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1. RESUMEN / ABSTRACT

1. 1. Resumen

En medicina veterinaria, actualmente, no hay tratamientos que permitan mejorar la funcién
renal en aquellos pacientes con insuficiencia renal. Ante los resultados obtenidos en algunos
modelos murinos, se ha tratado de evaluar la eficacia de la terapia mediante células madre

mesenquimales (CMMs) en el tratamiento de esta patologia en pequefios animales.

El objetivo de este trabajo es realizar una revision bibliografica sobre esta terapia, comparando
los resultados obtenidos en los diferentes estudios realizados hasta el momento, para

finalmente proponer un posible protocolo de administracién de estas células.

Se trata de una terapia que aun debe demostrar una evidencia definitiva de su eficacia en
pequenos animales, y aln presenta grandes interrogantes. No obstante, cada vez se conocen
mejor las principales ventajas e inconvenientes de las diferentes fuentes y vias de

administracion.

Entre todos los tejidos que se han puesto a prueba, el tejido adiposo es el que presenta un
mayor numero de ventajas para la obtencién de CMMs, debido a su abundancia, su facilidad de

obtencidn y su potencial de proliferacién de CMMs.

En cuanto a las vias de administracion, en la especie felina, especie en la que mas estudios se
han realizado hasta el momento, la via intrarrenal ha sido la menos exitosa, prefiriéndose las
vias intravasculares, entre las cuales la via intravenosa ha sido la mds investigada. La via de
administracion intraarterial es la menos estudiada y, pese a todos los inconvenientes que
presenta, se trata de una via prometedora; pues, no sélo permite la activacion de los
mecanismos de las terapias basadas en células, al igual que la via intravenosa, sino que ademas
permite la llegada de una mayor cantidad de células al rifién. Por ello, en el protocolo
propuesto en este trabajo, se ha optado por la via de administracion intraarterial de CMMs

obtenidas de tejido adiposo.



1. 2. Abstract

In veterinary medicine, nowadays, there are no treatments which allow the improvement the
renal function in patients with kidney disease. Due to the results the mesenchymal stem cell-
based therapy has shown in some murine models, its effectiveness has been tested in small

animals.

The aim of this work is to carry out a bibliographic review on this therapy, comparing the
results obtained in the different studies completed so far, to finally propose a possible protocol

of MSC (mesenchymal stem cell) administration.

This therapy still needs to show definitive evidence of efficacy in small animals and there is still
much to know about it. However, some of the most important advantages and disadvantages

of the different sources and administration routes are already known.

Among all the tissues that have been tested, adipose tissue has the greatest number of
advantages for obtaining MSCs, due to its abundance, the easy harvesting and its great

potential of MSC proliferation.

When it comes to the administration routes, in the feline species, the one with the largest
number of studies, the intrarrenal route has been the less successful one, with the
intravascular routes being preferred, among which the intravenous route has been the most
investigated one. Intraarterial route is the less studied one to date, and in spite of all of its
disadvantages, it is a promising route, as it not only activates the mechanisms of cell-based
therapies, but it also allows the arrival of a greater number of MSCs to the kidney. Thus, in the
protocol proposed in this paper, the intraarterial administration route has been chosen for the

administration of adipose tissue-derived MSCs.



2. INTRODUCCION

La enfermedad renal crénica (ERC) es la patologia renal mas frecuente tanto en perros como en
gatos. Puede afectar a animales de cualquier edad, pero su prevalencia aumenta en pacientes
geriatricos, pudiendo afectar hasta al 10% de los perros y hasta al 35% de los gatos de edades
avanzadas (Brown, 2007). La esperanza de vida tras su detecciéon puede ser muy variable,

dependiendo de manera importante del estadio en el que se detecte la enfermedad.

Se define como la discapacidad estructural y/o funcional de uno o ambos rifiones, que persiste
durante largos periodos, normalmente durante tres meses o mas (Sudrez et al., 2015; Vidane et

al., 2017). Histolégicamente, se caracteriza por nefritis tubulointersticial y fibrosis.

La mayoria de tratamientos actuales de la ERC estan destinados a retrasar la progresion de la
enfermedad, siendo el trasplante renal la Unica terapia definitiva. En la busqueda de nuevos
tratamientos, recientemente se ha propuesto el uso de la medicina regenerativa, basandose en

los alentadores resultados obtenidos en algunos modelos de roedores.

El concepto de medicina regenerativa hace referencia al uso de células o tejidos vivos para
reparar o reemplazar tejidos u érganos cuya funcionalidad esta afectada (Quimby y Dow, 2015).
Este trabajo, se centra, concretamente, en la terapia mediante células madre mesenquimales
(CMMs), que ejercen potentes efectos antiinflamatorios y antifibréticos (Quimby et al., 2016),
y parecen tener potencial tanto en el tratamiento de la insuficiencia renal aguda (IRA) como en

el de la crénica (Quimby y Dow, 2015).

Las células madre son todas aquellas células capaces de generar células idénticas a si mismas
mediante division celular y que, a su vez, también pueden diferenciarse para dar lugar a
cualquier tipo de célula especializada del organismo. Las CMMs son multipotenciales pero no

pluripotenciales, es decir, sélo pueden diferenciarse a un nimero limitado de tipos celulares.

En veterinaria, hasta el momento, el campo en el que mas se han estudiado y empleado las
células madre ha sido el de las enfermedades musculoesqueléticas (Meyer-Lindenberg vy
Kilchling, 2018), principalmente en équidos y perros. Su aplicacidon en el tratamiento de las
enfermedades renales es muy reciente, restringiéndose en la mayoria de casos a estudios
experimentales y siendo su accesibilidad muy limitada o incluso nula como ocurre en nuestro

pais.



3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

3. 1. Justificacion

La ERC es una de las patologias mas frecuentes en pequefios animales y, actualmente, puesto
gue en la gran mayoria de casos el trasplante renal no es factible, no existen tratamientos que
permitan mejorar la funcién renal. De este modo, si la terapia con CMMs en estos pacientes
fuese factible, segura y eficaz, supondria un gran avance en la medicina veterinaria. Por tanto,
realizar una revision bibliografica sobre este tema para definir la situacidn actual y determinar

la viabilidad de la técnica esta plenamente justificado desde un punto de vista clinico.

