54 mm de diametro.
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Figura 34. A la izquierda, Angio TC mostrando la segunda degeneracién de arteria
criopreservada (nuevo recambio de bypass desde femoral superficial izquierda a tibial posterior
supramaleolar en miembro inferior izquierdo). A la derecha, reconstruccion en 3D del segmento
arterial afectado.

Figura 35. Angio TC mostrando la tercera degeneracion de arteria criopreservada en el mismo
paciente, en esta ocasion en la extremidad contralateral (bypass desde femoral superficial a
peronea + secuencial a tibial posterior en miembro inferior derecho). Multiples degeneraciones
a lo largo de la longitud del injerto. Las imagenes muestran cortes transversales a nivel para
(izquierda) e infragenicular (derecha).
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DEGENERACION MULTIPLE. PACIENTE 4

e Correspondiente a la Degeneracion Criopreservada 7 del analisis
histopatolégico.

Numero de degeneraciones aneurismaticas: 2
Edad: 71 afios en el momento del primer implante.
Antecedentes médicos:

e Exfumadora

e HTA

e Fibrilacion auricular

e Isquemia crénica de miembros inferiores

Indicacion quirurgica: Dolor en reposo (isquemia cronica de MMII grado Il de
Fontaine, estadio 4 de Rutherford).

Intervenciones revascularizadoras previas:

e Bypass femoro-popliteo a 12 porcién con PTFE
e Trombectomia del bypass previo + bypass de 12 a 32 porcion poplitea
con vena safena interna.

Tiempo de evoluciéon hasta la 12 degeneracion aneurismatica: 23 meses
Tiempo de evolucion hasta nuevo aneurisma desde el recambio: 32 meses
Tipos de bypass:

¢ Aloinjerto inicial: Bypass desde iliaca externa a tibial anterior (2
criopreservadas)

e Primer Recambio: Recambio parcial desde tercio proximal de muslo a la
anastomosis distal.

e Segundo Recambio: Bypass femoro-tibial anterior (2 crioprerservadas).

Tratamiento de la 12 degeneracién: Recambio del bypass por nueva arteria
criopreservada.

Tratamiento de la 22 degeneracion: Recambio del bypass por nueva arteria
criopreservada (bypass permeable y sin degeneraciones, a seguimiento).

El seguimiento de imagen se realiz6 mediante ecografia.

140



3%

33%

Figura 36. Primera degeneracion aneurismatica. Imagen intraoperatoria de la preparacion del
campo quirargico. Obsérvense las dilataciones en tercio medio de muslo y rodilla

Figura 37. Imagen intraoperatoria de la primera degeneracion. Exposicion quirdrgica de la
dilatacion aneurismética en muslo, previo control proximal.
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DEGENERACION MULTIPLE. PACIENTE 5

Numero de degeneraciones aneurismaticas: 2
Edad: 48 afios en el momento del primer implante.
Antecedentes médicos:

e Fumador

e HTA

e Diabetes mellitus tipo 1

¢ Isquemia cronica de miembros inferiores

Indicacion quirurgica: Lesion isquémica (isquemia crénica de MMII grado 1V
de Fontaine, estadio 6 de Rutherford).

Intervenciones revascularizadoras previas:

e Bypass aorto-bifemoral de Dacron® (tereftalato de polietileno) +
prolongacién con Gore-Tex® (politetrafluoroetileno expandido.
W.L. Gore & Associates, Flagstaff, USA) a 12 porcidn poplitea izquierda

Tiempo de evoluciéon hasta la 12 degeneracion aneurismatica: 53 meses

Tiempo de evolucion hasta nuevo aneurisma desde el recambio: 68 meses
(Degeneracion aneurismatica + estenosis)

Tipos de bypass:

e Aloinjerto inicial: Bypass femoro-tronco tibioperoneo
e Primer Recambio: Recambio parcial desde 12 a 32 porcién poplitea

Tratamiento de la 12 degeneracion: Recambio del bypass por nueva arteria
criopreservada.

Tratamiento de la 22 degeneracion: Bypass trombosado. Tratamiento
conservador.

El seguimiento de imagen se realiz6 mediante ecografia.
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DEGENERACION MULTIPLE. PACIENTE 6

e Correspondiente a la Degeneracion Criopreservada 8 del analisis
histopatolégico

Numero de degeneraciones aneurismaticas: 3
Edad: 60 afios en el momento del primer implante.
Antecedentes médicos:

e HTA
e Distrofia polianeurismatica

Indicacion quirurgica: Aneurisma popliteo
Intervenciones revascularizadoras previas: No

Tiempo de evoluciéon hasta la 12 degeneracion aneurismatica: 67 meses (12
degeneracion. Pseudoaneurisma anastomaotico)

Tiempo de evolucién hasta nuevo aneurisma desde el recambio: 26 meses
(22 degeneracion)

Tiempo de evoluciéon hasta nuevo aneurisma desde el recambio anterior:
57 meses (32 degeneracion)

Tipos de bypass:

¢ Aloinjerto inicial: Bypass mixto arteria criopreservada — vena safena
interna en anastomosis distal, desde femoral superficial a tibial posterior
supramaleolar en miembro inferior izquierdo.

e Primer recambio: Recambio del bypass previo por nuevo aloinjerto (2
arterias criopreservadas)

e Segundo recambio: Reseccion del segmento afectado y recambio por
vena safena proximal en termino-terminal

e Tercer recambio: bypass mixto femoro-peroneo de criopreservada +
segmento de vena safena interna.

Tratamiento de la 12 degeneracion: Recambio del bypass por nueva arteria
criopreservada.

Tratamiento de la 22 degeneracion: Recambio del segmento aneurismatico
con interposicion de vena safena interna proximal. Posterior trombosis, que
requirid recambio por bypass mixto femoro-peroneo de criopreservada +
segmento de vena safena interna.

Tratamiento de la 32 degeneracion: Nueva trombosis. No se realizo
tratamiento revascularizador.
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RESUMEN DE PACIENTES CON DOS O MAS DEGENERACIONES DE
ALOINJERTOS ARTERIALES CRIOPRESERVADOS

PDM 1 PDM 2 PDM 3 PDM 4 PDM 5 PDM 6

Edad 62 67 64 71 48 60
Infeccion No No No No No No
) Si No Si No No Si
aneurismas
(o]
N°de 2 3 2 2 3
degeneraciones
Fs- Fs-
. 12 PP- Fc- |.ext-
Tipo de bypass 1 T post T post T.post T.post F-TTP T.post
Izq. mixto
liempo desde 7m 27 m 14'm 23'm 53 m 67 m
intervencion 1
Tipo de bypass 2 1= PP e TFSgst Recam. F-TTP Ess
P yp T.post T.post IFz)q distal T.post

Tiempo desde

. g 14 m 17 m 27 m 32m 68 m 26m
intervencion 2

. Fs-Per. F-Per.
Tipo de bypass 3 - - Der. - - Mixto
Tiempo desde i i 52 m i i 57m

intervencioén 3

Tabla 16. Resumen de las caracteristicas de los pacientes con mas de una degeneracion
aneurismatica en distintos aloinjertos. PDM: Paciente con Degeneracion Mdltiple. La edad
corresponde a la edad del paciente en afios en el momento del diagndstico de la degeneracion.
El nimero de degeneraciones indica la apariciéon de aneurismas en distintos bypasses, no de
distintos segmentos dentro de un mismo aloinjerto. El Tipo de bypass hace referencia al bypass
de arteria criopreservada sobre el que se produjo la dilatacién aneurisméatica. El Tiempo desde
intervencién se refiere al tiempo en meses que tardé en detectarse la degeneracion desde el
implante del aloinjerto arterial. La numeracion detras de la leyenda indica el nimero del
paciente o el orden de las cirugias y de los aneurismas, segun corresponda. 12 PP-T.post:
Bypass desde 1° porcidn poplitea a tibial posterior. Fc-T.post: Bypass desde Femoral comun a
tibial posterior. Fs-T.post Izq.: Bypass desde Femoral superficial a Tibial posterior izquierda.
Fs-Per. Der.: Bypass desde Femoral superficial a Peronea derecha. l.ext-T.post: Bypass
desde lliaca externa a Tibial posterior. Recam.distal: Recambio del segmento distal del bypass
previo. F- TTP: Bypass desde Femoral a tronco tibioperoneo. Fs-T. post mixto: Bypass mixto
de arteria criopreservada y segmento de vena desde Femoral superficial a tibial posterior. F-
Per. mixto: Bypass mixto de arteria criopreservada y vena desde Femoral a Peronea.
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El paciente nimero 1 (PDM 1), como se ha visto previamente, presentd una
pérdida de seguimiento desde los meses 3 al 14 después del implante de una
nueva arteria criopreservada, por lo que, aunque el diagnéstico de la segunda
degeneracion se produjo a los 14 meses, es probable que la misma se iniciase
antes.

145



HALLAZGOS PRINCIPALES
(Pacientes con degeneraciones multiples)

1. Ningun paciente presentaba patologia infecciosa que pudiera favorecer la
formacion de aneurismas, siendo todos ellos isquémicos y/o con aneurismas
popliteos.

2. Los tiempos de evolucion para las sucesivas degeneraciones solo
disminuyeron con cada nueva criopreservada en dos de los ocho posibles
casos, ya gque en el resto se incrementaron. Incluso en los pacientes con tres
degeneraciones no se objetiva una aceleracion de este proceso.

3. Los dos pacientes que presentaron triple degeneracion tenian antecedente
de aneurismas de arteria nativa en distintas localizaciones, asi como uno de los
pacientes con dos degeneraciones (50% de todos los pacientes con
degeneraciones multiples).
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PACIENTES CON UNA PRIMERA DEGENERACION DE ARTERIA
CRIOPRESERVADA IMPLANTADA ANTES DEL INICIO DEL ESTUDIO

A continuacion se describen los pacientes que presentaron su primera
degeneracion aneurismatica durante el registro del estudio, pero cuya cirugia
de trasplante arterial se realiz6 antes del inicio del mismo.

DEGENERACION SIMPLE. PACIENTE O

e Correspondiente a la Degeneracion Criopreservada 6 del analisis
histopatolégico.

Numero de degeneraciones aneurismaticas: 1
Edad: 55 afios en el momento del primer implante.
Antecedentes meédicos:

e Fumador

e Hipercolesterolemia

¢ Isquemia cronica de miembros inferiores
e Carcinoma de prostata.

Indicacion quirurgica: Dolor en reposo (isquemia cronica de MMII grado Il de
Fontaine, estadio 4 de Rutherford).

Intervenciones revascularizadoras previas: Si

e Bypass ilio-femoral izquierdo.

e Tromboendarterectomia de iliaca externa izquierda.

e Bypass aorto-bifemoral.

e Trombectomia rama derecha del bypass bifurcado + bypass femoro-
popliteo a 12 porcion con PTFE.

e Trombectomia rama derecha del bypass bifurcado + prolongacion de la
rama derecha del bypass femoro-popliteo con PTFE + trombectomia del
bypass distal derecho.

Tiempo de evoluciéon hasta la degeneracion aneurismatica: 42 meses
Tipo de bypass: Bypass Femoro-Popliteo a 32 porcion.

Tratamiento de la degeneracion: Sobreinfeccidn del pseudoaneurisma por
fistulizacion a la piel. Se implantan de urgencia dos stent recubiertos tipo
BeGraft® (Bentley Innomed GMBH, Hechingen, Germany) + reseccion de
pseudoaneurisma fisurado.
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Figura 38. Angio TC mostrando la degeneracién del bypass de arteria criopreservada (bypass
Femoro-Popliteo a 32 porcién en miembro inferior derecho). A la izquierda, cortes transversales
reflejando el pseudoaneurisma inguinal y la dilatacién femoral del injerto. A la derecha,
reconstruccién en 3D del segmento arterial afectado.
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DEGENERACION SIMPLE. PACIENTE B

Numero de degeneraciones aneurismaticas: 1
Edad: 75 afios en el momento del primer implante.
Antecedentes médicos:

e Fumador
e Hipercolesterolemia
e Isquemia crénica de miembros inferiores

Indicacion quirurgica: Dolor en reposo (isquemia cronica de MMII grado Il de
Fontaine, estadio 4 de Rutherford).

Intervenciones revascularizadoras previas: Si

e Intento de recanalizacion poplitea derecha. Inyeccion de células madre
en arteria femoral superficial.

Tiempo de evoluciéon hasta la degeneracion aneurismatica: 23 meses
Tipo de bypass: Bypass Femoral superficial — Tibial posterior derecha.

Tratamiento de la degeneracién: Recambio por nuevo bypass criopreservado
de Femoral superficial a Tibial posterior.

Posteriormente, este paciente requirié varias intervenciones revascularizadoras
en miembro inferior izquierdo, incluido un bypass Femoro-Popliteo a 32 porcion
con arteria criopreservada en esa extremidad.

El seguimiento de imagen se realizé6 mediante ecografia.
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DEGENERACION SIMPLE. PACIENTE Y

e Correspondiente a la Degeneracion Criopreservada 1 del analisis
histopatolégico.

Numero de degeneraciones aneurismaticas: 1
Edad: 58 afios en el momento del primer implante.
Antecedentes médicos:

e Fumador

e Diabetes mellitus tipo 2

e Hipercolesterolemia

e Hiperuricemia

e Estenosis valvular aortica

e Isquemia crénica de miembros inferiores

Indicacion quirurgica: Dolor en reposo (isquemia cronica de MMII grado Il de
Fontaine, estadio 4 de Rutherford).

Intervenciones revascularizadoras previas: Si (en extremidad contralateral)
e Bypass de femoral comun a peronea izquierda con vena safena interna
in situ.
e Tromboendarterectomia de femoral comun izquierda + profundoplastia.
Tiempo de evolucion hasta la degeneracion aneurismatica: 19 meses

Tipo de bypass: Bypass Femoral comun — Peronea.

Tratamiento de la degeneracién: Trombosis del injerto criopreservado, con
amputacion supracondilea posterior por isquemia irreversible.

El seguimiento de imagen se realizé mediante ecografia.
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DEGENERACION SIMPLE. PACIENTE O

o Correspondiente a la Degeneracion Criopreservada 4 del analisis
histopatoldgico.

Numero de degeneraciones aneurismaticas: 1
Edad: 64 afios en el momento del primer implante.
Antecedentes médicos:

e Fumador

e Hipertension arterial

e Diabetes mellitus tipo 2

e Dislipemia

e Silicosis

¢ Insuficiencia renal cronica

e Isquemia crénica de miembros inferiores

Indicacién quirurgica: Lesion isquémica (isquemia crénica de MMII grado IV
de Fontaine, estadio 6 de Rutherford).

Intervenciones revascularizadoras previas: No
Tiempo de evoluciéon hasta la degeneracion aneurismatica: 71 meses
Tipo de bypass: Bypass Femoral superficial - Tibial posterior.

Tratamiento de la degeneracion: Sustitucion del segmento degenerado por
nueva arteria criopreservada.

151



Figura 39. Angio TC mostrando la degeneracion de arteria criopreservada en miembro inferior
izquierdo (bypass femoral superficial - tibial posterior). Al a izquierda, vista sagital del trasplante
vascular degenerado. A la derecha se observa un corte transversal con la dilatacion
aneurismatica de 5 cm de didmetro a nivel del tercio inferior de muslo.
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE TODAS LAS DEGENERACIONES
ANEURISMATICAS RECOGIDAS DURANTE EL SEGUIMIENTO

Tiempo Tiempo Tiempo

Proceso Tipo de N° desde desde desde
Edad A A DA
Infec. Bypass Degen. cirugia cirugia cirugia
1 2 3
P.B 66 No 32 PP 1 2 - -
meses
P.C 84 No Distal 1 2 - -
meses
PDM 1 62 No Distal 2 ! . -
meses  meses
: 27 17
PDM 2 67 No Distal 2 — s -
PDM 3 64 No Distal 3 . el =2
meses meses  meses
PDM 4 71 No Distal 2 2 £ -
meses  meses
PDM 5 48 No Distal 2 o o8 -
meses  meses
PDM 6 60 No Distal 3 el A 2
meses meses  meses
. 42
a - o
P.a 55 Si 32 PP 1 meses
P.B 75 No Distal 1 2 - -
meses
P.y 58 No Distal 1 - - -
meses
P.d 64 No Distal 1 UL - -
meses
Degeneran : _
645 “g3mde DIStAl 15094 33 30,6 54,5
MEDIA anos : 83,3% . B
(RANGO)  (48- _pat_:len'ge,s 32 pp: 2:33,30/0 meses meses meses
84) !ndlcaplon 16.7% 3:16,7% (7-71) (14-68) (52-57)
infecciosa
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Tabla 17. Recopilacion de las caracteristicas de todos los pacientes que presentaron
degeneraciones aneurismaticas. El paciente A (P.A) se corresponde con el paciente con
degeneracion multiple 1 (PDM 1), por lo que solamente se incluye una vez en la tabla. La
designacion de cada paciente sigue la empleada en las paginas previas. P.: Paciente. PDM:
Paciente con Degeneracion Mltiple. La edad corresponde a la edad del paciente en afios en el
momento del diagnéstico de la degeneracién. El Tipo de bypass hace referencia al bypass de
arteria criopreservada sobre el que se produjo la dilatacion aneurismatica. 32 PP: Bypass con
anastomosis distal en 32 porcidn poplitea. Distal: Bypass con anastomosis distal en troncos
distales. N° Degen.: Niamero de degeneraciones, aplicable a aneurismas en distintos bypasses
y excluyendo degeneraciones de multiples segmentos en el mismo injerto. El Tiempo desde
cirugia se refiere al tiempo en meses que tardé en detectarse la degeneracion desde el
implante del aloinjerto arterial criopreservado.

El Paciente A, seguido desde el implante de su arteria criopreservada en
nuestro estudio, corresponde igualmente al Paciente con Degeneracion
Multiple 1, por lo que solo se incluye una vez en la tabla 17 bajo la designacién
PDM 1.

La media de edad de los pacientes fue de 64,5 afios, con un rango de 48 a 84
afos. La unica degeneracion aneurismatica asociada a un proceso infeccioso
(8,3% de la muestra de pacientes con patologia infecciosa) corresponde a un
paciente de 55 afios en el momento del diagnéstico, si bien éste se produjo por
la fistulizacién a la piel del pseudoaneurisma.

Casi todos los bypasses se realizaron sobre troncos distales, con tan solo dos
casos de anastomosis en 32 porcion poplitea (16,7%). Durante el tiempo del
estudio no se registraron aneurismas sobre bypasses aorto-iliacos o con
anastomosis distal supragenicular, si bien es cierto que los bypasses
infrageniculares constituyen la indicacion méas habitual para arterias
criopreservadas en nuestro medio (77,1% de la muestra). Para seis pacientes
se trato de su segunda degeneracion, con dos pacientes que llegaron a
registrar tres en su historial de seguimiento.

El tiempo medio de evolucién para la primera degeneracion fue de 33 meses,
con un rango de 7 a 71 meses. El tiempo medio para la segunda degeneraciéon
fue 30,6 meses, con un rango de 14 a 68 meses. Dos pacientes presentaron
tres degeneraciones aneurismaticas, a los 52 y 57 meses (54,5 meses de
media).
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ANALISIS DE LA MUESTRA DE PACIENTES
CON DEGENERACIONES
ANEURISMATICAS
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Si bien en ocasiones se ha empleado la presencia de estenosis en las arterias
criopreservadas como indicacion de fracaso del bypass mediado
inmunolégicamente, la aparicion de las mismas no es infrecuente en este y
otros tipos de injertos vasculares, sobre todo en zonas préximas a la
anastomosis o sometidas a fuerzas dinamicas. Debemos tener en cuenta que
un bypass a troncos distales proximos al pie puede alcanzar los 80 cm de
longitud, sin ramas colaterales de drenaje y con un importante aumento de las
resistencias vasculares, como hemos descrito en capitulos previos. Las
estenosis son comunes tanto en bypasses protésicos como de vena safena
autdloga, y estan asociadas principalmente con la existencia de alteraciones en
el flujo laminar del vaso en zonas con turbulencias, especialmente a nivel de
las anastomosis, asi como la progresion de la enfermedad de base. Por tanto,
creemos que las estenosis en estos injertos no constituyen un parametro
adecuado a la hora de valorar el componente inmunolégico en el fracaso de las
arterias criopreservadas, a diferencia de las degeneraciones aneurismaticas,
mucho mas excepcionales.

Uno de los hallazgos mas interesantes en los resultados obtenidos en nuestra
serie se observa en los pacientes con multiples degeneraciones aneurismaticas
de aloinjertos arteriales criopreservados, en los que los subsecuentes
trasplantes vasculares no conllevan necesariamente una disminucién del
tiempo hasta la degeneracion del nuevo bypass, a pesar de la exposicion
previa a antigenos de otros donantes en el momento de la segunda y sucesivas
cirugias.

El tiempo de latencia medio hasta la aparicion de una primera degeneracion en
una arteria criopreservada fue de 33 meses. Ese tiempo disminuye
ligeramente, hasta los 30,6 meses de media, si tiene lugar una segunda
degeneracion sobre una nueva arteria criopreservada. En contra de lo que
cabria esperar, los dos casos con degeneraciones sobre terceras arterias
criopreservadas incrementan el tempo de latencia hasta los 52 y 57 meses
(media de 54,5 meses). Se trata de pacientes de 64 y 60 afos,
respectivamente, ambos con patologia isquémica de base, sin procesos
infecciosos asociados y con bypasses a troncos distales (tabla 18).

: Tipo de | Latencia 12 Latencia 22 Latencia 32
Paciente | Edad - o, o,
bypass | degeneracion | degeneracion | degeneracion
PDM 3 64 Distal 14 meses 27 meses 52 meses
PDM 6 60 Distal 67 meses 26 meses 57 meses
Media 62 | Distales | 40,5 meses 26,5 meses 54,5 meses
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Tabla 18. Caracteristicas de los pacientes que presentaron tres degeneraciones en otros
tantos bypasses de arteria criopreservada. Se mantiene como referencia la denominacion
empleada para cada paciente en el capitulo anterior. Ambos bypasses presentaban la
anastomosis distal sobre troncos distales. PDM: paciente con degeneraciones multiples.

Como veremos en detalle en el capitulo correspondiente al estudio
inmunologico, la histocompatibilidad HLA aleatoria entre paciente y receptor es
un evento muy poco frecuente, y la inmensa mayoria de los pacientes pasan a
considerarse hipersensibilizados tras el primer trasplante vascular. Estos datos
descartarian, en principio, que el comportamiento clinico observado en las
degeneraciones multiples pudiera deberse a la ausencia de rechazo cronico
por concordancia entre los perfiles HLA.

Hasta donde sabemos, el reemplazo de una arteria criopreservada por otra no
parece habitual en otros grupos de trabajo, a juzgar por las publicaciones
disponibles en la literatura, bien por el riesgo de nuevas degeneraciones, bien
por las limitaciones de disponibilidad en muchos centros. Lo cierto es que no
hemos encontrado estudios que informen de la evolucion de los pacientes con
trasplantes vasculares multiples. Afortunadamente, y dentro de las restricciones
de stock que nos plantea el Banco de Sangre y Tejidos del Principado de
Asturias, el Hospital Universitario Central de Asturias ha podido disponer de
estos injertos en casi todas las situaciones clinicas que han sido necesarios,
siendo escasas las ocasiones en que no se encontraron disponibles y nos
hemos visto vemos obligados a recurrir a bancos de tejidos externos.

Es importante destacar que, en muchos casos, la sustitucién del bypass de
arteria criopreservada por otro de iguales caracteristicas puede ser la opcion de
revascularizacion con las mejores garantias de permeabilidad y supervivencia
de la extremidad, a pesar de la degeneracion previa. Incidentalmente, su uso
repetido nos ha dado la posibilidad de tener una vision privilegiada del
comportamiento de estos trasplantes en sujetos previamente sensibilizados, ya
gue no hemos encontrado publicaciones con series de casos que describan
mas de una degeneracion aneurismatica en el mismo paciente.

Sin embargo, y a raiz de los resultados del estudio, nos inclinamos por no
recomendar la sustitucion del aloinjerto afectado por otro de iguales
caracteristicas ante las elevadas posibilidades de que se repita el proceso
degenerativo. Obviamente, este cambio de estrategia revascularizadora no
siempre es una opcion viable o con iguales garantias de permeabilidad y
resistencia a las infecciones, ya que muchos de estos pacientes a menudo no
poseian otras posibilidades de revascularizacion de iguales caracteristicas en
primer lugar y, por tanto, la sustitucién por un nuevo bypass de arteria
criopreservada puede seguir siendo, en muchos casos, la mejor opcion de cara
a salvaguardar la extremidad y/o la vida del paciente.

Ademas, recomendamos llevar a cabo cirugia de recambio temprana en
arterias criopreservadas aneurismaticas, una vez detectada la degeneracion
del injerto, en contraposicidn al tratamiento conservador mediante seguimiento
de imagen. Esta recomendacion se basa en la evolucion de este grupo de
pacientes en nuestra serie, que presenta una progresion hacia el aumento
sostenido del diametro, la trombosis del bypass e incluso la rotura de la arteria
trasplantada.
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Si analizamos los tiempos de seguimiento, queda de manifiesto que dichas
degeneraciones pueden acontecer relativamente pronto con respecto al
momento del implante (en nuestra serie hemos registrado el evento mas
temprano a los 7 meses), pero es asimismo posible, y probablemente
frecuente, el fracaso del aloinjerto tras afios de seguimiento sin hallazgos
patoldgicos significativos. El periodo de latencia mas prolongado registrado en
nuestro estudio fue de 71 meses, si bien hemos observado otros tres pacientes
con periodos superiores a los 50 meses, lo que da una idea de la importancia
del seguimiento periddico de todos los aloinjertos, tanto clinico como
ecografico, incluso afios después la intervencion.

En total se registraron de forma prospectiva en nuestra muestra cuatro
degeneraciones en tres pacientes hasta la fecha de cierre del estudio, un 8,5%
de los 35 pacientes que fueron seguidos de forma protocolizada desde el
momento del trasplante. Como hemos comentado, si contamos los 10
recambios de bypass, en total se objetivo la presencia de aneurismas en un
8,8% de todos los bypasses realizados y seguidos desde el inicio del estudio.
Este porcentaje es ligeramente superior a la media observada en las series
publicadas en la ultima década, con la excepcién del articulo de Lejay y
colaboradores °, en el que las dilataciones alcanzan el 22,6% de las arterias
criopreservadas y que reporta 8 roturas espontaneas de otros tantos bypasses.
En el caso concreto de esa serie nos inclinamos por pensar que existio algun
problema con el procesamiento y/o criogenizacion de los aloinjertos, mas alla
de la evolucién natural atribuible a estos trasplantes indicados por infeccion
protésica previa. En concreto, de 25 aloinjertos que describen en el sector
aorto-iliaco, se reportan 5 degeneraciones y 6 roturas espontaneas, mientras
que en el sector periférico tuvieron lugar 7 degeneraciones y 3 roturas en 28
procedimientos. Estos nimeros llaman la atencién, sobre todo si tenemos en
cuenta que ninguna otra serie ha superado el 5,4% de degeneraciones
aneurismaticas en bypasses infrageniculares de arteria criopreservada en los
altimos 10 afios, y en varias no se ha descrito ningun caso (tabla 19).

Estudio Pais Indicacion | Aloinjerto | Pacientes | Seguim. | Degener.
Furlough 278
et al, USA Infeccién Arterial 57 ! 3,5%
201947 meses
Guevara- No
Noriega et | Espafia | Isquemia Arterial 149 indicado 5,4%
al, 2019%
Masmejan .
et al, Suiza Isque_mlal Arterial 42 e 2,3%
2019% (BP Distal) meses
Masabni et Infeccion . 34,8 0
al, 2019* S (Aorta) AIEITEL 17 meses e
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O’Banion

et al, UsA | SAuemal | yenoso 73 0L 1 oo
2017°°
Lejay et al, . L, . 52 0
201751 Francia Infeccion Arterial 53 meses 22,6%
Heo et al, Infeccion : 19,1 o
20175 Corea (Aorta) Arterial 25 meses 4%

. Infeccion :
Bossg ;:t al, ltalia (Portal Arterial/ 21 14 0%
2017 s Venoso meses

Periférica)

Lowampa 49
et al, Bélgica Infeccion Arterial 96 meses 0,9%
2016
Diamant et Isquemia/ : No o
al, 2016 Uruguay | nfeccion AL 2 indicado. | #2%
Chang et : 11,8 o
al, 20144 USA Isquemia Venoso 81 meses 1,2%
Touma et : Infeccion . 12,1 o
al, 201456 Francia (Aorta) Arteria 54 meses 1,8%
el Infeccion 30
et al, USA (Aorta) Arteria 220 meses 2,7%
20144
Zehr et al, . 15,5 No
201157 USA Isquemia Venoso 54 G el
Randon et s . 26,4 0
al, 201058 Bélgica Isquemia Venoso 92 meses 4,34%
Bisdas et . Infeccion , 36 o
al, 2010 Alemania (Aorta) Arteria 110 meses 0,9%

Tabla 19. Recopilacién de los estudios de la Ultima década con las series de pacientes
revascularizados mediante aloinjertos criopreservados, tanto arteriales como venosos, para el
tratamiento de patologia isquémica y/o infecciosa. Seguim.: Seguimiento medio en meses.
Degener.: Porcentaje de casos que presentaron degeneracién aneurismatica del bypass y/o
aneurisma anastomético. El estudio de Guevara-Noriega et al no indica el seguimiento medio,
si bien informa una pérdida de seguimiento del 21,48% de los pacientes a los 5 afios. Diamant
et al tampoco ofrecen seguimiento medio, Gnicamente el tiempo de seguimiento de los
pacientes vivos permeables. El estudio de Zehr et al no describe complicaciones, tan solo
permeabilidad primaria, secundaria y salvamento de extremidad.
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La razén de tomar como referencia los estudios desde el 2010 y no incluir
series mas antiguas se fundamenta en la necesidad de evitar, en la medida de
lo posible, la inclusion de degeneraciones causadas por factores no
inmunologicos. Para ello buscamos, precisamente, la actual estandarizacion de
los protocolos de procesamiento y criopreservacion de arterias y venas
criopreservadas, que ha permitido reducir el riesgo de que el fracaso en los
trasplantes vasculares esté en relacion con la extraccion, manipulacion y
conservacion del aloinjerto.

No obstante, es probable que el verdadero alcance de los procesos
degenerativos en los trasplantes vasculares en general se encuentre
parcialmente infravalorado en la literatura a pesar de los multiples estudios y
series disponibles. Esto se debe a que, a pesar de tratarse de series que
pueden superar en ocasiones los 3 afios de seguimiento medio °1*, muchas
otras son inferiores al afio o directamente no lo especifican, indicando
Unicamente el rango de afios entre los que se realizé el estudio “¢%°. Si bien los
estudios con aloinjertos venosos criopreservados referidos en la tabla 19
presentan un porcentaje muy bajo de degeneraciones, también es cierto que
los tiempos de seguimiento medio son los mas bajos de toda la muestra, con
una media de 15,5 meses, y por lo tanto insuficiente para detectar la verdadera
incidencia de aneurismas en trasplantes venosos.

Uno de los casos (correspondiente al paciente con Degeneracidén Prospectiva A
y al paciente con Degeneracion Multiple 1 en la descripcion de las
degeneraciones, a la Degeneracion Aneurismatica 5 en el analisis
inmunohistoquimico y al paciente numero 13 en el estudio de anticuerpos)
presentd una rapida evolucion a la hora de formar aneurismas de repeticion en
los sucesivos aloinjertos. Este paciente registro los tiempos de latencia mas
cortos, tanto para la primera como para la segunda degeneracion, de todos los
observados en la muestra (7 y 14 meses, respectivamente). Debemos tener en
cuenta, ademas, que en este caso se produjo una pérdida de seguimiento
durante casi un afio, por lo que el periodo de evolucion hasta esta ultima fue
probablemente mas corto de los 14 meses registrados. Ademas, en este
paciente se constata antecedentes de al menos tres aneurismas de arteria
nativa (poplitea, femoral superficial y femoral profunda), por lo que no se
descarta algiin mecanismo intrinseco que favorezca la degeneracion de las
estructuras arteriales y cuya fisiopatogenia pueda afectar tanto a los vasos
propios como a los trasplantados.

Llama la atencion que, a pesar del reducido tamafio de la serie de pacientes
con mas de una degeneracion de arteria criopreservada (6 casos), otros dos
pacientes también presentaron varios aneurismas de arteria nativa (tabla 20).
El primero de ellos es un paciente isquémico, con aneurismas de arteria
poplitea bilaterales (correspondiente al paciente con Degeneracion Mdltiple 3 y
a la Degeneracion Aneurismatica 2 del analisis inmunohistoquimico) presento
tres degeneraciones consecutivas de aloinjertos criopreservados. Esto parece
corroborar el posible mecanismo antes descrito. Ademas, los tiempos de
evolucion hasta la aparicién de su dos primeras degeneraciones estan también
entre los mas bajos de la serie, pero sin embargo la tercera incrementa su
tiempo de latencia hasta los 52 meses. El ltimo paciente corresponde a la
Degeneracion Multiple 6 y a la Degeneracion Criopreservada 8 del analisis
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histopatolégico. Diagnosticado de distrofia polianeurismatica, no present6 una
disminucién del tiempo de latencia hasta la aparicion de la tercera
degeneracion, sino que éste también aumento ostensiblemente hasta los 57

meses.