3. 2. Objetivos

Este trabajo persigue dos objetivos principales:

1. Realizar una revisidn bibliografica acerca del uso de CMMs en el tratamiento de Ila

insuficiencia renal en pequefios animales.

2. Elaborar un protocolo de administracion de CMMs en animales con insuficiencia renal,

con el fin de obtener un efecto terapéutico sobre el rifidn.

4. METODOLOGIA

La revision bibliografica se ha realizado en su mayoria mediante articulos y publicaciones
obtenidos de bases de datos como PubMed o Elsevier, entre otras, teniendo en cuenta
aquellos articulos publicados en los ultimos 10-15 afios; ademas de libros sobre nefrologia y
urologia de pequefios animales. Las principales palabras clave empleadas para la busqueda de
dichos los articulos han sido: mesenchymal stem cell therapy, kidney disease, bone marrow,
adipose tissue, allogeneic, autologous, intravascular, intrarrenal, intravenous, intraarterial,

paracrine, immunologic.

El disefio del protocolo de administracion de las CMMs se ha propuesto en base a la
informacion recopilada a partir de las diferentes fuentes bibliograficas, asi como del protocolo
cedido por la Doctora Allyson Berent, que ya se estd aplicando en el Animal Medical Center de

EE.UU.



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5. 1. La enfermedad renal crénica en pequeinos animales

Tal y como se ha indicado previamente, la ERC es una enfermedad muy prevalente en
pequefios animales, lo que hace que despierte un gran interés entre los investigadores y
clinicos que deben enfrentarse a ella tan asiduamente, especialmente en gatos, que la sufren

con mayor frecuencia.

Tanto en la especie felina como en la canina, la causa puede ser congénita o adquirida, con un
amplio diagndstico diferencial. En el caso de los gatos, muchas veces no es posible identificar la
causa, y el diagndstico mas frecuente es el de nefritis tubulointersticial, que se considera un
proceso inflamatorio idiopatico; en aquellos casos en los que puede hallarse un proceso
subyacente, el linfoma, la enfermedad poliquistica renal, la nefritis por PIF (Peritonitis

Infecciosa Felina), la amiloidosis o las nefrolitiasis son las mas frecuentes (Sudrez et al., 2015).

La sintomatologia de la ERC suele ser inespecifica en su mayoria, es decir, hay otras muchas
enfermedades que podrian provocarla. Entre los signos clinicos mas frecuentes ocasionados
por esta enfermedad se encuentran: los relacionados con el sindrome urémico (signos
digestivos como anorexia, vomitos o diarreas; Ulceras en la mucosa oral; hematemesis;
desorientacién, estupor, coma), la poliuria-polidipsia, la palidez de mucosas debida a la
anemia, los signos oculares y neuroldgicos relacionados con la hipertension arterial sistémica,
los signos clinicos debidos a los cambios en el potasio sérico (debilidad muscular vy
ventroflexion del cuello en gatos en casos de hipopotasemia, y arritmias en casos de

hiperpotasemia), la debilidad, el mal aspecto del pelo y la pérdida de condicién corporal.

Ademads de la historia y exploracidn clinica, para el diagndstico de esta enfermedad se cuenta
con toda una serie de pruebas diagndsticas que nos permiten evaluar la funcién renal, tales
como: la medicidon de la creatinina sérica, la medicién de la densidad urinaria, el ratio proteina-
creatinina en orina (UPC) y las pruebas de imagen, entre otras. Sin embargo, es importante
tener en cuenta que todos estos marcadores no se alteran a la vez, sino que algunos requieren
un menor grado de dafio renal que otros para alterarse. La creatinina, que es uno de los
marcadores mas empleados, por ejemplo, no aumenta por encima de los limites establecidos
hasta que el porcentaje de nefronas afectadas es superior al 75% (Cortadellas y Fernandez del
Palacio, 2012); la SDMA (dimetilarginina simétrica), sin embargo, parece que aumenta con tan

sélo un 40% de reduccién de la tasa de filtracion glomerular (TFG) (Relford et al., 2016). La



SDMA es un nuevo biomarcador que ademas de requerir un menor dafio renal para aumentar,
no se ve afectada por la delgadez, resultando una prueba mas sensible en animales con
pérdida de masa muscular (Relford et al., 2016). Asi, la International Renal Interest Society
(IRIS) ha introducido dentro de sus recomendaciones el uso de esta molécula en casos en los

gue los niveles séricos de creatinina son normales o en pacientes con baja condicién corporal.

En el Manual de nefrologia y urologia clinica canina y felina publicado por O. Cortadellas en
2010, el protocolo diagndstico que se propone para aquellos pacientes sospechosos de ERC
consiste en llevar a cabo una determinacidon de la creatinina sérica en primer lugar, para
después en funcién de los valores obtenidos, realizar unas pruebas u otras con el fin de

determinar si realmente esta afectada la funcionalidad renal:

e Si la creatinina sérica es < 1,4 mg/dl en el perro y < 1,6 mg/dl en el gato: realizar pruebas

adicionales, tales como el ratio UPC y pruebas de imagen, entre otras; ya que, dichos valores

de creatinina pueden ser normales o puede tratarse de un paciente IRIS I.

¢ Sila creatinina sérica se encuentra entre 1,4-2 mg/dl en el perro y entre 1,6-2,8 mg/dl en el
gato: evaluar la densidad urinaria. En aquellos casos en los que la densidad urinaria es <
1030 en el perro e < 1035 en el gato, clasificaremos al animal como IRIS II; mientras que en
aquellos casos en los que esta densidad es > 1030 en perros o > 1035 en gatos, deberemos

evaluar posibles causas pre- y postrenales de azotemia y reevaluar en 6 meses.

* Si la creatinina sérica es > 2 mg/dl en el perro y > 2,8 mg/dl en el gato: en aquellos casos en

los que tengamos sospecha de azotemia pre- o postrenal, deberemos corregirla y reevaluar.
En aquellos casos en los que se trate de una azotemia renal, clasificaremos al animal como

RISl o IV.

La clasificacion de los animales con ERC se lleva a cabo mediante la clasificacién propuesta por
la IRIS. Esta clasificacion emplea la concentracién de creatinina sérica para realizar un primer
estadiaje de los pacientes, tal y como se muestra en la Tabla 1 (Anexo 1). En segundo lugar, la
IRIS realiza una subclasificacién de dichos animales en funcién de la proteinuria y de la presion

arterial, tal y como se muestra en las Tablas 2 y 3 (Anexo 1), respectivamente.