Tiempo | Tiempo | Tiempo

Proceso | Tipo de N° desde desde desde

Edad T o )

Infec. Bypass | Degen. | cirugia | cirugia | cirugia

1 2 3

s 62 No Distal 2 7 meses 5 -
1 meses

POM | 64 No Distal 3 14 27 52

3 meses meses meses

POM 1 60 No Distal 3 67 26 o7

6 meses meses meses

Tabla 20. Caracteristicas de los pacientes con degeneraciones aneurismaticas multiples en
sucesivas arterias criopreservadas y antecedentes de varios aneurismas de arteria nativa. Se
mantiene como referencia la denominacién empleada para cada paciente en el capitulo
anterior. Edad: edad en afios del paciente en el momento del primer implante. PDM: Paciente
con degeneraciones mdltiples. Proceso infec.: Infeccion de arteria nativa o proétesis vascular
como indicacién para el trasplante vascular. N° Degen.: Numero total de degeneraciones en
sucesivas arterias criopreservadas registradas en el paciente hasta la fecha de cierre del
estudio. El Tiempo desde cirugia se refiere al tiempo en meses que tardé en detectarse la
degeneracion desde el implante del aloinjerto arterial criopreservado.

En total, tres pacientes de los seis con degeneraciones de multiples arterias
criopreservadas tenian antecedentes previos de al menos dos aneurismas de
arteria nativa. Si bien el tamafio muestral es pequefio, ya hemos comentado
que no hemos encontrado series previas que describan multiples
degeneraciones aneurismatica en el mismo paciente. Estos resultados llaman
poderosamente la atencion, e inciden en la sospecha de algun factor
concomitante que pudiera actuar en conjunto con el rechazo crénico generado
por estos trasplantes. La existencia de un posible componente autoinmune, o la
participacion de metaloproteasas capaces de afectar tanto a los aloinjertos
vasculares como al arbol arterial nativo son, a falta de estudios que pudieran
confirmar estos hallazgos, meras conjeturas para explicar estos resultados.
Aunqgue se trata de un hallazgo pendiente de verificacion mediante una muestra
de mayor tamafio que aumente el poder estadistico, los datos son lo
suficientemente llamativos como para desaconsejar, en la medida de lo posible,
el empleo de aloinjertos criopreservados en pacientes con distrofia
polianeurismatica.

Hasta donde nosotros sabemos, este es el primer estudio que describe el
comportamiento de las degeneraciones aneurismaticas en los aloinjertos de
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arteria criopreservada implantados de forma consecutiva en los mismos
pacientes.

Por otro lado, no existen recomendaciones estandarizadas sobre la frecuencia
de los controles de imagen, por lo que es facil que en publicaciones con
seguimientos cortos y revisiones mas distanciadas se puedan escapar al
rastreo degeneraciones incipientes en el momento del cierre de los distintos
estudios. Las pruebas de imagen permiten descubrir dilataciones
aneurismaticas no perceptibles con la exploracion fisica, asintomaticas en
todos los aspectos, antes de que aumente el diametro del aneurisma y
comprometa la viabilidad del bypass.

Si la degeneracion de la pared de los aloinjertos vasculares criopreservados es
una complicacion relativamente frecuente de estos bypasses, se hace
necesario un protocolo de control de imagen que permita diagnosticar y seguir
las complicaciones de la forma mas eficaz posible. En el momento actual no
existen recomendaciones claras sobre el programa de seguimiento en los
trasplantes vasculares, mas alla de la importancia de realizar estudios de
imagen seriados ante la posible aparicion de estenosis en el bypass y, mas
frecuentemente, degeneraciones aneurismaticas. Dada la inocuidad,
accesibilidad y el bajo coste de la ecografia, asi como su capacidad para
detectar fielmente tanto dilataciones como estenosis, creemos que debe ser el
método de eleccion en el seguimiento de estos pacientes, con el apoyo puntual
de otras pruebas de imagen, como la angiotomografia y la arteriografia, cuando
la evolucion clinica y la ecogréfica asi lo indiquen. Esta recomendacion esta en
consonancia con la Guia basica para el seguimiento no invasivo de la cirugia
arterial, del Capitulo de Diagnostico Vascular No Invasivo de la Sociedad
Espariola de Angiologia y Cirugia Vascular **. Si bien la mayoria de los grupos
no realiza seguimiento de imagen de los injertos infrainguinales protésicos,
debido a que no ha conseguido mejorar los resultados por la alta frecuencia de
trombosis sin lesién identificable o corregible 2°°2%! si se aconseja realizar
monitorizacion ecogréfica de los injertos venosos autélogos infrainguinales, ya
gue su uso puede ayudar a mantener una mayor permeabilidad de estos
bypasses y con ello el salvamento de la extremidad.

Aungue no existen protocolos claros sobre el seguimiento especifico de los
aloinjertos vasculares criopreservados, cabria realizar un control seriado cuanto
menos equivalente al de los homoinjertos venosos. En vista de los resultados
del presente estudio, nuestra recomendacion es llevar a cabo una ecografia al
menos cada 6 meses durante un periodo no inferior a 5 afios (60 meses) desde
el momento del trasplante vascular. De esta forma se podrian diagnosticar la
formacion de la mayoria de los aneurismas antes de que éstos llegasen a
comprometer la viabilidad del injerto. Posteriormente, si bien habria posibilidad
de cambiar a un control de imagen anual, somos de la opinidn de que estaria
indicado el seguimiento ecografico semestral durante toda la vida util de éstos
bypasses, en base a su capacidad para iniciar un rapido proceso de
degeneracion incluso tras afios sin cambios significativos en su diametro. De
todos modos, estas recomendaciones deben adaptarse a cada caso y
complementarse con otros estudios (Angio Tc, Arteriografia, Gammagrafia...)
cuando sea necesario, segun la evolucion clinica del bypass.
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HALLAZGOS PRINCIPALES

(Resultados de la muestra de pacientes con arterias criopreservadas
degeneradas)

La degeneracion aneurismatica de los aloinjertos arteriales criopreservados
es una complicacion relativamente frecuente y probablemente
infradiagnosticada en las series publicadas, dada su capacidad para iniciarse
afos después del trasplante vascular.

Subsiguientes aloinjertos vasculares no reducen necesariamente el tiempo
de latencia hasta una nueva degeneracion del bypass, a pesar de las
sensibilizaciones sucesivas tras la exposicion a antigenos especificos de
cada donante.

En vista de la frecuencia de nuevas degeneraciones en un mismo paciente,
se desaconseja el implante de otra arteria criopreservada salvo que no se
disponga de otras opciones de revascularizacién o éstas no presenten
iguales garantias de permeabilidad y/o resistencia a las infecciones.
Recomendamos, igualmente, la sustitucién temprana de arterias
criopreservadas aneurismaticas en vista de la evolucion natural observada.

Al menos en ciertos casos, se sospecha de factores etiopatogénicos
concomitantes en la formacion de estos aneurismas, capaces de afectar
tanto a vasos propios como a trasplantes arteriales. Hemos observado que
hasta un 50% de los pacientes que registraron degeneraciones multiples
tenian como antecedente aneurismas de arteria nativa en mas de una
localizacion. Por tanto, la presencia de aneurismas de arteria nativa previos
se consideraria una contraindicacién relativa para el implante de aloinjertos
vasculares criopreservados.

Se recomienda el seguimiento clinico y ecografico semestral e indefinido de
los trasplantes vasculares como método para diagnosticar posibles
complicaciones y mejorar la permeabilidad de estos injertos a largo plazo.

164




RESULTADOS DE LA ANATOMIA
PATOLOGICA EN LAS DEGENERACIONES
ANEURISMATICAS DE ARTERIA
CRIOPRESERVADA
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PACIENTES CONTROL

Aneurisma Humeral de Arteria Nativa

Ausencia de endotelio, con trombo fibrinoide adherido en la luz. Neointima con
actividad proliferativa de miofibroblastos.

Cambios degenerativos ateromatosos en los que destaca la actividad
proliferativa de los miofibroblastos, més que los depdsitos de lipidos, que son
irrelevantes.

Destaca la irregular distribucion de las capas de la tunica media, aunque
persiste la celularidad en ella.

Respuesta inflamatoria cronica linfoplasmocitaria en la pared, focal, afectando
a todas las capas.

La inmunohistoquimica/ inmunofluorescencia para IgG (Inmunoglobulina G), C3
(componente 3 del complemento) y C4 (componente 4 del complemento) revela
una distribucion uniforme del marcaje, sin aumento significativo que haga
pensar en la participacion de componente humeral en el proceso degenerativo
de la pared, que es muy leve (figura 40).

Hallazgos principales: Pared de arteria aneurismatica con trombosis intimal,
cambios degenerativos parietales e inflamacién crénica moderada.
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Figura 40: Marcaje por inmunofluorescencia. A: C3 x20. B: C4 x20. C: IgG x20.
Distribucion homogénea del marcaje en las tres muestras. La zona con mayor
inmunofluorescencia, marcada con una T, corresponde al trombo intraluminal.

Aneurisma de Arteria Poplitea Nativa

Pared arterial altamente deteriorada, con intima denudada y trombo luminar
reciente.

Se observan zonas en las que la capa muscular esta totalmente ausente y
sustituida por tejido fibroso (figura 41).

Inflamacion crénica intramural, con neoformacion de vasa vasorum.

Inmunohistoquimica para IgG, C3, actina y fibras elésticas: no hay evidencia de
depdsitos inmunes.

Hallazgos principales: Pérdida de celularidad parietal de las tanicas intima y
muscular, fibrosis severa, inflamacién cronica y trombosis.

Figura 41: Marcaje inmunohistoquimico. A: Fibras elasticas x4. B: Actina x4. Sin
evidencia de depdsitos inmunes. F: Areas de fibrosis, con desaparicion de la capa
muscular. La banda mas oscura a la derecha es un artefacto. A la izquierda se
observa trombo intraluminal.
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HALLAZGOS PRINCIPALES
(Pacientes Control: Aneurismas de Arteria Nativa Periférica)

1. Inflamacién cronica afectando a todas las capas.
2. Cambios degenerativos parietales.

3. Inmunohistoquimica/ inmunofluorescencia sin evidencia de depdsitos
inmunes significativos

La celularidad de la intima y media van a depender del nivel de degeneracion/
fibrosis parietal, desde una alteracion de la distribucion de las capas hasta la
pérdida completa de la capa muscular en la zona afectada.
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DEGENERACION ANEURISMATICA DE ALOINJERTOS DE ARTERIA
CRIOPRESERVADA

DEGENERACION ARTERIA CRIOPRESERVADA 1

Tiempo de evolucion:

El aloinjerto fue explantado 36 meses post trasplante.
Hallazgos histolégicos:

Erosion superficial y acamulos de fibrina en la intima.

Alteracion severa de la arquitectura del vaso, con fibrosis parietal, pérdida de
fibras elasticas y marcada hipocelularidad de las capas parietales.

Infiltrado inflamatorio moderado de células mononucleares.

El estudio por inmunofluorescencia permite observar un marcaje difuso de IgG
y C3 en las zonas mas acelulares, probablemente inespecifico (figura 42).

Hallazgos principales: Cambios degenerativos severos y minima inflamacion.

Figura 42: Marcaje por inmunofluorescencia. A: C3 x10. B: IgG x10. Depésitos
inmunes difusos en las zonas mas acelulares.
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DEGENERACION ARTERIA CRIOPRESERVADA 2

Tiempo de evolucién:

El injerto fue retirado 53 meses tras el implante. Se trataba de la tercera
criopreservada degenerada en este paciente, revascularizado mediante
aloinjertos arteriales bilaterales.

Hallazgos histologicos:

Pérdida completa del endotelio, con areas de erosion y formacion de trombo.

Pérdida subtotal de elasticas limitantes, persistiendo Unicamente la limitante de
la intima.

Tanto la media como la adventicia son marcadamente hipocelulares (figura 43).

Figura 43: A: Tincion con Hematoxilina-Eosina (HE) x10. Destaca la notable
hipocelularidad de las capas. B: Inmunohistoquimica. Marcaje con HLA de clase | x10.
Se observan depdsitos en la tunica media.

Ausencia de infiltrado inflamatorio.

Se observan depositos de C3, IgG y HLA de clase | en la tanica media (figura
44).

Hallazgos principales: Arteria criopreservada degenerada sin inflamacion
celular. Depésitos de inmunocomplejos en la tanica media.
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Figura 44: Marcaje por inmunofluorescencia. A: IgG x10. B: C3 x40. Depdsitos
inmunes en la tinica media.
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DEGENERACION ARTERIA CRIOPRESERVADA 3

Tiempo de evolucién:

El injerto fue retirado 24 meses post implante. Segunda degeneracién
aneurismatica de una arteria criopreservada en este paciente.

Hallazgos histoldgicos:

Proliferacién intimal en disposicion anular que muestra cerca de la luz algunos
acumulos de calcio e histiocitos espumosos, sin la estructura clasica de la
placa de ateroma. La celularidad de la intima esta formada por escasos
miofibroblastos (figura 45.A).

La tunica media tiene neovascularizacién por vasa vasorum, con marcada
fibrosis e hipocelularidad. Llama la atencion la fragmentacién de las fibras
elasticas.

La pared conserva algunas membranas elasticas limitantes.

No se ven cambios destacables en la adventicia.

No hay infiltrado inflamatorio.

El estudio inmunohistoquimico con anticuerpos IgG para material parafinado
muestra evidencia de depdsitos de IgG en la intima, con mayor densidad en la
zona subendotelial, y que va disminuyendo hasta llegar a la zona de la

membrana elastica limitante de la intima (figura 45.B). La inmunofluorescencia
muestra positividad intersticial para C3, IgG y HLA de clase | (figura 46).
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Figura 45: A: Tincion Tricromico de Gomori x10. Esta tincion se usa para destacar el
tejido muscular y conectivo. Detalle de la intima, cuyas escasas células estan
formadas por miofibroblastos. B: Inmunohistoquimica. IgG 10x. Depdésitos localizados
predominantemente en la neointima (I), desde la zona subendotelial hasta la
membrana elastica limitante de la intima (L).

A

Figura 46: Marcaje por inmunofluorescencia. Positividad intersticial. A: C3 x20. B: 1gG
20x.

174



DEGENERACION ARTERIA CRIOPRESERVADA 4

Tiempo de evolucién:

El injerto fue retirado 5 afios después del trasplante. Segunda degeneracion
aneurismatica de una arteria criopreservada en este paciente.

Hallazgos histolégicos:

La intima esta totalmente destruida y sustituida por un trombo fibrinoide en
organizacion que forma parte de la pared del aneurisma neoformado.

Pérdida casi total de las fibras elasticas, persistiendo solamente la matriz de
colageno.

La pérdida de células de la media es de moderada a severa, pero existen casi
siempre algunas células viables en su espesor

Solo hay una ldmina de fibras elasticas adventicial muy fina.

El infiltrado inflamatorio celular es muy escaso, siendo las células inflamatorias
presentes linfocitos y células plasmaticas, agrupadas de manera focal y
fundamentalmente en la adventicia. No se observan células inflamatorias en la
media ni en la intima.

Arterioesclerosis de tipo lipidico, predominando el colesterol intracelular en
macréfagos espumosos. Estos macrofagos se acumulan tanto en la media
como la adventicia, pero solo en pequefios focos en la intima. Su distribucién
no coincide, por tanto, con la disposicion clasica de una placa de ateroma.

El examen por inmunofluorescencia muestra que solamente la intima y el
trombo son positivos para Fibrinégeno, siendo el resto de la pared negativa
para C3, C4, IgG, Fibrinégeno y Albumina (figura 47). Los resultados se
consideran, por tanto, negativos.
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Figura 47: Marcaje por inmunofluorescencia. No evidencia de depdsitos de
inmunocomplejos. A: C3 x10. B: IgG x10.
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DEGENERACION ARTERIA CRIOPRESERVADA 5

Tiempo de evolucién:
La arteria criopreservada fue explantada 10 meses después de la intervencion.
Hallazgos histoldgicos:

Degeneracion de la pared, asi como un segmento en que entre intima y media
se acumula material trombotico. No aterosclerosis ni calcificacion

Focos de inflamacion cronica.

El estudio de inmunohistoquimica revela marcaje en la intima y tunica media,
predominantemente estromal, extracelular, de IgG y C3. No se observan
depdsitos de IgG en la media en las zonas no dafiadas (figura 48).

Figura 48: Marcaje por inmunofluorescencia. A: C3 x10. intima positiva. B: 1gG x10.
Depésitos de inmunocomplejos en las zonas dafiadas.
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DEGENERACION ARTERIA CRIOPRESERVADA 6

Tiempo de evolucién:

El aloinjerto fue extraido 57 meses después del trasplante. Proceso infeccioso
concomitante.

Hallazgos histolégicos:

Hay un tejido de granulacién neoformado de endotelios prominentes y
fibroblastos activados, sustituyendo la intima.

La pared de la arteria criopreservada esta severamente dafiada por un proceso
reparativo fibrosante que destruye incompletamente las laminas elasticas.
Llama la atencién también la presencia de fibrosis colagena.

El marcaje por inmunofluorescencia para IgG y C4 muestra positividad
transparietal para IgG y negatividad para C4 (figura 49). El marcaje HLA de
clase | también es positivo (figura 50).

Figura 49: Marcaje por inmunofluorescencia. A: C4 x10. No se observan depdsitos de
inmunocomplejos. B: IgG x4. Positividad transparietal.
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. Marcaje con HLA de clase I. A: HLA | x4. B: HLA |
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Inmunohistoqu

Figura 50

x10.
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DEGENERACION ARTERIA CRIOPRESERVADA 7

Tiempo de evolucién:

El aloinjerto fue explantado 33 meses después de la cirugia.

Hallazgos histologicos:

Extensa sustitucion de la pared por trombo fibrinoide, que deja sélo una zona
ectasica de pared vascular, la cual ha perdido gran parte de sus caracteristicas
diferenciales.

Ausencia de intima y presencia de apenas algunas fibras elasticas en la media.
Marcada pérdida de células musculares en esa capa, sustituidas por
fibroblastos y estroma colageno (figura 51).

No se observa la presencia de células inflamatorias

La inmunohistoquimica detecta aumento de HLA de clase | e IgG en el espesor
de la media de la pared vascular residual (figura 52).

Figura 51: A: Tincién de Elasticas x40. Disminucion de las fibras elasticas con
degeneracion vacuolar. B: Tricromico de Masson x10 (permite visualizar las fibras de
colageno tipo | y las fibras reticulares). Fibrosis de la intima y la media, sin apenas
muscular ni intima.
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Figura 52: Inmunohistoquimica. A: Depdsitos de IgG intramurales. B: Aumento de la
expresion de HLA de clase I, con presencia de antigenos de histocompatibilidad en
torno a las fibras elasticas.
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DEGENERACION ARTERIA CRIOPRESERVADA 8

Tiempo de evolucién:

El aloinjerto fue explantado 26 meses después de la cirugia. Segunda
degeneracion de arteria criopreservada en este paciente. Doble degeneracion
anastomatica, proximal y distal, correspondiente a dos criopreservadas
distintas empleadas en el mismo bypass y anastomosadas en termino-terminal
para alcanzar la longitud necesaria.

Hallazgos histoldgicos:
Degeneracién Proximal (Muestra P)

Cambios muy marcados a nivel de la intima, que esta completamente ocluida
por un proceso trombaético del que llama la atencion la notable reaccion
neovascularizadora partiendo de los vasa vasorum y que permea todo el
espesor de la pared, alcanzando el trombo central y extendiéndose a lo largo
de toda la muestra.

Pérdida notable de celularidad en el estroma de la tinica media, persistiendo
en gran parte la integridad de las fibras elasticas y sin aumento de la fibrosis en
esta capa.

No hay infiltrado inflamatorio asociado. No se observan cambios degenerativos
ateromatosos.

Hallazgos principales: Pérdida celular severa de la tinica media y proliferacion
intimal postrombdtica (figura 53).
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Figura 53: Tincién HE. In: Intima. Me: Media. Ad: Adventicia. A: x4 aumentos.
Importante pérdida de la celularidad de la capa media, con una gran proliferacion
intimal postrombatica y proceso de neovascularizacion. B: x10 aumentos. Escasas
células en el estroma de la capa media. No se objetivan infiltrados inflamatorios.

Degeneracién Distal (Muestra D)

Notable engrosamiento intimal, con calcificacion y osificacion que afecta
también a la propia tunica media, en un proceso de metaplasia 0sea.

Marcada hipocelularidad de la tinica media, con pérdida de la practica totalidad
de las células de esa capa, sustituidas por tejido fibroso. La lamina eléstica no
esta clara.

A diferencia de la muestra proximal (Muestra P), hay infiltrado inflamatorio en
pequefio foco, de tipo linfoplasmocitario.

Hallazgos principales: Marcada calcificacion de la pared asociada a
engrosamiento intimal y focos inflamatorios (figura 54).

Figura 54: Tincion HE. In: Intima. Me: Media. Ad: Adventicia. A: x4 aumentos. Areas
de calcificacion/ osificacion (O), con zonas de infiltrado inflamatorio de pequefio foco
(FI). B: x10 aumentos. Pérdida de la celularidad de la capa media, en la que se
observa fibrosis del tejido. Presencia de focos inflamatorios localizados (Fl).

La tabla 21 muestra las principales diferencias anatomopatologicas entre la
degeneracion proximal y distal registrada en este paciente. Hay que tener en
cuenta que ambas arterias criopreservadas se implantaron en un mismo
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bypass, por lo que el tiempo de exposicion al sistema inmune del huésped fue
idéntico y las fuerzas hemodinamicas a las que fueron sometidas pueden
considerarse practicamente equivalentes. Por un error en el procesamiento de
las muestras a su recepcion por el laboratorio de Anatomia Patologica, no pudo
realizarse estudio de inunofluorescencia e inmunohisotquimica.

INFILTRADO FIBROSIS DE | CALCIFICACION

INFLAMATORIO LA MEDIA Y OSIFICACION
MUESTRA P - - -
MUESTRA D + + +

Tabla 21. Diferencias histolégicas entre las muestras proximal y distal de la
degeneracion de arteria criopreservada 8, correspondientes a degeneraciones
anastomoticas de dos arterias de distinto donante conformando un mismo bypass.
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RESUMEN DE LOS HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS DE LAS
ARTERIAS CRIOPRESERVADAS DEGENERADAS

La tabla 22 recopila los hallazgos anatomopatoldgicos principales atendiendo al
tiempo de evolucidn desde la cirugia hasta la degeneracion y el explante, la
presencia de focos inflamatorios o de calcificacion y la presencia de depdsitos
de inmunocomplejos en la inmunofluorescencia e inmunohistoquimica.

: Focos de Positividad
Infiltrado e o, .
: calcificacion y | Inmunofluorescencia/
Inflamatorio . . .
esclerosis Inmunohistoquimica
10 meses + (focos) - +
24 meses - + +
26 meses (P) - - No disponible
26 meses (D) + + No disponible
33 meses - - +
36 meses + - Inespecifico
53 meses - - +
57 meses - - +
60 meses Muy escaso + -

Tabla 22. Diferencias entre las distintas muestras en cuanto a inflamacion,
calcificacion/ esclerosis e inmunofluorescencia/ inmunohistoquimica, distribuidas en
funcion del tiempo de implante. P: Degeneracion anastomotica proximal. D:
Degeneracion anastomética distal (ambas muestras corresponden a degeneraciones
anastométicas de dos arterias de distinto donante conformando un mismo bypass).

Como puede observarse, no existe un patrén temporal con respecto a la
presencia de células inflamatorias o de calcificacion y esclerosis. Por su parte,
la positividad para inmunofluorescencia/ inmunohistoquimica, aunque presente
en casi todas las muestras, tampoco parece seguir una regla fija, pudiendo ser
negativa
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HALLAZGOS PRINCIPALES
(Anatomia Patoldgica de las Arterias Criopreservadas Degeneradas)

1. Hipocelularidad de las capas parietales, afectando especialmente a la tanica
media que, si bien en ocasiones puede ser casi total, mantiene algunas células
viables.

2. Pérdida progresiva de la intima, sustituida por tejido de granulacion.

3. Pérdida de la laminacion de las fibras elasticas, con fragmentacion de las
mismas y persistiendo en ocasiones Unicamente la matriz de colageno.

4. Proceso reparativo fibrosante parietal, con presencia de fibroblastos
activados.

Hallazgos variables segun la muestra:

A) Presencia de focos de inflamacién crénica, con infiltrado de células
mononucleares (linfocitos y células plasmaticas).

B) Focos de calcificacidon y esclerosis, con histiocitos espumosos con
colesterol intracelular que pueden observarse en todas las capas, con una
distribucion difusa que no coincide con la estructura clasica de la placa de
ateroma.

C) Presencia de depdésitos de inmunocomplejos (C3, IgG y HLA de clase I) en
las tanicas intima y media, afectando principalmente a las zonas mas
degeneradas y acelulares.
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS DEL
ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO
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Como cabria esperar, los casos control, compuestos por aneurismas de arteria
nativa periférica, muestran inflamacion crénica afectando a todas las capas,
asociada a cambios degenerativos en la pared de los vasos y sin depdésitos
inmunes. La pérdida de células parietales depende en este grupo del nivel de
degeneracion, pero incluso en el caso de registrarse la pérdida completa de la
capa muscular, ésta solo se ve en las zonas afectadas, y por tanto se descarta
un proceso fisiopatolodgico que afecte a la totalidad de la arteria.

Por el contrario, las arterias criopreservadas analizadas muestran una
hipocelularidad de todas las capas, aunque especialmente relevante en la capa
media. Se observa la presencia de fibroblastos activados, responsables de la
fibrosis parietal y el tejido de granulacion intimal. Sin embargo, a pesar de que
estos cambios son constantes en las muestras analizadas, también hemos
visto otros hallazgos que no son igual de consistentes en la serie. Tres son los
hallazgos variables entre los pacientes con degeneracion aneurismatica de
arteria criopreservada:

En primer lugar, la presencia de infiltrado inflamatorio solo se observa en
algunas muestras. De hecho, una mayoria de las mismas no registra células
inflamatorias en la pared del vaso degenerado. Esta variabilidad llama
especialmente la atencion, ya que como describimos inicialmente en el capitulo
de introduccion sobre los cambios histopatolégicos de estos injertos, el rechazo
crénico provoca, fundamentalmente, infiltrado inflamatorio de la adventicia,
necrosis de la media y proliferacién de la intima.

El segundo hallazgo variable en las arterias degeneradas consistio en la
presencia de focos de calcificacion y esclerosis, con histiocitos espumosos de
colesterol intracelular, y que ademas afecta a todas las capas con una
distribucion anular, difusa. Ya hemos comentado previamente que esta
distribucién no coincide con la estructura clasica de la placa de ateroma, y si
con la vasculopatia del trasplante descrita en los vasos de 6rganos soélidos,
especialmente en las arterias coronarias de corazones trasplantados 4. Estas
alteraciones serian responsables de la aparicion de estenosis mediada
inmunolégicamente, si bien las fuerzas hemodinamicas en las regiones de
turbulencia que conforman las anastomosis y la propia evolucién de la
enfermedad arterial periférica participarian igualmente en el desarrollo de esta
complicacion.

En tercer lugar, el analisis inmunohistoquimico y con inmunofluorescencia
arroja también cierta variabilidad. Se objetiva la presencia de depdsitos de
inmunocomplejos (C3, IgG y HLA de clase ) en las tanicas intima y media, que
tienen tendencia a acumularse en torno a las zonas mas dafadas del injerto y
con menor celularidad, lo que sugiere un componente humoral en el proceso de
rechazo de los trasplantes arteriales. Los resultados descritos coinciden con los
descritos por los equipos de Bieber, Hayry y Plissonnier en el trasplante
cardiaco y vascular 29122123 - Sin embargo, aunque estos hallazgos son
claramente mayoritarios entre los pacientes de nuestra muestra, estan
ausentes en un paciente, y son dudosos en otro. Esta falta de homogeneidad
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resulta especialmente llamativa, teniendo en cuenta que lo que cabria esperar
seria la presencia de depoésitos de inmunocomplejos en todas las arterias
criopreservadas trasplantadas al comprobarse las diferencias entre antigenos
de histocompatibilidad de donante y receptor. Si nuestros resultados en el
capitulo de inmunologia confirman que todos los pacientes registran una
reaccion inmunoldgica consistente en la formacion de anticuerpos donante-
especificos, entonces ¢ por qué no se observan depdsitos de inmunocomplejos
en todos ellos?

La razon para estos dos hallazgos podria encontrarse en el modelo de rechazo
vascular de Plissonnier y su equipo *?%'?! que ya hemos descrito en la
introduccién de este trabajo. En él, aunque se describen aloinjertos de aorta de
rata no criopreservados, se muestra un proceso de rechazo vascular cronico
consistente en una serie encadenada y a la vez simultanea de cambios
parietales mediados inmunolégicamente. En funcion del momento puntual en el
gue se analiza el injerto, y por tanto del proceso crénicos de rechazo, se
observaran unas u otras alteraciones en la pared de la arteria criopreservada.

——TIEMPO ———> e

Proliferacion intimal

Células musculares lisas

Endotelio

FASE AFERENTE FASE CRONICA FASE DE CICATRIZACION

™.._ Fibrosis adventicial

Figura 55. Representacién esquematica de las diferentes fases en el proceso de rechazo de
aloinjertos de aorta de rata. Las barras muestran hipotéticos cortes transversales en el tiempo
para analizar puntualmente el rechazo crénico de estos injertos. Modificado de Plissonnier et al,

1995 120,

En este modelo, un estudio inmunohistoquimico en la fase de cicatrizacion
(Barra B azul de la figura 55) no arrojaria los mismos resultados que en la fase
cronica (Barra A amarilla), ya que en el primero el endotelio original del donante
han sido sustituidas por una proliferacion intimal de células musculares lisas
migradas a tal efecto, y las células musculares lisas de la capa media se han
necrosado como consecuencia del proceso crénico de rechazo. Los depdsitos
de inmunoglobulinas observados en la capa media aparecen como pequefios
acumulos granulares rodeando células musculares lisas en areas donde se
esta produciendo necrosis de las mismas. La cronologia de estos depdsitos
coincide con la de los pocos linfocitos observados en la media, sin observarse
nuevos depadsitos posteriormente.

Si tomamos como referencia el modelo de Plissionner y confirmado
posteriormente para aloinjerto criopreservados de aorta de rata por Motomura
124125 ' |os hallazgos descritos en nuestra muestra podrian explicarse atendiendo
a un criterio de temporalidad, dependiendo de la fase del rechazo crénico en el
gue se encuentra inmerso el injerto. Por lo tanto, la ausencia de los mismos en
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una muestra histolégica no implica que la reaccion inmunoldgica no esté
presente, y ademas no podemos descartar que ésta no afecte de forma distinta
a diferentes segmentos del injerto, lo que explicaria por qué unas secciones
terminan degradandose y otras no. Las degeneraciones aneurismaticas pueden
producirse tanto a los pocos meses del trasplante (en nuestra serie la
degeneracion mas temprana fue a los 10 meses), como afos después del
implante (67 meses de tiempo de latencia maximo en nuestro estudio). Llama
la atencidén, como ya habiamos comentado, que no se objetiva una relacion
clara entre el tiempo de implante y la presencia de células inflamatorias,
calcificacion o esclerosis (ver tabla 22 en capitulo previo de resultados
anatomopatologicos).

Esto parece corroborar la idea de una etiologia multifactorial en el fracaso de
los trasplantes de arteria criopreservada, en los que el rechazo inmunologico
tiene lugar en todos los injertos, pero las consecuencias del mismo no seran
uniformes ni seguiran el mismo patrén temporal entre unos y otros bypasses.
En cuanto a la positividad para inmunofluorescencia, sélo es claramente
negativo en el injerto explantado a los 60 meses, el de mayor tiempo de
trasplante. Quiza podria inferirse una posible disminucion de la misma en el
tiempo justificada por la eventual desaparicion de los depdsitos de
inmunocomplejos, pero desde luego se trataria de una conclusion a tomar con
mucha cautela solamente a luz de nuestros resultados y requeriria un mayor
tamafo muestral para confirmarla.