Histoldgicamente, dejando a un lado las lesiones especificas, se ha determinado que la ERC se
caracteriza por nefritis tubulointersticial y fibrosis (Reynolds y Lefebvre, 2013; Chakrabarti et
al., 2012), por lo que se cree que las CMMs, gracias a sus potentes efectos antiinflamatorios y

antifibrdticos, podrian contribuir a mejorar la funcién renal.



5. 2. Las CMMs

El gran interés de estas células para investigadores y clinicos se debe a tres motivos: 1) el facil
aislamiento a partir de la mayoria de drganos y tejidos adultos; 2) la alta capacidad proliferativa
y de autorrenovacién, lo que permite obtener la cantidad de células necesarias para su
aplicacidon clinica; 3) las propiedades regenerativas, antiinflamatorias, antifibréticas e

inmunomoduladoras en el lugar de la lesidn. (Talavera et al., 2017)

Estas células tienen capacidad de anidamiento (“homing” en inglés), es decir, tienen Ia
capacidad de migrar a determinados tejidos, especialmente a aquellos que estan dafados o
bajo condiciones patolédgicas (Chamberlain et al., 2007). De este modo, las células pueden

llegar a los rifiones aunque no sean administradas directamente en los mismos.

Inicialmente se pensaba que el mecanismo por el que las CMMs contribuian a la mejora de la
funcidn renal consistia en la sustitucién de las células dafiadas mediante diferenciacion. Hoy en
dia, sin embargo, la mayoria de investigadores sefialan que los mecanismos paracrinos e
inmunomoduladores son los principales responsables del efecto terapéutico que ejercen estas
células, pues el porcentaje de injerto de las mismas es muy pequefiio, generalmente inferior al
1% (Togel et al., 2007). En un estudio llevado a cabo por Westenfelder y Togel en 2011, por
ejemplo, se observd que a las 72 horas post induccién de una IRA e infusién de las CMMs, estas
células no podian detectarse en los rifiones ni en otros érganos, pese a que en los tres meses
posteriores a la administracion de las mismas, la funcién renal se mantuvo normal y no se
observé fibrosis intersticial, ademas de asociarse a una baja expresidon de niveles de genes

profibréticos.

En este punto, el objeto de estudio seria valorar en qué consisten dichos efectos paracrinos, es
decir, los efectos que una célula ejerce sobre otras mediante la secrecién de alguna sustancia.
Estudios in vitro han demostrado que las CMMs pueden producir factores de crecimiento,
citoquinas y mediadores antiinflamatorios, que mantienen o mejoran la funcién renal y

disminuyen la inflamacién renal (Quimby et al., 2016).

5. 3. Obtencién de las CMMs

Para la obtencién de estas células, en primer lugar debe tomarse una muestra de tejido, que

seguidamente es enviada al laboratorio en condiciones controladas y asépticas para su



procesado. Una vez alli, el tejido es sometido a procesos de disgregacién mecanica,
procesamiento enzimatico y centrifugacién con desechado del sobrenadante, para obtener la
fracciéon de CMMs. Después, dicha fraccidn se cultiva en unas condiciones especificas, con el
objetivo de aumentar el nimero de células. Cuando las células crecen y el cultivo alcanza la
confluencia, son despegadas y de nuevo subcultivadas ampliando progresivamente su nimero
en los distintos pases de cultivo hasta alcanzar la cantidad que se necesita y teniendo en
cuenta que, si se realizan demasiados pases, las células en cultivo pueden sufrir alteraciones

bioldgicas (Talavera et al., 2017).

Hay dos tipos diferentes de productos de CMMs: a) CMMs expandidas en cultivo; vy, b) fracciéon
vascular estromal (FVS) o CMMs no expandidas. Los cultivos de CMMs contienen poblaciones
relativamente homogéneas de CMMs; mientras que la FVS es el producto inicial de la digestion
enzimatica del tejido adiposo, conteniendo una mezcla de multiples tipos celulares como
adipocitos y células endoteliales que no dan lugar a CMMs. Actualmente, no se dispone de
suficiente informacidon para determinar si la FVS ofrece alguna ventaja o desventaja en las

aplicaciones a las que se destina (Quimby y Dow, 2015).

5. 4. Fuentes de CMMs

5. 4. 1. Tejidos de los que pueden aislarse CMMs

Tanto en animales como en humanos, se han identificado muchos tejidos que podrian ser
fuentes potenciales de células madre mesenquimales (Ribitsch et al., 2010). A la hora de
decantarnos por una fuente u otra, cuatro aspectos fundamentales son: la abundancia del
tejido, la facilidad de obtencidn de las CMMs, y el potencial de proliferacion y las caracteristicas
fenotipicas de las mismas, teniendo en cuenta que puede haber variaciones en funcion de la

especie de la que se trate.

Las mas utilizadas son el tejido adiposo (Quimby et al., 2011; Quimby et al., 2013; Parys et al.,
2016; Quimby et al., 2016; Thomson et al., 2019; Roselli et al., 2016 ) y la médula ésea (Yoo et
al., 2010; Quimby et al., 2011; Lim et al., 2016; Roselli et al., 2016); no obstante, hay otras
muchas que pueden utilizarse, incluso tejidos extraembrionarios como la membrana amnidtica

(Vidane et al., 2017) o el corddn umbilical (Lee et al., 2017).
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El tejido adiposo ofrece ventajas importantes con respecto a la médula dsea: 1) es mas
facilmente accesible que la médula dsea, de modo que esta fuente es menos invasiva y
conlleva un menor riesgo para el paciente; 2) suele estar disponible en grandes cantidades; 3)
algunos estudios muestran que las células derivadas de tejido adiposo presentan un mayor
potencial de proliferacion (Webb et al., 2012; Barberini et al., 2014), aunque la fuente con

mayor potencial de proliferacién de CMMs podria variar entre especies (Quimby, 2019).