Esta hip6tesis de trabajo explicaria los hallazgos en el aloinjerto extraido a los
26 meses del implante (degeneracion de arteria criopreservada niumero 8 en el
anterior capitulo de resultados anatomopatoldgicos). Se trata de un caso de
doble degeneracion, en las anastomosis proximal y distal, correspondiente a
dos criopreservadas distintas anastomosadas en posicién termino-terminal para
alcanzar la longitud requerida por el bypass. Lo que resulta verdaderamente
interesante es que la presencia de infiltrado de células inflamatorias, asi como
de calcificacion y esclerosis parietal, solamente se observan en el segmento
distal. Cabria esperar que dos arterias criopreservadas implantadas
simultdneamente, que son sometidas practicamente al mismo distrés
hemodinamico al conformar un Unico bypass, y que han evolucionado a sendas
degeneraciones parietales, compartiesen hallazgos anatomopatolégicos una
vez explantadas. En este caso, la influencia del sistema inmune del huésped ha
ejercido su efecto durante el mismo espacio de tiempo, con idéntico resultado
en cuanto a degradacion del tejido, pero con diferentes caracteristicas
anatomopatoldgicas. Estos resultados sugieren que las diferencias antigénicas
entre un aloinjerto y otro pueden ser responsables de reacciones
inmunoldgicas en distinto grado de evolucion, pero que, sin embargo, no
impiden la degeneracion de ambos segmentos, si bien es igualmente probable
la participacion de otros factores concomitantes responsables de los
aneurismas observados.

No obstante, debemos tomar estos hallazgos con prudencia, ya que la muestra
de estudio es relativamente baja y seria necesario una “n” mayor para poder
obtener conclusiones definitivas. A pesar de ello, hemos reunido un niamero
considerable de aloinjerto degenerados explantados para el analisis, sobre todo
si tenemos en cuenta las publicaciones disponibles con estudios
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anatomopatologicos e inmunohistoquimicos sobre arterias criopreservadas en
humanos, y mas concretamente sobre arterias criopreservadas degeneradas.

Como ya hemos visto en la introduccion, el porcentaje de degeneraciones en
aloinjertos criopreservados es menor al de los trasplantes vasculares en fresco
(ver la tabla 2). La revision realizada sobre las publicaciones en la literatura
meédica con respecto a la aloantigenicidad de estos injertos da cuenta de la
dificultad para establecer un criterio definitivo.

Cabria suponer que el proceso de criopreservacion reduce la degeneracion de
lo aloinjertos en razén a, al menos, una de las siguientes causas:

a) Disminuye la reaccion inmunoldgica del huésped a pesar de ser capaz de
activar la misma en virtud de los antigenos presentes en el aloinjerto.

b) Algun otro factor del proceso de criopreservacion genera cambios en la
estructura de la pared del vaso que actian como protector frente a la
degeneracion aneurismatica del aloinjerto.

Es nuestra opinion, en virtud de los resultados de nuestro estudio y la revision
bibliografica, que los trasplantes vasculares criopreservados contindan siendo
capaces de generar una respuesta inmunologica que ademas es especifica
frente al donante. A pesar de ello, los cambios histolégicos consecuencia del
proceso de criogenizacion y descongelacion si van a reducir la degeneracion
aneurismatica de estos injertos, ya que, si bien es discutible que el infiltrado
inflamatorio no presente diferencias entre aloinjertos en fresco y
criopreservados, el menor nimero de dianas celulares inmunoestimuladoras en
estos ultimos (fundamentalmente células endoteliales y musculares lisas)
produciria una reaccion de rechazo crénico menos lesiva para la pared del
bypass.
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RESULTADOS DEL ESTUDIO
INMUNOLOGICO
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Todos los pacientes mostraron una reaccion inmunologica tras el trasplante
arterial, consistente en un incremento significativo de anticuerpos anti-HLA
detectable al mes de la cirugia. Estos cambios no fueron observados en el
primer control, a la semana del implante, pero fueron consistentes a posteriori.
Se evalud la presencia de anticuerpos especificos frente a donante (DSA) en
14 pacientes con 16 bypasses, en los que el perfil HLA del donante estaba
disponible y se habia confirmado una permeabilidad del injerto de al menos 3
meses. Estas condiciones permiten comparar los perfiles de donante y
receptor, confirmar la especificidad de las inmunoglobulinas generadas y
analizar la formacion de anticuerpos en el tiempo, si bien se reduce
notablemente el tamafio de la muestra. Esto se debe a la baja permeabilidad y
el empleo, en ocasiones, de arterias criopreservadas obtenidas de otros
bancos de tejidos nacionales, no siendo imposible obtener el perfil HLA del
donante en dichos casos.

No se objetivé el hallazgo de compatibilidad HLA aleatoria entre ninguno de los
donantes y sus receptores respectivos, salvo para algunos alelos o genes. Al
igual que en el estudio general de anticuerpos anti-HLA, se comprobé que
todos los pacientes mostraban una reaccion inmunoldgica detectable tras el
trasplante vascular, consistente en anticuerpos IgG especificos frente a
antigenos de histocompatibilidad de sus respectivos donantes, aunque su
formacion era significativamente mayor contra antigenos HLA-A, HLA-B y HLA-
DR. También fue éste el caso de anticuerpos producidos en relacién con
incompatibilidad HLA o HLA-mismatching. Se registré la presencia de DSA
frente a HLA-A, HLA-B y HLA-C (HLA de clase I) en un 92,8%, 92,8% y 28,5%,
respectivamente, mientras que para HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP (clase I1)
es0s porcentajes se correspondian con 71,4%, 57,1% y 35,7%.

Por otro lado, 13 pacientes (92,8% de la muestra) fueron considerados
hipersensibilizados, mostrando un Panel Reactive Antibody o PRA superior al
94%. Solamente un paciente presentaba un PRA inferior, del 76,7%. Cuando
nuevos aloinjertos fueron implantados al paciente 13, el valor PRA aumento en
consecuencia, incrementando el grado de sensibilizacion (figura 56).
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Figura 56. Representacion gréafica de los valores del Panel Reactive Antibody test para cada
paciente. El paciente 13 recibié dos aloinjertos vasculares separados en el tiempo,
mostrandose los PRA correspondientes.

A continuacion se exponen, de forma resumida, los resultados de los perfiles
antigénicos para HLA de clase | y Il tanto de los donantes como de los
receptores de nuestra serie, asi como el hallazgo durante el seguimiento de
anticuerpos especificos frente a antigenos del donante (tabla 23).

Aunque en la tabla no se indican los valores cuantitativos de los anticuerpos,
permite ver las coincidencias antigénicas y la formacién de DSA ante la
ausencia de las mismas. Se muestra el tipaje seroldgico, excepto en alelos sin
equivalente seroldgico, en cuyo caso se emplean los primeros digitos.

Tablaresumen de fenotipos de HLA y produccién de DSA

D Paciente (receptor) Donante

HLA clase | HLA clase Il HLA clase | HLA clase Il
1 Al1,68; B44,53; C4,16 | DR7,1; DQ2,5; DP11,17 Al,2; B44,57; C5,7 DR7,12; DQ7,9; DP4,6
2 A2,29; B18,44; C4,7 DR7,11; DQ2,7;, DP4,- A2,3; B35,50; C4,6 DR7,17; DQ2,-; DP4,7
3 A2,-; B51,58; C7,15 DR13,17; DQ2,6; DP4,13 Al,-; B8,57; C6,7 DR7,17; DQ2,-; DP2,4
4 A3,11; B7,18; C5,7 DR15,17; DQ2,6; DP2,4 A2,3; B8,44; C5,7 DR11,13; DQ6,7; DP4,17
5 Al11,30; B7,44; C4,7 DR4,-; DQ4,8; DP3,4 A2,68; B45,51; C6,15 DR13,14; DQ7,8; DP3,10
6 A29,30; B8,38; C7,12 | DR11,17; DQ2,7; DP4,11 A2,68; B45,51; C6,15 DR13,14; DQ7,8; DP3,10
7 Al,-; B57,-; C6,- DR7,13; DQ6,9; DP2,4 A2,31; B50,51; C6,15 DRY7,7, DQ2,9; DP4,-
8 A1,33; B65,57; C6,8 | DR4,15; DQ6,8; DP4,23 A2,-; B39,50; C6,12 DR11,13; DQ6,7; DP2,4
9 A29,-; B65,-; C3,8 DR1,17; DQ2*5; DP2,4 A29,32; B44,52; C12,16 | DR7,17; DQ2*-; DP2,11
10 A25,33; B62,65; C3,8 | DR1,12; DQ5,7; DP3,10 A2,3; B35,50; C4,6 DR7,17; DQ2,-; DP3,4
11 A2,-; B35,49; C4,7 DR4,11; DQ7,8; DP4,- A2,31; B50,51; C6,15 DR7,-; DQ2,9; DP3,4
12 A29,68; B44,-; C16,- DR4,7, DQ2,8; DP4%,11 A68,68; B39,50; C6,7 DR8,16; DQ4,5; DP3,41
13A ] ] . ] Al,2; B44,57; C5,7 DR7,12; DQ7,9; DP4,6
13B AlL11;B39,57;C7,12 | DR4,7,DQ7.,9; DP3.4 A2+ 3; B44453; C4,5 DR1,15; DQ5,6; DP2,6
14A . . . . Al1,29; B8,44; C7,16 DR1,4; DQ5,8; DP4,4
14p | A2 B44,51;,C515 DR11,13; DQ5,7; DP4,13 A29.37; BA4. C5.16 DR7.12; DO?.7: DP4 11

* Receptor: DQA01*05:01. Donante: DQA01*02:01. : Receptor: DPB04:01. Donante: DPB04:02. }:
DSA formados previamente, después del primer trasplante vascular.
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Table 23. Perfiles de HLA para donantes y receptores en la muestra. Tanto el paciente 13A/
13B, como el 14A/ 14B, corresponden a trasplantes vasculares consecutivos en los respectivos
pacientes. El guién indica antigenos homocigotos. Anticuerpos especificos frente a HLA del
donante (DSA) se muestran en negrita. Las coincidencias de HLA entre donantes y receptores
aparecen subrayadas.

En el caso del paciente 14A/14B, ambos aloinjertos fueron implantados muy
proximos entre si, en menos de una semana, por lo que no se alcanzé el
tiempo necesario para el analisis de anticuerpos entre ambos bypasses. Los
pacientes 2y 10, 5y 6, asi como 1y 13, recibieron arterias criopreservadas del
mismo donante, respectivamente, y por tanto el perfil HLA del donante es
idéntico entre ambos injertos.

Es importante sefalar, de particular interés para nuestro estudio, que durante el
seguimiento se objetivo la degeneracion aneurismatica de las arterias
criopreservadas de los pacientes 6y 12.

Esta tabla, si bien representa de una forma simplificada la presencia de
anticuerpos especificos frente a antigenos de donante, no refleja otros
aspectos de interés, como el nimero de anticuerpos presentes. Seguidamente
se muestran un andlisis pormenorizado para cada paciente de los perfiles de
HLA de donante y receptor, la especificidad de los anticuerpos hallados, la
presencia de otros anticuerpos no donante especificos y la cuantificacion de los
mismos frente a los alelos de HLA de clase | y Il. Este dltimo pardmetro se
representa por medio de graficas de barras en las que el nUmero de
anticuerpos reflejado la medida de inmunofluorescencia (el procedimiento de
medicion se describe en detalle en el capitulo de Material y Métodos).

196



HLA DP

PAC. 1 HLA A HLA B HLA C HLA DR HLA DQ
RECEPTOR | Al

DONANTE | A1 PR 357 | C5 c7

D.S.A.

OTROS AC | Si (A69) S|(BlS,BS8)

DP11 | DP17

No

Tabla 24. Perfiles HLA para donante y receptor, incluyendo la formacién de
anticuerpos clasificados por clases (tanto donante especificos como otros anticuerpos).
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Paciente 1: ACs anti-HLA clase | (HLA-A, By C)

Al A3 A23 A25A29 A31 A33 A36 A66 A69 AS0 B8 B64 B62 B72 B77 B71 B27 B37 B39 B61 B42 B45 B47 B49 B51 B53 B55 B57 B59 B73B81 C1 C9 C4 C6 C8 C14Cl6Cl18

ALELOS

Anélisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA

Paciente 1: ACs anti-HLA clase Il (HLA-DR, DQ y DP)
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Figura 58. Analisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA

de clase 11
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PAC. 2 HLA A HLA B HLA C HLA DR HLA DQ HLA DP
RECEPTOR | A2 DP4
DONANTE | A2 WA DQ2 DP4
D.S.A. i

OTROS AC | Si(12) Si (12)

Tabla 25. Perfiles HLA para donante y receptor, incluyendo la formacion de
anticuerpos clasificados por clases (tanto donante especificos como otros anticuerpos).
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Paciente 2: ACs anti-HLA clase | (HLA-A, By C)
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Figura 59. Analisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA
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Paciente 2: ACs anti-HLA clase Il (HLA-DR, DQ y DP)
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Figura 60. Analisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA
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PAC. 3 HLA A HLA B HLA C HLA DR HLA DQ HLA DP
RECEPTOR | A2 | A2 | B51 | B58 | C7 c15 DR3 | DR13 | DQ2 [ DQ6 | DP4 | DP13
DONANTE [INRIYEE 357\ c7 DQ2 | DQ2 | DP4

D.S.A.

OTROSAC | si(18) Si (24) Si (5) DQA02:01 Si (9)

Tabla 26. Perfiles HLA para donante y receptor, incluyendo la formacion de
anticuerpos clasificados por clases (tanto donante especificos como otros anticuerpos).
Tiene anticuerpos frente a DPB04:02. Donante y receptor son DPB04:01
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Figura 61.
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Paciente 3: ACs anti-HLA clase | (HLA-A,By C)

Al A3 A23 A25A29 A31 A33 A36 A66 A69 AS0 B8 B64 B62 B72 B77 B71 B27 B37 B39 B61 B42 B45 B47 B49 B51 B53 B55 B57 B59B73B81 C1 C9 C4 C6 C8 C14Cl16C18
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Anélisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA

Paciente 3: ACs anti-HLA clase Il (HLA-DR, DQ y DP)
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Figura 62. Analisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA
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PAC. 4 HLA A HLA B HLA C HLA DR HLA DQ HLA DP
RECEPTOR DR17 | DR15
DONANTE
D.S.A.
OTROS AC
Tabla 27. Perfiles HLA para donante y receptor, incluyendo la formacion de
anticuerpos clasificados por clases (tanto donante especificos como otros anticuerpos).
Tiene anticuerpos frente a DPB04:02. Donante y receptor son DPB04:01.

Si (14)

Paciente 4: ACs anti-HLA clase | (HLA-A,By C)
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Figura 63. Analisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA
de clase |

Paciente 4: ACs anti-HLA clase Il (HLA-DR, DQ y DP)
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Figura 64. Analisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA
de clase 1l
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PAC. 5 HLA A HLA B HLA C HLA DR HLA DQ HLA DP
RECEPTOR | A11 | A30 | B7 |B44 | C4 | C7 | DR4 | DR4 | DQ8 | DQ4 | DP3 | DP4
DONANTE DP3 | DP10
D.S.A. N.D.
OTROS AC Si (10) Si (16) Si (C3) Si(12) DQA Si (10)+DPA

Tabla 28. Perfiles HLA para donante y receptor, incluyendo la formacion de
anticuerpos clasificados por clases (tanto donante especificos como otros anticuerpos).
Tiene anticuerpos frente a DPB04:02. Donante y receptor son DPB04:01. Ademas,
genera anticuerpos anti DPA DSA 02:01. N.D.: No determinado.
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Paciente 5: ACs anti-HLA clase | (HLA-A,By C)
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Figura 65. Andlisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA

de clase |

Paciente 5: ACs anti-HLA clase Il (HLA-DR, DQ y DP)
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Figura 66. Analisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA

de clase 11
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PAC. 6 HLA A HLA B HLA C HLA DR HLA DQ HLA DP
RECEPTOR | A29 | A30 | B8 | B38 | C7 | C12 | DR17 | DR11 | DQ7 | DQ2 | DP4 | DP11
DONANTE @A A68 B/ B 6 DR UV DQ7 [Eblet:mb]: DP10
D.S.A. No No No No | N.D.
OTROS AC Si (14) Si (29) Si (5) No No No

Tabla 29. Perfiles HLA para donante y receptor, incluyendo la formacion de
anticuerpos clasificados por clases (tanto donante especificos como otros anticuerpos).
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Figura 67. Andlisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA

de clase |

Paciente 6: ACs anti-HLA clase Il (HLA-DR, DQ y DP)

25000

20000

15000

10000

INMUNOFLUORESCENCIA

5000

©
2
& &

MR M
¢ &
FFFF &S S FFFFS

S g

NI N\
5
>
QT ®
00-

9

& &
SR RN S RN S RN

#

ALELOS

Figura 68. Andlisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA

de clase 11
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PAC. 7 HLA A HLA B HLA C HLA DR HLA DQ HLA DP
RECEPTOR | A1 | A1 | B57 | B57 | C6 | C6 | DR7 | DR13 | DQ9 | DQ6 | DP4 | DP2
DONANTE [ENBEIEEREEN co DR7 | DR7 | DQ9 DP4 | DP4
D.S.A. Si | si | si i

OTROS AC | si(19) Si (32) Si (8) Si (DRB4) Si (1) No

Tabla 30. Perfiles HLA para donante y receptor, incluyendo la formacion de
anticuerpos clasificados por clases (tanto donante especificos como otros anticuerpos).
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Figura 69. Andlisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA

de clase |

Paciente 7: ACs anti-HLA clase Il (HLA-DR, DQ y DP)
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Figura 70. Andlisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA

de clase 11
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PAC. 8

HLA C

HLA DR

HLA DQ

HLA DP

RECEPTOR
DONANTE

OTROS AC

| A2 |

B39 B50
Si | siSsi S

Si

K ci2

DR11 | DR13

No

No

Tabla 31. Perfiles HLA para donante y receptor, incluyendo la formacion de
anticuerpos clasificados por clases (tanto donante especificos como otros anticuerpos).
Receptor: DPB04:01. Donante DPB04:02
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Figura 71. Analisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA

de clase |

Paciente 8: ACs anti-HLA clase Il (HLA-DR, DQ y DP)
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PAC. 9 HLA A HLA B HLA C HLA DR HLA DQ HLA DP
RECEPTOR | A29 | A29 | B60 | B65 | C3 | C8 | DR17 | DR1 | DQ2 | DQ5 | DP2 | DP4

OIVNUEYEY A32 B44 B52 c12 | cic ¥R pr7 [DGRLY
D.S.A. Si | si S Si | si
OTROSAC | Si(4) Si (18) No Si (1) No Si (13)+DPA

Tabla 32. Perfiles HLA para donante y receptor, incluyendo la formacion de
anticuerpos clasificados por clases (tanto donante especificos como otros anticuerpos).
Receptor: DQA01*05:01. Donante DQA01*02:01

Paciente 9: ACs anti-HLA clase | (HLA-A,By C)
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Figura 73. Analisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA
de clase |

Paciente 9: ACs anti-HLA clase Il (HLA-DR, DQ y DP)
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Figura 74. Analisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA
de clase 1l
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PAC. 10

HLA A HLA B HLA C HLA DR HLA DQ HLA DP

RECEPTOR
DONANTE
D.S.A.

OTROS AC

A2 A3 B35 B50
Si Si |

C4 C6 | DR7 DR17 DQ2 DQ2

Tabla 33. Perfiles HLA para donante y receptor, incluyendo la formacién de
anticuerpos clasificados por clases (tanto donante especificos como otros anticuerpos).
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Figura 75.
de clase |

Paciente 10: ACs anti-HLA clase | (HLA-A, By C)
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Anélisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA

Paciente 10: ACs anti-HLA clase Il (HLA-DR, DQ y DP)
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PAC. 11 HLA A HLA B HLA C HLA DR HLA DQ HLA DP
RECEPTOR DP4 | DP4
DONANTE DP4 | DP4
D.S.A. i i Si | si

OTROS AC No

Tabla 34. Perfiles HLA para donante y receptor, incluyendo la formacién de
anticuerpos clasificados por clases (tanto donante especificos como otros anticuerpos).

Paciente 11: ACs anti-HLA clase | (HLA-A, By C)
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Figura 77. Andlisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA
de clase |

Paciente 11: ACs anti-HLA clase Il (HLA-DR, DQ y DP)
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Figura 78. Analisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA
de clase 11
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PAC. 12 HLA A HLA B HLA C HLA DR HLA DQ HLA DP
RECEPTOR | A29 | A68 | B44 | B44 | C16 | C16 | DR4 | DR7 | DQ2 | DQ8 | DP4 | DP11
DONANTE1 No se dispone de tipaje HLA de este donante

DONANTE2 | A68 | A68

D.S.A. N s s
OTROS AC No Si (25) No Si (8) No Si (9)

Tabla 35. Perfiles HLA para donante y receptor, incluyendo la formacién de
anticuerpos clasificados por clases (tanto donante especificos como otros anticuerpos).
Receptor: DPB04:01. Donante: DPB04:02.

Paciente 12: ACs anti-HLA clase | (HLA-A, By C)
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Figura 79. Analisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA

de clase |

Paciente 12: ACs anti-HLA clase Il (HLA-DR, DQ y DP)
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Figura 80. Analisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA

de clase Il
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PAC. 13 HLA A HLA B HLA C HLA DR HLA DQ HLA DP
RECEPTOR | 1
DONA. 1° 1
D.S.A.

OTROS AC
DONA. 2°

OTROS AC
Tabla 36. Perfiles HLA para donante y receptor. EI donante 2 comparte alelos con el
donante previo en clase | para los que ya se generaron anticuerpos. También tenia
anticuerpos previos contra estos DR aunque no se compartan con el donante 1.

Paciente 13: ACs anti-HLA clase | (HLA-A, By C)
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Figura 81. Andlisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA
de clase |

Paciente 13: ACs anti-HLA clase Il (HLA-DR, DQ y DP)
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Figura 82. Analisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA
de clase 11
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OTROS AC

DONANTE2

PAC. 14 HLA A HLAB | HLAC HLA DR HLA DQ HLA DP
RECEPTOR 4 13
DONANTE1L v Y 8 7 16 1 4 4 | 4

32

=l 44 | 44 | 5 B
A32 A29 [l B8 7

7 12

| C16  DR1,4,7,12

Si (DP15)

Tabla 37. Perfiles HLA para donante y receptor, incluyendo la formacion de
anticuerpos clasificados por clases (tanto donante especificos como otros anticuerpos).
Receptor: DPB04:01. Donante 1: DPB04:01. Donante 2: DPB04:02. Los injertos se
implantaron muy proximos entre si y no hay muestras de suero intermedias.
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Figura 83. Andlisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA

de clase |

Paciente 14: ACs anti-HLA clase Il (HLA-DR, DQ y DP)

25000

20000

15000

10000

5000

INMUNOFLUORESCENCIA

0

N

g

> % D
&3&6&6&&&&&
$

e

Q’\

32 &
o&e“ NN

4 & N '» '» 5 N
% % & % & & P
o° & o° & &» & & & QQ S

> & >
& P& & & & & <
& Q"' Ne“’ EOLAN R S S & \,6”

0
SN

#

ALELOS

211



Figura 84. Analisis cuantitativo por inmunofluorescencia de los anticuerpos anti-HLA
de clase 11
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Si desglosamos los datos de anticuerpos teniendo en cuenta el factor tiempo,
todos los pacientes analizados habian generado DSA al mes del trasplante
vascular. Sin embargo, no se detect6 un incremento de IgG especificos en la
analitica de control a la semana del procedimiento. Subsecuentes analisis
seriados cada tres meses mostraron escasa variacion en los perfiles
inmunologicos obtenidos a los 30 dias de seguimiento, aunque si se objetivd un
aumento del titulo de anticuerpos.

En la figura 85 se representa graficamente el progresivo incremento de
anticuerpos en los sucesivos controles, en este caso IgG anti-HLA de clase |
del paciente nimero 13 presentado en las paginas previas. Unicamente se
muestran aquellos anticuerpos que registraron un aumento objetivable por
inmunofluorescencia. No se incluye el Control 1, a la semana del trasplante
vascular, ya que ningun paciente registré cambios hasta el siguiente control, al
mes del implante. La razén de elegir este paciente en particular es la
degeneracion posterior de la arteria criopreservada, que presentd un aneurisma
de rapida evolucion a los 7 meses (corresponde a la Degeneracion Prospectiva
A en el andlisis de degeneraciones, a la Degeneracion Criopreservada 5 del
andlisis histopatologico y al paciente numero 13 en el estudio de anticuerpos).
Posteriormente al altimo control se llevd a cabo el recambio del bypass.

INCREMENTO DE ANTICUERPOS EN EL TIEMPO
Paciente 13 (ACs anti-HLA clase |)
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Figura 85. Evolucion de los anticuerpos anti-HLA de clase | en el paciente nimero 13 a partir
del mes post implante (controles 2, 3y 4).

La capacidad del kit de inmunoensayo para detectar la presencia de
anticuerpos mediante inmunofluorescencia, descrito en el capitulo de Material y
métodos, alcanza su maximo nivel con valores en torno a 22000. A partir de
esas cifras, un aumento en el nimero de anticuerpos IgG reactivos al panel, y
por tanto de la luminiscencia generada, no se va a traducir en incrementos en
los resultados detectados por el equipo. Como puede verse en la grafica, la
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gran mayoria de los anticuerpos alcanzan tales valores en el tercer control, a
los 3 meses.

Si nos centramos en el grupo de anticuerpos especificos frente a antigenos
HLA del donante en ese mismo paciente 13, se objetiva un incremento a partir
del mes del implante en las IgG frente a antigenos no coincidentes entre
donante y receptor. A pesar de la falta de dicha compatibilidad, no se formaron
DSA frente al antigeno C*05:02 (figura 86 y tabla 38)

COMPORTAMIENTO dsa EN EL TIEMPO
Paciente 13 (AC anti-HLA clase |)
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Figura 86. Evolucion de los anticuerpos especificos frente a antigenos HLA de clase | del
donante en el paciente nimero 13 (controles 1, 2, 3 y 4 postimplante).

PAC. 13 HLAA | HLAB | HLAC
RECEPTOR | 1 | 11 |57 | 39 | 7 | 12
DONA. 1° Il 44 N

D.S.A. No

Tabla 38. Perfil antigénico para HLA de clase | del paciente numero 13 y del donante de su
primera arteria criopreservada. El codigo de colores se corresponde con el empleado en la
figura 86. Modificada de la tabla 36.

Aunque los anticuerpos anti-HLA fueron producidos principalmente frente a
antigenos HLA no coincidentes del donante, dada la existencia de epitopos
compartidos entre alelos también se detectaron anticuerpos frente a otras
especificidades en la mayoria de los pacientes de la muestra.

Por su parte, la prueba cruzada por citotoxicidad dependiente de complemento
(CDC) mostro evidencia de la presencia de anticuerpos fijadores de
complemento en el suero de todos los pacientes analizados y, por tanto,
capaces de activar la cascada del complemento cuando se unen al antigeno
correspondiente y provocar la lisis en al menos el 20% de los linfocitos
expuestos, obtenidos de sangre periférica de seis donantes aleatorios de
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precursores hematopoyéticos. Esto se confirmo no solo en los anticuerpos
producidos frente a HLA del donante, sino también frente a células que
expresan otros alelos, pero que comparten epitopos con ellas. La tabla 39
muestra el perfil HLA de los seis donantes empleados para comprobar la
capacidad fijadora del complemento.

HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DR HLA-DQ HLA-DP
1 26,33 65,35 4,8 4,11 7,5 &
2 2,- 13,51 2,6 14 1,7 3,5
3 3,68 61,53 2,4 1,15 1- 5,6
4 2,33 18,44 5,7 1,17 15 2,5
5 33,8 44,- 2,5 1,15 1- 5,6
6 2,68 70,53 2,4 1,7 1- 3,5

Tabla 39. Tipaje HLA para el test de citotoxicidad cruzada. Perfiles antigénicos de los 6
donantes de médula ésea cuya sangre periférica fue empleada en la prueba. Los nimeros
separados por comas representan fenotipos HLA para cada subclase. Los guiones
corresponden a antigenos homocigotos.
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS DEL
ESTUDIO INMUNOLOGICO
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El estudio de las arterias criopreservadas implantadas resulta de gran interés al
tratarse de verdaderos trasplantes en los que no se ha interferido con la
respuesta inmune del receptor, al no encontrarse alterada por la accién de
farmacos inmunosupresores. Esto nos permite observar la formacion de
anticuerpos en el tiempo y su accion sobre el aloinjerto de una forma que nos
seria imposible en trasplantes de 6rgano sélido, por razones obvias.

La baja frecuencia de compatibilidad aleatoria entre donantes y receptores ya
se habia visto en el estudio de Konrad y colaboradores %°. Esto implica que la
posibilidad de que un aloinjerto vascular sea histocompatible con nuestro
paciente es muy reducida si no se realizan estudios previos al implante. Como
ya hemos comentado en el capitulo introductorio, tratar de conseguir
histocompatibilidad HLA en este tipo de trasplantes no es una estrategia viable
en la mayoria de los casos, por un lado debido a las limitaciones de stock, y por
otro a la frecuente necesidad de disponer de una arteria criopreservada en
situaciones de urgencia. Las caracteristicas clinicas de nuestros pacientes y la
eventual indicacion de revascularizacion sobre segmentos comprometidos por
procesos infecciosos dificultan, a su vez, el uso sistematico de farmacos
inmunosupresores. En conclusion, la posibilidad de evitar o anular la reaccion
inmunolégica generada por los trasplantes vasculares es muy limitada salvo en
casos especificos, y nuestros esfuerzos deberian centrarse en protocolizar un
seguimiento de estos pacientes que permita diagnosticar y tratar de la forma
mas eficiente posible el 5-8% de casos que van a evolucionar hacia una
degeneracion aneurismatica del aloinjerto.

Por otro lado, 13 de los 14 pacientes fueron considerados hipersensibilizados,
mostrando un “Panel Reactive Antibody“ (PRA) superior al 94%. El PRA
permite detectar la presencia de anticuerpos frente a antigenos HLA,
estableciendo el porcentaje de células del test frente a las que el suero del
paciente es capaz de reaccionar. De forma general, representa el porcentaje de
la poblacion ante la que el paciente es incompatible en virtud de dichos
anticuerpos. Asi, un PRA de 95% significa que el paciente posee anticuerpos
frente a antigenos HLA del 95% de la poblaciéon. Cuando nuevos aloinjertos
fueron implantados, el valor PRA aument6 en consecuencia, incrementando el
grado de sensibilizacién de los pacientes. Estos resultados muestran la
dificultad para obtener arterias criopreservadas histocompatibles, mas adn si
tenemos en cuenta las habituales limitaciones de stock. Ademas, dados los
valores PRA registrados tras el primer aloinjerto implantado, seria
extremadamente improbable que no hubiera anticuerpos capaces de reconocer
alelos de un segundo trasplante vascular.

Paradojicamente, si bien de escasa significacion clinica al no estar el PRA
relacionado con el grado de rechazo, los pacientes que registraron
degeneracion de su arteria criopreservada a lo largo del periodo de
seguimiento del estudio (niumero 6 y 12), presentaban los valores de PRA mas
reducidos de la serie (tabla 40).

PAC | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 | 13A | 13B | 14
PRA | 99 | 99,3 | 99,6 | 95,4 | 95,5 99,9 1991 [ 999 | 999 | 994 98,2 | 98,8 | 99,4

Tabla 40. Panel Reactive Antibody registrado para cada paciente analizado. PAC: paciente.
PRA: Panel Reactive Antibody, expresado en porcentaje. El paciente 13 recibioé dos aloinjertos
vasculares separados mas de una semana en el tiempo, mostrandose los PRA
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correspondientes. Los pacientes que presentaron degeneracion aneurismatica del injerto
aparecen marcados en rojo.

Estos resultados muestran el problema de la sensibilizacion post trasplante
vascular en pacientes con enfermedad renal cronica. Tanto si se debe a una
revascularizaciéon de miembros inferiores, como si el aloinjerto es empleado
como asa en accesos para hemodialisis, el implante de una arteria
criopreservada reduce en gran medida las posibilidades de encontrar un
donante valido para un futuro trasplante de rifién. Esta problematica ya habia
sido descrita en la literatura a partir de casos aislados 29229 y una serie de 21
pacientes en un estudio multicéntrico de Benedetto y colaboradores 2%4,
Nuestra propia experiencia con casos similares confirma el problema de la
hipersensibilizacion, habiendo registrado en el pasado un paciente
revascularizado mediante arteria criopreservada que posteriormente no pudo
trasplantarse cuando evolucioné hacia una enfermedad renal crénica terminal.
Los valores de PRA postrasplante registrados en nuestro estudio confirman
gue un unico aloinjerto vascular presenta una alta probabilidad de inducir
hipersensibilizacion en el receptor y, por tanto, condenarlo a varias sesiones
semanales de hemodidlisis de por vida, al dificultar que se pueda encontrar un
donante frente a cuyo HLA no haya anticuerpos.