No obstante, tanto en el estudio de Webb et al. como en el de Barberini et al. se comprobé que
las CMMs de ambas procedencias (tejido adiposo y médula désea) son fenotipicamente muy
similares y que ambas tienen la capacidad de diferenciarse en condrocitos, osteoblastos y
adipocitos in vitro. Ademads, en medicina humana, hay diferentes estudios que muestran que
las CMMs derivadas de médula ésea presentan una ventaja importante en comparacion con las
derivadas de otras fuentes. Se trata de la expresién del factor tisular (TF/CD142), un
desencadenante clave de la coagulacidon que hace que estas células sean procoagulantes en
presencia de sangre o plasma, y que segun lo publicado en algunos articulos cientificos, se
encuentra en mayores niveles en las CMMs derivadas de tejido adiposo (Christy et al., 2017 y
Shiratsuki et al., 2015) y en las derivadas de placenta decidua (Moll et al., 2019) que en las
derivadas de médula dsea. De ahi que algunos investigadores de humana sefalen la
importancia de testar la hemocompatibilidad de las células antes de la administracion de las

mismas a los pacientes, especialmente cuando van a emplearse vias intravasculares.

5. 4. 2. CMMs autdlogas vs. CMMs alogénicas

Otra cuestion importante es si las CMMs provienen del propio paciente al que se le van a
administrar o de un donante; en el primer caso se denominan autdlogas y en el segundo
alogénicas. El uso de células madre alogénicas es posible gracias a que se trata de células

inmunoprivilegiadas, de modo que no se produce rechazo por parte del receptor.

La multitud de factores implicados en la mayoria de estudios realizados pequefios animales,
hace realmente complicado decantarse por uno de estos dos tipos de células; quizas, se
requieran mas estudios orientados especificamente a evaluar el potencial de unas y otras. En
uno de los estudios realizados con tal propésito, llevado a cabo en perros a los que se les
provocé experimentalmente un dafio en la médula espinal, se observaron mejores resultados
con las células autdlogas que con las alogénicas, de hecho, la mayoria de las CMMs alogénicas
desaparecieron de la médula en las cuatro siguientes semanas a su administracion (Jung et al.,

2009).
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Sin embargo, es importante tener en cuenta las ventajas de evitarse tener que obtener las
células del paciente afectado, ya que ello conlleva manejo y estrés en la mayoria de casos;
ademas, en un ensayo realizado por Quimby et al. en 2011, en el que se empleaban CMMs
autdlogas de médula désea, observaron que la obtencidn de suficientes CMMs de cultivos de
gatos mayores es dificil y lleva mucho tiempo. La existencia de estudios que apoyan la teoria de
que las CMMs se ven afectadas por la uremia (Noh et al.,, 2012; Idziak et al., 2014,
Klinkhammer et al., 2014) seria otra razén que apoyaria el uso de CMMs alogénicas, ya que ello

limitaria la obtencidn de estas células de pacientes urémicos.

5. 5. Vias de administracion de las CMMs

Hay tres opciones principales de administracion de estas células: la via intrarrenal, la via
intravenosa y la via intraarterial (mediante cirugia minimamente invasiva). En el caso de las vias
intravasculares existen multiples opciones, habiéndose puesto a prueba varias de ellas: la vena
cefalica en perros y gatos, la vena de la cola en roedores, la arteria femoral, |a arteria renal, etc.
La via de administracion ideal deberia de cumplir al menos tres requisitos: deberia de ser de
facil acceso, de modo que conlleve el menor manejo y estrés para el animal; deberia de
suponer el menor riesgo posible para el paciente; y, finalmente, deberia de ser eficaz,

permitiendo obtener el efecto terapéutico buscado sobre los rifiones.

Al igual que otros muchos pardmetros y cuestiones de este tratamiento, a dia de hoy, aln esta
por determinar cudl es la mejor via de administracidon. Hay multiples razones que hacen que
resulte realmente dificil sacar conclusiones acerca de ello a partir de la bibliografia: el limitado
numero de estudios, realizados en la mayoria de casos con un nimero limitado de animales,
los multiples factores implicados en cada uno de esos estudios (especie, fuente de las CMMs,
cantidad de CMMs administrada, estrés, ...), y la falta de estudios que comparen unas vias con
otras. No obstante, a continuacién, se recogen los resultados obtenidos en los diferentes
ensayos llevados a cabo en pequeios animales, para tratar de ver cuales han sido las vias que

mejores resultados han dado hasta el momento.

5. 5. 1. Ensayos realizados en gatos

En la especie felina, uno de los grupos de investigacidn mas potentes en este tema es el de la
Doctora Jessica M. Quimby, de la Universidad de Ohio. Su grupo ha publicado articulos sobre

tres estudios llevados a cabo en gatos con ERC.
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En el primero de ellos (Quimby et al., 2011), realizado con dos gatos sanos, siete gatos con ERC
y tres gatos control, emplearon la via intrarrenal y CMMs autdlogas de médula dsea. No
observaron efectos adversos, ni inmediatos ni a largo plazo; y, al evaluar la funcién renal,
vieron que tan sdélo dos de los gatos IRIS Il implicados en el estudio habian experimentado una
modesta mejora de la TFG y una leve disminucidn de la concentracion de creatinina sérica.
Aunque determinaron que dichas mejoras observadas no eran estadisticamente significativas,
comentan que esto podria atribuirse al pequefio nimero de animales implicados en este
estudio. Sin embargo, pese a ser factible y aparentemente seguro, el nimero de sedaciones, de
intervenciones y viajes al hospital, hizo que los autores decidieran que esta técnica resulta

poco atractiva para su aplicacion clinica.

En el segundo de ellos (Quimby et al., 2013), realizado también en 16 gatos con ERC,
decidieron apostar por otras vias de administracion, decantandose por la via intravenosa, y
emplearon CMMs alogénicas de gatos SPF (Specific Pathogen Free) obtenidas de tejido
adiposo. Hicieron tres grupos de animales: al primero (n = 6) le administraron 2 x 106 CMMs
crioconservadas, al segundo (n = 5) 4 x 106 CMMs crioconservadas, y al tercero (n = 5) 4 x 106
CMMs cultivadas de tejido adiposo crioconservado. En el primer grupo, observaron pocos
efectos adversos y una reduccién de la creatinina sérica estadisticamente significativa, pero no
hubo mejoria clinica. En el segundo grupo, la mayoria de los animales sufrieron efectos
adversos notables (vomitos en 2/5 durante la infusion de las células, y aumento de la
frecuencia respiratoria y esfuerzo en 4/5), y no hubo ninglin cambio significativo en los
parametros de evaluacidon de la funcién renal. En el tercer grupo no observaron efectos
adversos, pero al igual que en el segundo, tampoco se observd ninguna mejoria de los
parametros renales. Los autores concluyeron que el uso de una mayor dosis de CMMs tomadas
directamente de crioconservacion, fue la causa de los efectos adversos del tratamiento, siendo
la explicacién mas probable una reaccidn inflamatoria instantanea mediada por la sangre, que
daria lugar a una agregacién celular al contacto con la sangre, con los subsecuentes

tromboembolismos pulmonares.

En el tercero de ellos (Quimby et al., 2016), en el que emplearon siete gatos con ERC, siguieron
empleando la via intravenosa (vena cefdlica) y CMMs alogénicas de tejido adiposo. De los siete
gatos implicados en este estudio, seis fueron tratados con CMMs y a uno se le administré un
placebo (DPBS y heparina). A lo largo de seis semanas tras el tratamiento, no se observé
ningun efecto adverso aparente, pero tampoco ningun efecto terapéutico, pues no se

produjeron modificaciones de los valores de creatinina sérica ni de la TFG.
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En otro estudio realizado en gatos con ERC por Vidane et al. en 2017, observaron resultados
mas positivos. Para su realizacion emplearon diez gatos, uno de ellos sano y los otros nueve
con ERC en estadios Il y Ill. A todos ellos les administraron CMMs alogénicas de membrana
amnidtica felina; pero, mientras que al gato sano se le administraron por via intrarrenal, al
resto se las administraron por via intravenosa (vena cefédlica), a todos ellos en dos
administraciones separadas de 21 dias. En el gato sano, no se observaron cambios ni en la
exploracion fisica, ni en la ecografia (salvo por unas particulas hiperecoicas que se observaron
en la vejiga urinaria); pero el gato se estresd y se observé hematuria transitoria unas horas
después de la inyeccidon de las células. De este modo, los autores concluyeron que la via
intrarrenal no es apropiada para la administracion de CMMs de membrana amnidtica, debido a
los diversos efectos adversos observados. En los gatos con ERC, se observé una mejora de la
funcién renal (disminucién de la creatinina sérica y de las concentraciones de proteina en
orina, asi como un aumento de la gravedad especifica de la orina), y la condicién clinica general
de los gatos también mejord (también segln los propietarios). Por ello, los autores sefialan que
la administracion intravenosa de CMMs derivadas de membrana amnidtica tiene un efecto
renoprotector y mejora la funcién renal en gatos con una ERC natural, estabilizando la

condicidn clinica y la retrasando la progresion de la enfermedad.

Por tanto, parece que tanto los estudios realizados por el grupo de la Doctora Quimby como el
realizado por Vidane et al., coinciden en que la via intrarrenal no es una via adecuada para la
administracion de estas células, ya sea porque requiere mas manejo (sedaciones, ...) y supone
un mayor estrés para los animales, o por los efectos adversos observados. La via intravenosa
parece que ha tenido mayor éxito; ya que, ademas de que la administracion de las CMMs por
esta via resulta mas sencilla y puede realizarse sin necesidad de sedaciones y con menor estrés
para los pacientes, ha tenido efectos positivos sobre la funcién renal en estudios como el de

Vidane et al.

Son varios los investigadores que apuestan por la via intravenosa, pues no sélo es mas factible
su aplicacién en la clinica; sino que, tal y como indican Vidane et al., los mecanismos
implicados en las terapias basadas en células (paracrinos, renotrépicos, inmunomoduladores,

antiinflamatorios y antifibréticos) son activados tras la infusién intravascular de CMMs.

Pero, obviamente, la via intravenosa tampoco esta exenta de desventajas. Por un lado, las
infusiones de CMMs por esta via pueden inducir tromboembolismos pulmonares, hallazgo
observado en ratones (Tatsumi et al., 2013; Furlani et al., 2009) y probablemente también en

gatos (Quimby et al., 2013); aunque, tal y como se ha indicado previamente, la susceptibilidad
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a la coagulacion parece estar relacionada no sélo con la dosis de las CMMs sino que también
con la fuente de las mismas. Por otro lado, esta via de administracion limita el nimero de
células que llegan al érgano diana en el que se requieren, pues algunas de ellas pueden ser

retenidas en la vascularizacion pulmonar (Eggenhofer et al., 2012).

Otra de las vias que se ha testado en esta especie es la via intraperitoneal, cuya seguridad fue
evaluada en un estudio llevado a cabo por Parys et al. en 2016. En este estudio se emplearon
diez gatos sanos; a cinco de ellos les administraron 1 x 106 CMMs de tejido adiposo subcutaneo
por kg de peso via intraperitoneal, y a los otros cinco se les administré PBS por la misma via y
en las mismas condiciones. Se concluyd que la via intraperitoneal en gatos es, en general,
segura y se asocia tan sélo con efectos adversos leves, autolimitantes y de corta duracién. Tal y
como se indica en este articulo, la principal ventaja que ofreceria esta via en comparacion con
la via intravenosa es que puesto que las células se dejan préoximas a sus dianas, podrian llegar
en mayor numero a las mismas y ejercer un mayor efecto. Ademas, en teoria, esta via no
deberia implicar riesgo de tromboembolismo, puesto que las células no se ponen en contacto
con la sangre. Otra cuestion es que sea eficaz 0 no, algo que aun estd por determinar en

pequenos animales.

Hay también un estudio realizado por Roselli et al. en 2016, para evaluar los efectos de las
CMMs en un modelo de IRA isquémica. Se realizd con 15 gatos adultos a los que se les provoco
una isquemia unilateral durante 60 minutos. Una hora después de la reperfusién, se les
administraron 4 x 106 células de uno de estos tipos: CMMs de tejido adiposo a cinco de los
gatos, CMMs de médula dsea a otros cinco, y fibroblastos a los cinco restantes. Ademds, se
emplearon tres gatos que habian sufrido isquemia renal previamente como control.
Desafortunadamente no se observaron diferencias en el porcentaje de gatos que desarrollaron
IRA, ni en la gravedad especifica de la orina, ni en la proteinuria, ni en la TFG, ni en la

histologia.