En estos pacientes se recomendaria evitar el aloinjerto vascular o, si esto no
fuera posible, tratar de obtener el mayor grado posible de compatibilidad HLA.
No se puede descartar el uso de inmunosupresores, si bien la literatura médica
no ha mostrado que su empleo obtenga resultados consistentes a la hora de
prevenir la aloinmunizacion 88202,

Ademas, siendo de gran interés para nuestro estudio, nuestro estudio mostro
gue todos los pacientes estudiados generaron una respuesta inmune
consistente en la formacion de cantidades significativas de anticuerpos IgG
frente a antigenos HLA especificos del donante en ausencia de concordancia
entre los alelos del donante y el receptor. Si tomamos como ejemplo el
paciente 1 ya mostrado en las graficas previas, se observa un marcado
incremento de dichos anticuerpos, que alcanza los limites superiores de
medicion del sistema Luminex® precisamente frente a alelos del donante
(figura 87).

218



Paciente 1. ACs anti-HLA clase | (HLA-A, By C)
Antigenos del Receptor: —»
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Figura 87. Representacién cuantitativa mediante IMF de los anticuerpos generados frente a
HLA de clase | en el paciente 1. Las flechas verdes representan los alelos correspondientes al
perfil antigénico del receptor, mientras que las flechas naranjas corresponden a los alelos del
donante. Modificada de la figura 57.

Cuando se produce coincidencia antigénica entre donante y receptor (lo que
viene representado en la figura anterior por ambas flechas, verde y naranja,
sefialando un mismo alelo), el paciente no genera una respuesta inmunoldgica,
y por tanto no se objetiva incremento de IgG. La figura 88 muestra idéntica
grafica para el mismo paciente, si bien en esta ocasion para los anticuerpos
generados frente a antigenos HLA de clase Il. Nuevamente, la falta de
concordancia entre antigenos del donante y el receptor es el origen de los
incrementos mas significativos de anticuerpos.

Paciente 1. ACs anti-HLA clase Il (HLA-DR, DQ y DP)

Antigenos del Receptor: —»
Antigenos del Donante:
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Figura 88. Representacion cuantitativa mediante IMF de los anticuerpos generados frente a
HLA de clase Il en el paciente 1. Las flechas verdes representan los alelos correspondientes al
perfil antigénico del receptor, mientras que las flechas naranjas corresponden a los alelos del
donante. Modificada de la figura 58.

Si observamos detenidamente las dos figuras previas, dos son las cuestiones
que requieren una explicacion mas detallada. Por un lado, existen incrementos
significativos de anticuerpos frente a alelos que no estan presentes en el HLA
del donante (HLA B58, DR13, DQS8...). Por otro, hay antigenos HLA que si se
encuentran en el donante, pero frente a los que no se ha detectado la
formacion significativa de 1IgG (HLA C5, C7...).

Para contestar a la primera cuestién es necesario entender que se trata de un
proceso normal que se observa, generalmente, en todos los casos de
aloinmunozacion. La razon consiste en la existencia de epitopos o
determinantes antigénicos compartidos entre alelos, como ya hemos
mencionado previamente, lo que induce a la formacion de anticuerpos frente a
aquellos alelos que muestran el mismo epitopo, incluso si inicialmente no se
encuentran presentes en el perfil antigénico del donante.

En la figura 89 se muestran un cuadro con los distintos antigenos HLA-A'y
algunos de sus epitopos. Como puede verse, en muchos casos las regiones de
reconocimiento son compartidas, lo que dara lugar a la formacion de
anticuerpos capaces de reconocer distintos antigenos a partir de un mismo
epitopo. En la grafica se muestran en verde los antigenos que comparten el
determinante antigénico 107W y que, por tanto, presentan esa misma region de
reconocimiento. Existen regiones compartidas por multitud de antigenos,
mientras que otras son exclusivas de uno, 0 unos pocos. En naranja se destaca
el determinante antigénico 102HV, unicamente presente en el HLA A*29:01.

Antigen [127 128 129 13 130 131 132 133 134 135 136 137 138 1139 14 140
A*01:01 102DV 109F 109FE 138MI

A*02:01 [102DV 1055 Lo7W 109F 109FE 127K

A%02:02 [102DV 1055 ECWW 109F 10SFE__ 127K

A*02:03 |102DV 1055 07W 109F 109FE__ 127K

A*02:05 [102DV 1055 07W 109F 109FE 127K

A*03:01 [102DV 1058 109F 1138MI

A*11:01 102DV 109F 109FE 138MI

A*11:02 |102DV 109F 109FE 138MI

iA*23:01 102DV 1058 109F 109FE 127K 138MI__[1421TQ
A*24:02 |102DV 1055 109F 109FE  |127K 138MI

A*24:03 [102DV 1055 109F 109FE _ |127K 138MI

A*25:01 [102DV 109F 109FE 138MI__ [1421TQ
A*26:01 [102DV 109F 109FE 138MI__[1421TQ
A*29:01 102HV 1055 109F 10SFE 138MI__ [142ITQ
A*29:02 |102DV 1058 109F 10SFE 138MI__ [1421TQ
A*30:01 |102DV 1055 109F 109FE 138MI__[1421TQ
A*31:01 |102DV 1055 109F 109FE 138MI__[1421TQ
)A*32:01 |102DV 138MI__ [142ITQ
|A*33:01 |102DV 1058 109F 109FE 138MI__ [1421TQ
A*33:03 [102DV 1055 109F 109FE [138MI__ [142ITQ
A*34:02 [102DV 1055 109F 109FE 138MI__[1421TQ
A*36:01 [102DV 109F 109FE 138MI

A*43:01 |102DV 109F 109FE 138MI__ [1421TQ
A*66:01 [102DV 109F 109FE 138MI__[1421TQ
A*66:02 [102DV 109F 109FE 138MI__ [142ITQ
A*68:01 [102DV 1058 109F 109FE 127K

A*68:02 [102DV 109F 109FE__ 127K

A%69:01 [102DV 1055 07W 109F 109FE _ |127K

A*74:01 102DV F 138MI1__ [1421TQ
A*80:01 [102DV 1055 I 109F 10SFE 138MI

Figura 89. Epitopos: regiones de reconocimiento para antigenos HLA-A. En verde, el epitopo
107W, compartido por los antigenos HLA A*02:01, 02:02, 02:03, 02:05 y 69:01. En naranja, el
epitopo 102HV, presente solamente en HLA A*29:01
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En cuanto a la segunda cuestion, referida a la ausencia de anticuerpos frente a
algunos antigenos a pesar de no presentar concordancia HLA entre donante y
receptor, la explicacion sigue un camino similar. La existencia de epitopos
compartidos frente a distintos alelos provoca que antigenos del donante no
presentes en el tipaje HLA del receptor sean reconocidos como propios
precisamente por esa coincidencia entre determinantes antigénicos. El
resultado es la ausencia de respuesta inmune frente a los mismos, no
generandose IgG especificos detectables por inmunofluorescencia. Ambos
mecanismos son habituales en la reaccién inmunoldgica frente a los
trasplantes, y pueden comprobarse en todos los pacientes de nuestra muestra.

Si comparamos los anticuerpos formados a lo largo de los distintos controles,
nuestra investigacion confirma la produccion de anticuerpos anti-HLA en todos
los casos un mes tras el implante, siempre y cuando no haya tenido lugar una
trombosis temprana del bypass. Mas aun, hemos comprobado la presencia de
DSA en todos los pacientes analizados transcurrido ese mes, pero sin poder
detectar IgG frente a antigenos HLA de donante de la arteria criopreservada
explantada y sustituida a los pocos dias del trasplante. Los datos parecen
indicar que le sistema inmune requiere mas de una semana de exposicion para
ser capaz de activar anticuerpos donante especificos frente al aloinjerto
vascular. Este hallazgo también fue observado por Balzer y su equipo 2 en un
paciente con dos aloinjertos venosos en fresco implantados de forma
consecutiva y que se trombosaron a los 3 y 4 dias de la cirugia,
respectivamente, requiriendo finalmente la amputacién de la extremidad. En
este caso, tampoco se observo la formacién de anticuerpos especificos frente a
antigenos de donante no compartidos con el receptor.

Los resultados obtenidos apoyan la idea de que una reaccién aloinmune tiene
lugar en todas las arterias implantadas a pesar del proceso de
criopreservacion, aunque no pueden verificar si esta reaccion se ve disminuida
de alguna manera por el mismo. Entonces, ¢como influye el sistema inmune en
la formacion de los aneurismas vistos en los trasplantes vasculares
criopreservados?

Si nos centramos en los resultados inmunoldgicos de los pacientes 6 y 12, que
registraron degeneracion aneurismatica durante el periodo de seguimiento, y
los comparamos con la respuesta generada en otros pacientes del estudio,
llama la atencidén que no se objetivan hallazgos significativos que los
diferencien del resto de la muestra, tanto por el nUmero de antigenos frente a
los que se generaron anticuerpos como por la cantidad de anticuerpos
generada, medida mediante IMF. La cuantificacion de IgG especificos frente al
donante no reflej6 valores de IMF particularmente mas elevados en ambos
pacientes. Ademas, el paciente 6 no registro la formacion de anticuerpos frente
a HLA de clase Il. Mas aun, valores de IMF especialmente elevados en otros
pacientes, como en el nUmero 7, no estaban relacionados necesariamente con
la formacion de aneurismas en los correspondientes aloinjertos durante el
seguimiento. Estos resultados no son faciles de interpretar y podrian estar
relacionados con la diferente inmunogenicidad entre distintos antigenos o la
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influencia de factores no inmunolégicos como coadyuvante ultimo del fracaso
de estos trasplantes.

Resulta interesante mencionar que arterias criopreservadas del mismo donante
fueron implantadas en dos receptores distintos, identificados como pacientes 5
y 6 en el estudio inmunoldgico, desarrolldndose una degeneracion
aneurismatica solamente en el segundo. Estos datos irian en contra de un
problema durante la criogenizacién como causa Unica del fracaso del injerto, ya
gue ambas arterias fueron procesados de forma conjunta en el banco de tejidos
de nuestro centro.

Creemos que nuestro estudio constituye la primera ocasion en que se ha
estudiado la especificidad de los anticuerpos generados tras el trasplante de
arterias criopreservadas en relacion con la degeneracion aneurismatica de las
mismas. Esto resulta de gran importancia para valorar el rechazo crénico de
estos injertos, mas aun en un contexto cientifico en el que la literatura médica
apenas refleja datos sobre la formacién de DSA en arterias criopreservadas. En
nuestro caso no solo se ha determinado la presencia de DSA generados
después del implante, sino que, ademas, se ha cuantificado su produccién y las
caracteristicas de la misma en los meses sucesivos al implante.

La prueba cruzada por CDC mostro6 evidencia de la presencia de anticuerpos
fijadores de complemento en el suero de todos los pacientes, demostrando la
capacidad de los anticuerpos especificos generados para activar el
complemento cuando se unen a sus respectivos antigenos. Dicha fijacion
facilitaria la lisis celular cuando estan presentes en titulos suficientes y seria,
por tanto, participe del proceso de rechazo de estos injertos. En 6érganos
sélidos, anticuerpos preformados participan en este rechazo uniéndose a las
moléculas HLA expresadas en el endotelio de los tejidos trasplantados,
provocando la activacion de la cascada del complemento con el resultado de
trombosis e infarto del injerto, muchas veces al poco tiempo del trasplante 8.
Este mecanismo implica la activacion plaquetaria, la proliferacion patologica de
células endoteliales y musculares lisas y el dafio parenquimatoso mediado por
el infiltrado humoral y/o celular tras el dafio endotelial.

Sin embargo, el mecanismo de rechazo en los trasplantes vasculares no queda
tan claro. Por un lado, la trombosis registrada en la microcirculacién de los
organos solidos en situacion de rechazo y los correspondientes infartos jugaria
un papel marginal en arterias criopreservadas como las empleadas en la
cirugia de revascularizacion que nos ocupa. Resulta de mucho mas interés el
dafio del endotelio como punto de partida de un proceso infiltrativo ya descrito
en capitulos anteriores y que, sin embargo, no es constante en todas las
muestras analizadas de aloinjertos criopreservados degenerados descritas en
nuestra serie.

Por otro lado, la demostracion de dafio tisular por activacion humoral en
organos trasplantados entre pacientes con idéntico HLA, en ausenta de DSA,
haria pensar en la participacion de anticuerpos no HLA en el rechazo mediado
por anticuerpos 2%. Hay que tener en cuenta, ademas, la diferente
inmunogenicidad de los distintos antigenos HLA, lo que podria justificar las
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diferentes respuestas observadas tras el trasplante vascular en nuestra serie,
tanto desde el punto de vista inmunolégico como clinico.

Sea cual sea el mecanismo, el presente estudio confirma la activacién de una
respuesta inmunoldgica en forma de produccién de IgG detectable en todos los
pacientes al mes del trasplante de arteria criopreservada, que se mantiene
estable a lo largo del tiempo, y que ademas es especifica frente a antigenos
HLA del donante y que es capaz de activar la cascada del complemento. Sin
embargo, se desconoce el efecto Ultimo de este rechazo crénico y cdmo
repercute finalmente en el injerto vascular criopreservado a la hora de provocar
su degeneracidn aneurismatica. En vista de estos resultados, y en consonancia
con los hallazgos observados en la serie de pacientes con degeneraciones en
multiples arterias criopreservadas, no se puede descartar la participacion de
otros factores que actuen de forma coadyuvante en el fracaso de estos
aloinjertos.
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HALLAZGOS PRINCIPALES
(Andlisis de los Resultados del Estudio Inmunolégico)

1. Escasa histocompatibilidad aleatoria entre donantes y receptores. La
dificultad para obtener arterias compatibles inmunolégicamente y el riesgo de
inmunosuprimir de forma permanente a este tipo de pacientes complican la
posibilidad de controlar el rechazo del aloinjerto y la aparicién de aneurismas.
2. La inmensa mayoria de los pacientes se consideran hipersensibilizados tras
el primer trasplante de arteria criopreservada, con valores PRA superiores al
94% en todos los casos menos uno.

3. Todos los pacientes estudiados generaron una respuesta inmune
consistente en la formacion de cantidades significativas de anticuerpos IgG
frente a antigenos HLA especificos del donante en ausencia de concordancia
entre los alelos del donante y el receptor. Esta respuesta es detectable al mes
del trasplante y se mantiene estable al tiempo.

4. Ademas, se observan incrementos significativos de anticuerpos frente a
alelos que no estan presentes en el tipaje del donante, debido a la existencia
de epitopos o determinantes antigénicos compartidos entre alelos.

5. La cuantificacion de IgG especificos frente al donante no reflejé valores de
IMF particularmente mas elevados en los dos pacientes que demostraron
degeneracion de su arteria criopreservada. Por otro lado, valores de IMF
especialmente elevados en otros pacientes no estaban relacionados con la
formacion de aneurismas en los correspondientes aloinjertos durante el
seguimiento.

6. La prueba de citotoxicidad cruzada mostré evidencia de la presencia de
anticuerpos fijadores de complemento en el suero de todos los pacientes,
demostrando la capacidad de los anticuerpos especificos generados para
activar el complemento cuando se unen a sus respectivos antigenos, lo que
podria favorecer la lisis celular y con ello el rechazo del injerto.
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En vista de los resultados reflejados en los capitulos previos, queda por
determinar como encajan dichos hallazgos en el rechazo crénico de las arterias
criopreservadas trasplantadas en pacientes humanos, lo que constituye el
objetivo principal de nuestro estudio

La evidencia cientifica presentada hace pensar que el fracaso de los aloinjertos
criopreservados no puede atribuirse Unicamente a la incompatibilidad HLA,
dado que, si bien hemos podido confirmar una reaccién inmunoldgica en los
anticuerpos formados frente al donante tras la cirugia, su accidn no se traduce
necesariamente en la posterior degeneracion del aloinjerto. Mas aun, cuando
esta tiene lugar, no hemos observado un patrén inmunoldgico diferencial con
respecto a otros aloinjertos de nuestra serie.

En esta suerte de rechazo crénico se describen una serie de mecanismos
inmunoldgicos que actian de forma concomitante y dan lugar a la alteracién
inicial de la estructura del vaso, actuando sobre todas las capas del mismo.
Dos son los cambios mas significativos: proliferacion de la intima y
descelularizacién y fibrosis de la tanica media. La hiperplasia intimal difusa
reduce de forma concéntrica la luz del vaso, pudiendo provocar estenosis
significativas que comprometan el flujo sanguineo. La disminucion de los
miocitos y la desestructuracion de las fibras elasticas, con fibrosis y sintesis
insuficiente de los componentes de la matriz extracelular, van a traer consigo
un debilitamiento de la estructura de la pared vascular, favoreciendo su
degeneracion y la formacion de dilataciones aneurismaticas.