Muy recientemente, a principios de este afio 2019, Thomson et al. han publicado un articulo
acerca del uso de la via intraarterial para la administracion de CMMs en gatos, tratandose de la
primera publicacidn que emplea esta via de administracién en la especie felina. En este estudio
participaron cinco gatos con ERC en estadio lll, a los que se les administraron CMMs autdlogas
de tejido adiposo a través de la arteria renal, via arteria femoral o carétida y bajo guia
fluoroscdpica. El procedimiento se llevé a cabo con éxito en todos los pacientes y durante el
estudio no se observaron efectos adversos severos en ninguno de ellos. Los autores

concluyeron que la infusidn intraarterial de CMMs en la arteria renal en gatos con ERC es
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factible y segura en el periodo de tres meses tras la intervencidn; sin embargo, la eficacia y la

seguridad a largo plazo estdn aun por determinar.

La principal ventaja que ofrece la via intraarterial con respecto a la via intravenosa es que
permite que las células lleguen directamente al rifién, de modo que permite la llegada de una
mayor cantidad de las mismas, cabiendo esperar una mayor eficacia del tratamiento. Un meta-
analisis de 21 estudios (Wang et al., 2012) realizados en roedores sobre el tratamiento de
dafios renales con CMMs administradas por diferentes vias, mostré disminuciones significativas
de la concentracién sérica de creatinina tras el tratamiento, y la via intraarterial se asocidé con

una mayor disminucién de dicha concentracidn que la via intravenosa o la intrarrenal.

No obstante, tal y como redactan Thomson et al., esta via también tiene algunos
inconvenientes o limitaciones. Una de las principales es que requiere anestesia general, lo cual
puede aumentar el dafio renal debido a la hipotensién producida por la misma. Cabe destacar
también que pueden producirse multiples complicaciones, tales como hemorragias, dafios en
la circulacion, embolizacién, etc. Ademads, se requiere una incisién en piel de 1-1,5 cm, y el
hecho de que la arteria deba ser ligada tras el tratamiento hace mas dificil el futuro uso de la
misma. A todo ello hay que sumarle que se trata de una técnica que requiere de personal
altamente especializado y entrenado, asi como de equipo especifico, todo lo cual hace que su

coste sea mayor que el de las otras vias de administracidn descritas previamente.

5. 5. 2. Ensayos realizados en perros

En esta especie, al ser las enfermedades renales menos prevalentes, se ha investigado menos
sobre el uso de las CMMs para el tratamiento de las mismas. A dia de hoy, tan sélo hay dos

ensayos realizados en modelos de IRA inducida, y otro realizado en perros sanos.

En 2011, Yoo et al. realizaron un ensayo con dos perros sanos, con el objetivo de averiguar
como se comportaban estas células. Emplearon CMMs alogénicas de médula ésea marcadas
con particulas de hierro supermagnéticas (SPIO), y las inyectaron en la arteria femoral por
cirugia minimamente invasiva. Las principales conclusiones de este trabajo fueron: 1) que
mediante la cateterizacién de la arteria femoral las CMMs pueden localizarse en la arteria renal
con éxito; y 2) que las células marcadas con SPIO pueden verse en la corteza renal por
resonancia magnética, aunque desaparecian a los 8 dias tras ser administradas. A nivel renal,
observaron trazas de proteina y glucosa al principio y al tercer dia, asi como algunas lesiones

difusas importantes; a pesar de todo ello la funcién renal se mantuvo normal, lo que se asocia
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a que las CMMis sélo se administraron en uno de los lados en cada perro. También se produjo
un aumento significativo de las enzimas ALT (alanina aminotransferasa) y AST (aspartato

aminotransferasa) durante la primera semana, asi como lesiones histopatoldgicas en el higado.

En 2016, Lim et al. llevaron a cabo un ensayo con seis perros a los que previamente les
indujeron una IRA con cisplatino. A tres de ellos, les administraron CMMs autélogas de médula
dsea suspendidas en una solucién salina a través de la vena cefdlica, y a los otros tres les
proporcionaron sélo solucién salina. En este caso, aunque las células también estaban
marcadas con SPIO, no pudieron detectarse mediante resonancia magnética; sin embargo, si
gue pudieron detectarlas durante el analisis histopatoldgico (realizado en el dia cuatro) en los
glomérulos, con la tincién azul de prusia. Los hallazgos mas relevantes fueron un menor grado
de infiltracion de células inflamatorias y de fibrosis en el grupo que recibié las CMMs (aunque
la puntuacién no fue muy diferente entre un grupo y otro), y una mayor proliferacién de RTECs
(células epiteliales tubulares renales) también en este grupo. Pese a todo ello, no se consiguid

una mejora de la funcién renal.

En 2017, Lee et al. realizaron un nuevo estudio en perros a los que se les provocé una IRA
experimentalmente con gentamicina y cisplatino, y ésta fue al parecer la primera vez en la que
se obtuvieron efectos terapéuticos en un modelo de IRA canino. Emplearon un total de 11
perros; a tres de ellos les administraron CMMs de corddn umbilical canino por via intrarrenal, y
a los ocho restantes PBS por la misma via. Los niveles séricos de BUN y creatinina mejoraron

tras la administracion de CMMs, y la histologia mostré que los animales tratados con CMMs

mostraban menos lesiones. Asi, todos los animales tratados con CMMs sobrevivieron hasta el

momento de la eutanasia, mientras que seis de los ocho perros que recibieron PBS murieron.

Por tanto, en el caso de los perros, hasta el momento, la Unica via que parece haber
contribuido a la mejora de la funcidn renal ha sido la via intrarrenal. Quizas en esta especie si
gue podria ser una via adecuada para la administracion de las CMMs; pues, en general, son

animales que, en comparacion con los gatos, toleran mejor la manipulacidn y el estrés.

5. 5. 3. Diferencias con respecto a los resultados obtenidos en roedores

En roedores, se han llevado a cabo diversos estudios en los que se ha podido observar un
efecto terapéutico sobre el rifidn, y eso fue seguramente lo que impulsd las investigaciones en
la medicina veterinaria e incluso en la humana. Sin embargo, en la gran mayoria de ensayos

llevados a cabo en pequeiios animales, no se ha conseguido reproducir estos resultados. La
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mayoria de investigadores de pequefios animales sefialan que estas diferencias se deben a que
en el caso de los roedores la administracion de las CMMs se lleva a cabo a los pocos dias de
inducirles una insuficiencia renal experimentalmente, mientras que en el caso de los gatos se
realiza en animales en los que la enfermedad es crénica y lleva un tiempo de desarrollo
(Quimby et al., 2016). Hay quienes opinan que podria haber diferencias entre especies (Lim et

al., 2016).

5. 6. Situacidn actual de la terapia y perspectivas de futuro

Aungque es cierto que basandose en los modelos de enfermedad renal de roedores la terapia
con CMMs tiene un gran potencial en la medicina veterinaria, aun deberia considerarse

experimental para el tratamiento de la ERC e IRA canina y felina (Quimby, 2019).

Actualmente, esta terapia aun debe demostrar una evidencia definitiva de su eficacia. Ademas,
aun quedan muchas cuestiones por determinar, tales como la fuente éptima de obtencion de
CMMs, la dosis CMMs y el nUmero de administraciones, la via 6ptima de administracidn etc.
Por tanto, se requieren mds estudios para averiguar todas estas cuestiones que aun tienen

grandes interrogantes.

5. 7. Protocolo de administracion de CMMs por via intraarterial

Una vez realizada la revision bibliografica, teniendo en cuenta toda la informacion recopilada y
asumiendo que es necesario llevar a cabo mas estudios, el protocolo de tratamiento con CMMs
gue se podria proponer en un animal con ERC seria la administracién de CMMs alogénicas por

via intraarterial y bajo guia fluoroscépica.

A continuacién, se describe un protocolo de administracion de CMMs alogénicas por via

intraarterial y bajo guia fluoroscépica.

En primer lugar, se debe proceder a la obtencién de dichas CMMs alogénicas, que procederan
de donantes sanos. Para ello, estos animales se someten a una sedacién y a una laparotomia.
En la intervencion, se realiza una incisidon en el abdomen ventral craneal al ombligo, y se retira
grasa falciforme. El tejido adiposo obtenido se introduce en unos tubos cénicos de 50 ml con

15 ml de PBS (tampdn fosfato salino), que posteriormente son introducidos en un contenedor
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validado y con control de la temperatura (2-82C) que se envia a un laboratorio de
procesamiento de células madre para el aislamiento de las CMMs, testar la viabilidad, la

evaluacion visual, la cuantificacion y el control de calidad.

Una vez en el laboratorio, dicho tejido se procesa, siempre dentro de las primeras 36 horas tras
su recoleccion, y se preparan dosis de 3 x 106 células, aunque dosis de entre 1,5y 6 x 106
células se consideran aceptables. Las células se ponen finalmente en un volumen final de 3 ml

con PBS y se cargan en una jeringuilla estéril para su posterior inyeccion.

Los pacientes que van a recibir las CMMs deberan ingresar un dia antes de la intervencién
quirargica, para proporcionarles fluidoterapia intravenosa y asegurar asi una correcta
hidratacion previa a la anestesia. En el segundo dia tras el ingreso, se someten a anestesia
general y las CMMs se inyectan en la arteria renal izquierda o derecha, eligiéndose el lado de
inyeccién en funcién del tamafo renal, y realizandose en el del mds grande, o en caso de
igualdad de tamarios, al azar. El acceso intraarterial se lleva a cabo desde una arteria periférica

(cardtida o femoral), de manera que en cada intervencién se cambia de arteria de entrada.

Para el abordaje femoral, en primer lugar, se prepara asépticamente la regién inguinal.
Seguidamente, empleando una técnica estéril, se realiza una incisién de 2 cm sobre la arteria
femoral, y ésta se diseca y se aisla mediante suturas. El introductor que se emplea como via de
acceso se coloca en la arteria empleando la técnica Seldinger (Anexo 2, Imagen 1), la cual
requiere del siguiente material (Anexo 2, Imagen 2): catéter intravascular, guia hidrofilica e
introductor con dilatador (Anexo 2, Imagen 3). Primeramente, se punciona la arteria femoral
mediante un catéter intravascular de 22 gauges (Anexo 2, Imagen 4), a través del cual se avanza
una guia hidrofilica de 0,018” (Anexo 2, Imagen 5) hasta la arteria iliaca externa y la aorta
descendente. Después, tras retirar el catéter, se avanza sobre la guia un introductor de 4 Fr con
dilatador (Anexo 2, Imagen 6), hasta colocar el introductor dentro de la luz arterial. Una vez
colocado, se retira el dilatador (Anexo 2, Imagen 7) y el introductor se conecta a un lavador de
suero para evitar la formacion de trombos en su interior. De esta manera, el punto de acceso
en la arteria femoral estd listo para emplearse. Entonces, se introduce un microcatéter de 2,4
Fr sobre la guia de 0,018", avanzandose dicho microcatéter a través de la aorta (Anexo 2,
Imagen 8) hasta alcanzar la arteria renal elegida. Alcanzada la arteria renal seleccionada, se
inyecta en ella un volumen de 0,25-0,50 ml de contraste diluido al 50% (1:1 iohexol:solucion
salina estéril), para una angiografia digital, con el fin de asegurar la correcta localizacion del
catéter y un adecuado flujo sanguineo renal. Una vez comprobados, cualquier contraste que

permanezca en el catéter se retira y se desecha, y el catéter se purga con 1 ml de solucién
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salina. Tras esto, se inyecta una alicuota de 3 ml de células madre en el catéter y asi en la
arteria renal durante 3 minutos empleando un filtro Hemonate, y se infunden otros 1,5 ml de
solucidn salina para empujar dichas células fuera del catéter. Finalmente, se infunden 0,5 ml de
una mezcla de contraste al 50% para confirmar la permeabilidad de la arteria. Una vez
confirmada la permeabilidad, el catéter y el introductor se retiran, y se procede a suturar el
orificio de entrada en la arteria para evitar sangrado. La incisidn realizada en la piel se cierra

con una sutura de poliglecaprona 25.

Para el abordaje carotideo, el paciente se coloca en decubito dorsal, y el cuello se estira y se
prepara asépticamente. A continuacidn, se realiza una incisién de 3 cm en el surco yugular
derecho, entre la vena yugular y la trdquea, y se procede a la identificacién de la vaina
carotidea para aislar la arteria cardtida. Al igual que en el caso anterior, se aisla la arteria y se
coloca introductor de 4 Fr mediante la técnica Seldinger. El acceso a la arteria renal desde
carétida se realiza con el mismo material que en el caso de la arteria femoral, y lo que varia es
Unicamente la direcciéon de navegacion endovascular, ya que en este caso debe ser hacia aorta
abdominal hasta alcanzar las arterias renales. El cierre del acceso también se realiza de la

misma manera que en el caso anterior.