Sobre este dafio arterial es probable la participacion de factores no
inmunologicos (hipertension, ateroesclerosis, fuerzas mecanicas asociadas a la
disposicion del injerto, estrés fisico por el proceso de
congelacion/descongelacion...), que en su conjunto van a ser determinantes a
la hora de que la arteria criopreservada llegue a fracasar, bien por hiperplasia
intimal y trombosis subsiguiente, bien por degeneracion aneurisméatica de la
pared del vaso.

La hiperplasia intimal es un hallazgo relativamente frecuente en los bypasses
llevados a cabo en la actividad diaria del cirujano vascular, incluso en aquellos
realizados con la propia vena del paciente, si bien hemos observado
caracteristicas anatomopatoldgicas diferenciales entre la ateroesclerosis y los
cambios generados por el rechazo crénico. Por tanto, para obtener unos
resultados validables desde el punto de vista inmunolégico hemos centrado
nuestro estudio en la aparicion de degeneraciones aneurismaticas, que si son
caracteristicas de los trasplantes vasculares, una vez que las mejoras en los
meétodos de criopreservacion y descongelacion en los aloinjertos ha reducido
notablemente su aparicién hasta constituir un pequefio porcentaje de los
trasplantes vasculares.

Los hallazgos anatomopatolégicos comunes en todos los aloinjertos
degenerados analizados fueron la hipocelularidad de las capas parietales,
especialmente de la tinica media, la fragmentacion de las fibras elasticas y la
pérdida progresiva de la intima, que es sustituida por tejido de granulacién con
fibroblastos activados en el contexto de un proceso reparativo fibrosante que
afecta a toda la pared. Sin embargo, llama la atencion que mas de la mitad de
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las arterias criopreservadas degeneradas estudiadas no presentaban infiltrado
inflamatorio de células mononucleares, a pesar de la situacion de rechazo
cronico de estos trasplantes vasculares. Tampoco son constantes la presencia
de focos de calcificacion y esclerosis, con histiocitos espumosos y afectando a
todas las capas, en una configuracion caracteristica que las diferencia de la
placa de ateroma. Finalmente, si bien la presencia de depdésitos de
inmunocomplejos (C3, IgG y HLA de clase I) en las tanicas intima y media
parece mucho mas habitual, ésta tampoco fue observada en el 100% de las
muestras analizadas.

En cuanto al comportamiento clinico de aquellos pacientes con degeneraciones
en mas de una arteria criopreservada cabria esperar que, dado que existe una
sensibilizacion previa tras el primer trasplante vascular, el tiempo hasta que se
materialice el efecto del rechazo crénico en forma de aneurisma en el nuevo
aloinjerto se viera reducido progresivamente. Resulta sorprendente descubrir
que esta teoria no se confirma con los datos obtenidos tras el seguimiento, ya
gue en el 75% de los casos los tiempos desde el implante hasta la segunda
degeneracion se incrementaron con respecto al mismo tiempo para la primera.
Ademas, este incremento se observé en todos los casos para terceras
degeneraciones, lo que estaria en contra de una causa exclusivamente
inmunologica.

En este sentido, hemos confirmado a su vez en nuestra muestra que la
histocompatibilidad HLA aleatoria entre donante y receptor es un evento poco
frecuente, y la inmensa mayoria de los pacientes pasan a considerarse
hipersensibilizados, con un PRA por encima del 94% tras el primer aloinjerto.
Estos datos descartarian, en principio, que el comportamiento clinico
observado en las degeneraciones multiples pudiera deberse a la ausencia de
rechazo crénico por concordancia entre los perfiles HLA, ya que seria
extremadamente improbable que no hubiera anticuerpos capaces de reconocer
alelos de un segundo o tercer trasplante vascular.

Llama la atencion, si bien hay que tomar los hallazgos con cautela debido al
tamafio muestral, que los dos pacientes que presentaron triple degeneracion
tenian antecedente de aneurismas de arteria nativa en distintas localizaciones,
asi como uno de los pacientes con dos degeneraciones (50% de todos los
pacientes con degeneraciones multiples). Ademas, el tiempo de evolucion mas
corto (7 meses) se registré en el paciente con distrofia polianeurismatica.

Como hemos mencionado previamente, la confirmacion de una reaccion
inmunoldgica consistente en la formacién de anticuerpos IgG especificos frente
a antigenos del donante en ausencia de compatibilidad HLA, que se registra
inicialmente al mes del trasplante, constituye uno de los principales resultados
de nuestro estudio. Este dato contrasta, sin embargo, con el hecho de que no
se han observado hallazgos significativos que diferencien los pacientes que
presentaron degeneracion aneurismatica durante el seguimiento del resto de la
muestra en cuanto a formacion de anticuerpos, tanto por el niumero de DSA
como por la cantidad de los mismos, medida mediante IMF. Por otro lado,
valores de IMF especialmente elevados en otros pacientes no estaban
relacionados con la formacién de aneurismas en los correspondientes
aloinjertos durante el seguimiento.
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Ademas, la prueba cruzada por CDC mostré evidencia de la presencia de
anticuerpos fijadores de complemento en el suero de todos los pacientes,
demostrando la capacidad de los anticuerpos especificos generados para
activar el complemento cuando se unen a sus respectivos antigenos, lo que
podria favorecer la lisis celular y con ello el rechazo del injerto.

Por otro lado, los aloinjertos de arteria criopreservada han demostrado escasa
tasa de permeabilidad y un elevado nimero de reintervenciones. Sin embargo,
los datos de salvamento de la extremidad y la mortalidad a medio plazo son
bastante positivos, teniendo en cuenta la evolucion natural de los enfermos con
isquemia critica en ausencia de revascularizacion. Por lo tanto, su uso queda
validado en pacientes seleccionados en los que la necesidad de
revascularizacion mediante bypass bioldgico, bien por la presencia de infeccion
local que contraindique el uso de material protésico, bien por la necesidad de
revascularizacion infragenicular comprometida en ausencia de vena safena
autologa. La correcta eleccion de los candidatos a trasplante vascular resulta
fundamental en este contexto, de cara a obtener los mejores resultados en
cuanto a coste/ beneficio.

Dados los hallazgos obtenidos a partir del presente estudio, nos atrevemos a
realizar las siguientes recomendaciones clinicas de cara a mejorar los
resultados obtenidos con la revascularizacion mediante arterias
criopreservadas:

» Se recomiendan ecografias seriadas semestrales durante toda la vida
atil del bypass, de cara a localizar posibles degeneraciones, que pueden
aparecer afios después de la cirugia, incluso sin cambios en los
controles previos.

= Evitar, siempre que sea posible, nuevos trasplantes vasculares en
pacientes con degeneracion aneurismatica previa, dada la tendencia a
presentar nuevos aneurismas en sucesivos aloinjertos.

» En caso de aparicion de degeneraciones aneurismaticas, se recomienda
el recambio temprano del bypass frente al seguimiento clinico, ya que su
evolucion suele ser hacia la trombosis del injerto o el crecimiento
progresivo de la dilatacion.

= Esimportante la correcta seleccidn de los pacientes candidatos a
trasplante vascular como método para mejorar los resultados de estos
bypasses, si bien es cierto que casi todos ellos se encuentran ante una
situacion de isquemia critica con riesgo de pérdida de la extremidad y
ausencia de conductos disponibles con suficientes garantias. La arteria
criopreservada constituiria, por tanto, la opcién de revascularizacion con
las mayores garantias, lo que dificulta el proceso de seleccion.
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Hemos de reconocer que el enfoque del estudio aqui presentado es
tremendamente extenso y, como tal, adolece de lagunas en los distintos
apartados por la amplitud de la tarea a abarcar. Como admitimos en la
introduccidn, ésta representa su mayor debilidad, pero a la vez su mayor virtud,
al ser capaz de ofrecer una perspectiva mas global de los procesos que tienen
lugar en la arteria criopreservada tras el trasplante, proporcionando una mejor
comprension del rechazo cronico en este tipo de aloinjertos. Esta vision tan
amplia nos ha permitido obtener resultados cuyo analisis arroja hallazgos
inesperados en cuanto al comportamiento de las arterias criopreservadas frente
al sistema inmune del receptor, algunos de los cuales hubieran sido imposibles
de lograr si el foco de nuestra investigacion se hubiera centrado en un campo
de estudio mas reducido. Creemos, por tanto, que no solo confirma la
especificidad de la reaccién inmunologica post trasplante de arterias
criopreservadas y su comportamiento en el tiempo, sino que ademas abre
interesantes lineas de investigacion para futuros estudios en este campo que
sean capaces de confirmar y ampliar los hallazgos aqui presentados.

A la hora de obtener conclusiones definitivas y relaciones de causalidad con la
suficiente potencia estadistica seria necesaria una muestra mucho mayor y con
un tiempo de seguimiento mas largo. De la dificultad para obtener tal estudio da
fe el escaso tamafio muestral de los articulos presentados hasta la fecha sobre
la formacion de anticuerpos donante especificos, lo sugiere la necesidad de un
estudio multicéntrico bajo el mismo protocolo de trasplantes que permita
incrementar la velocidad de reclutamiento y reducir los tiempos necesarios para
la obtencién de resultados. El objetivo Ultimo consistiria en identificar todos los
factores implicados en la degeneracion de las arterias criopreservadas, tanto
inmunoldgicos como no inmunolégicos asi como poder predecir el
comportamiento de estos aloinjertos una vez implantados para mejorar los
resultados clinicos a medio y largo plazo.
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CONCLUSIONES

El candidato a trasplante de aloinjerto criopreservado es un subgrupo de
pacientes pluripatoldgicos, con multiples factores de riesgo, y que asocian un
peligro inminente para su vida o la pérdida de extremidad, presentando
escasas posibilidades de revascularizacién mediante otras técnicas o tipos de
injerto.

Se registraron resultados subdptimos en cuanto a permeabilidad primaria,
primaria asistida y secundaria, con una alta tasa de reintervenciones. Sin
embargo, tanto la mortalidad como el salvamento de la extremidad a medio y
largo plazo son favorables, mas aun si tenemos en cuenta la evolucion natural
de estos pacientes con el tratamiento conservador.

La degeneracion aneurismatica de los aloinjertos arteriales criopreservados es
una complicacion relativamente frecuente y probablemente infradiagnosticada
en las series publicadas, dada su capacidad para iniciarse afios después del
trasplante vascular. Los injertos presentaron dilataciones multifocales o
aisladas, con un tiempo de evolucion hasta la aparicion de las degeneraciones
aneurismaticas que varia de unos pocos meses a afios (rango 7-68 meses en
nuestra muestra).

En contra de lo esperado por la hipersensibilizacion de estos pacientes tras un
primer trasplante vascular, subsiguientes aloinjertos vasculares no reducen
necesariamente el tiempo de latencia hasta una nueva degeneracion del
bypass. Los tiempos de evolucidn para una nueva degeneracion aumentaron
con la segunda criopreservada en un 75% de los casos. Incluso en los dos
pacientes con tres degeneraciones en otros tantos injertos, los tiempos
registrados hasta un tercer fracaso se vieron incrementados.

Al menos en ciertos casos, se sospecha de factores etiopatogénicos
concomitantes en la formacién de estos aneurismas, capaces de afectar tanto a
vasos propios como a trasplantes arteriales. Hemos observado que los dos
pacientes que presentaron triple degeneracion tenian antecedente de
aneurismas de arteria nativa en distintas localizaciones, asi como uno de los
pacientes con dos degeneraciones (50% de todos los pacientes con
degeneraciones multiples). Ademas, el tiempo de evolucién mas corto (7
meses) se registro en el paciente con distrofia polianeurisméatica.

El estudio anatomopatolégico arrojé hallazgos comunes en todos los aloinjertos
degenerados analizados, como la hipocelularidad de las capas parietales,
especialmente de la tinica media, la fragmentacién de las fibras elasticas y la
pérdida progresiva de la intima, que es sustituida por tejido de granulacion con
fibroblastos activados en el contexto de un proceso reparativo fibrosante que
afecta a toda la pared. Por otro lado, y a pesar de la situacién de rechazo
cronico de estos trasplantes vasculares, mas de la mitad de las arterias
criopreservadas degeneradas no presentaban infiltrado inflamatorio de células
mononucleares, como tampoco fueron constante la presencia de
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caracteristicos focos de calcificacion y esclerosis, con histiocitos espumosos y
afectando a todas las capas, ni la presencia de depdsitos de inmunocomplejos
(C3, IgG y HLA de clase |) en las tunicas intima y media.

Se objetiva una escasa histocompatibilidad aleatoria entre donantes y
receptores. Ademas, la inmensa mayoria de los pacientes se consideran
hipersensibilizados tras el primer trasplante de arteria criopreservada, con
valores PRA superiores al 94% en todos los casos menos uno.

Todos los pacientes estudiados generaron una respuesta inmune consistente
en la formacién de cantidades significativas de anticuerpos IgG frente a
antigenos HLA especificos del donante en ausencia de concordancia entre los
alelos del donante y el receptor. También se observan incrementos
significativos de anticuerpos frente a alelos que no estan presentes en el perfil
del donante, debido a la existencia de epitopos o determinantes antigénicos
compartidos entre alelos. La respuesta es detectable al mes del trasplante, y se
mantiene en el tiempo.

La cuantificacion de 1gG especificos frente al donante no reflej6 valores de IMF
particularmente mas elevados en los dos pacientes que demostraron
degeneracion de su arteria criopreservada. Por otro lado, valores de IMF
especialmente elevados en otros pacientes no estaban relacionados con la
formacion de aneurismas en los correspondientes aloinjertos durante el
seguimiento. Por tanto, no se encontraron marcadores inmunolégicos capaces de
predecir el desarrollo de aneurismas y su posterior evolucion.

La prueba de citotoxicidad cruzada mostro evidencia de la presencia de
anticuerpos fijadores de complemento en el suero de todos los pacientes,
demostrando la capacidad de los anticuerpos especificos generados para
activar el complemento cuando se unen a sus respectivos antigenos, lo que
podria favorecer la lisis celular y con ello el rechazo del injerto.

En conclusién, si bien hemos podido confirmar una reaccién inmunoespecifica
en los anticuerpos formados frente al donante tras la cirugia, su accién no se
traduce necesariamente en la posterior degeneracion del aloinjerto. Mas adn,
cuando esta tiene lugar, no hemos observado un patron inmunolégico
diferencial con respecto a otros aloinjertos de nuestra serie, lo que hace pensar
gue en el proceso de degeneracion podrian participar tanto factores
inmunolégicos como no inmunoldgicos
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ABREVIATURAS

AC: Anticuerpos

AIT: Accidente Isquémico Transitorio.

Angio TC: Angio Tomografia Computarizada

C3: Componente 3 del complemento

C4: Componente 4 del complemento

CAV: Cardiac Allograft Vasculopathy o vasculopatia del trasplante cardiaco
CDC: Citotoxicidad Dependiente del Complemento.

CLH: Criopreservacion Libre de Hielo

DMSO: Dimetilsulféxido

DSA: Donor Specific Antibodies o anticuerpos donante especificos.
DSS: Dodecil Sulfato Sédico

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium

EDRF: Factor de relajaciéon derivado del endotelio

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica

ePTFE: Politetrafluoroetileno expandido

FDA: Food and Drug Administration de los Estados Unidos

HE: Tincibn Hematoxilina-Eosina

HLA: Human Leukocyte Antigen o antigeno leucocitario humano
HTA: Hipertension Arterial

HUCA: Hospital Universitario Central de Asturias

IFN-y: Interferon gamma

IgG: Inmunoglobulina G

235



IgM: Inmunoglobulina M

IL-4: Interleucina 4

IQR: Rango Intercuartilico

MFI: Mean Fluorescence Intensity

MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad
MM: Mismatch o discordancia

MMII: Miembros inferiores

NK: Linfocitos tipo Natural Killer

NO: Oxido nitrico

PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa
PGl2: Prostaciclina

PRA: Panel Reactive Antibody

PRH: Prétesis vasculares con Recubrimiento Heparinico
SHR: Spontaneously Hypertensive Rats

SVS: Society for Vascular Surgery

TEA: Tromboendarterectomia

TEPA: Tromboembolismo Pulmonar Agudo

TG: Medio TRIS-glucosa

Th1l: Linfocitos T colaboradores (T helper) tipo 1
Th2: Linfocitos T colaboradores (T helper) tipo 2
t-PA: Activador tisular del plasminégeno

VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial
VSI: Vena Safena Interna

WIfl: Clasificacion Wound, Ischemia and foot Infection
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