A los 14 dias, se realiza una nueva infusion de CMMs autdlogas mantenidas en

crioconservacion.

Durante todos los procedimientos, se realiza una monitorizacién anestésica estandar, y las
presiones arteriales medias se mantienen por encima de 60 mmHg. Tras la recuperacién
anestésica, los animales se hospitalizan durante 24 horas y se mantienen con fluidoterapia
intravenosa. Asimismo, se les administra buprenorfina cada 6-8 horas como analgésico hasta su

salida del hospital.

Para el seguimiento del paciente, se realiza una exploracion del mismo en cada una de sus
visitas al veterinario (dias 0, 2, 14, 30, 60 y 90), se mide la creatinina sérica pre y postoperatoria
en cada administracion de CMMs, se realiza un hemograma completo, una bioquimica, un
uriandlisis, un cultivo urinario, el ratio proteina/creatinina en orina (UPC) y una medicién de la
presién sanguinea en los dias 30, 60 y 90, y en el dia 90 se realiza también un test de
aclaramiento de iohexol. Ademas, se les pide a los propietarios que monitoricen a sus animales
en casa, prestando especial atencion al posible dolor abdominal, al apetito, a la pérdida de
peso, al estado de dnimo, al nivel de energia, al consumo de agua, a la miccidn, a los vémitos y

a la calidad de vida global.
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6. CONCLUSIONES / CONCLUSIONS

6. 1. Conclusiones

¢ La terapia con CMMs podria tener un gran potencial en el tratamiento de la IRA y ERC canina
y felina, pero por ahora debe considerarse experimental, pues aun debe demostrar una

evidencia definitiva de su eficacia.

¢ Todas las fuentes y vias de administracion de CMMs ofrecen ventajas e inconvenientes, sin

existir aln un consenso de cuales son las mas recomendables.

¢ El tejido adiposo, debido a su abundancia, su facilidad de obtencién y su elevado potencial
de proliferacién de CMMs parece ser uno de los origenes preferidos, si bien es cierto que
hay estudios que sefialan que las CMMs derivadas de médula dsea tienen una menor

expresion de factor tisular, factor implicado en la coagulacion.

¢ Una de las vias de administracion mas empleadas ha sido la intravenosa, que pese a ser mas
factible su aplicacidn clinica y permitir la activacién de ciertos mecanismos, puede provocar

tromboembolismos pulmonares y limitar el nUmero de células que llegan a su diana.

e La via intraarterial permite la llegada de un mayor nimero de CMMs a su diana, cabiendo
esperar de ella una mayor eficacia; pero requiere anestesia general, y se precisa de un

equipo especifico y personal altamente especializado.

e En gatos, la via intrarrenal ha tenido poco éxito, y la mayoria de estudios han optado por la
via intravenosa; muy recientemente se ha puesto a prueba la via intraarterial. En perros, sin

embargo, la Unica via que parece haber demostrado eficacia hasta ahora es la intrarrenal.

e Teniendo en cuenta la informacién disponible hasta el momento, el protocolo propuesto
consistiria en administrar CMMs alogénicas, obtenidas de tejido adiposo y administradas de

manera intraarterial.

6. 2. Conclusions

¢ MSC-based therapy could have a great potential for the treatment of canine and feline AKI
(acute kidney injury) and CKD (chronic kidney disease), but should be considered

experimental yet, as definitive evidence of efficacy is still needed.

¢ All the sources and administration routes offer advantages and disadvantages, and there is

still no consensus on which are the best.
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¢ Adipose tissue, due to its abundance, the easy harvesting and its great potential of MSC
proliferation, seems to be one of the favourite sources; nevertheless, some studies show
that bone marrow MSCs show a lower expression of tisular factor, which is involved in

coagulation.

¢ Intravenous administration has been one of the most used ones. Despite it is more feasible
and it induces certain mechanisms, it can lead to pulmonary thromboembolisms and it

reduces the amount of cells that reach the kidney.

¢ Intraarterial administration allows the arrival of a greater number of MSCs to its target,
which should lead to a higher therapeutic effect; however, it requires general anesthesia,

specific equipment and highly specialised staff.

¢ In cats, the intrarrenal administration has not been really successful, and most of the studies
have chosen the intravenous route; recently, the intraarterial route has been tested. In dogs,

however, intrarrenal route seems to be the only one which has been effective so far.

e Considering the information available so far, the proposed protocol would consist of
administering allogeneic MSCs, obtained from adipose tissue and administered

intraarterially.

7. VALORACION PERSONAL

El tema del trabajo era un campo completamente desconocido para mi, y cuando Carolina me
lo propuso me encantd, porque siempre he sentido un gran interés por los avances
terapéuticos, que brindan nuevas oportunidades a nuestros animales. Durante la busqueda
bibliografica, he descubierto que aln queda mucho por investigar en este tema, pero confio en
gue algun dia esta terapia se lleve a cabo con éxito, sea accesible para los diferentes
propietarios, y permita aumentar la supervivencia de los animales afectados por insuficiencia

renal.

La realizacién de este trabajo no sélo me ha permitido ampliar mis conocimientos sobre este
tema, sino que también me ha ayudado a aprender cémo realizar una correcta busqueda
bibliografica, a gestionar toda la informacidon obtenida de las diferentes fuentes, a

acostumbrarme a leer articulos cientificos, a conocer mas terminologia cientifica en inglés, ...

En definitiva, creo que me ha aportado muchas cosas buenas, y que pese a haber supuesto una

obligaciéon mas en este Ultimo afo de carrera, ha merecido la pena su realizacion.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Tablas de clasificacidon IRIS para la ERC

< 1,4 mg/dl (p)
< 1,6 mg/dl (g)

No azotémico

1,4-2 mg/dl (p)
1,6-2,8 mg/dl (g)

Azotemia leve

2,1-5 mg/dl (p)
2,9-5 mg/dl (g)

Azotemia moderada

v

>5mg/dl(pyg)

Azotemia severa

Tabla 1. Clasificacion de la ERC en base a la concentracion de creatinina sérica en perros (p) y

gatos (g).

Perros Gatos

<0,2 <0,2 No proteinurico
0,2-0,5 0,2-04 Al limite

>0,5 >0,4 Proteindrico

Tabla 2. Subclasificacion de la ERC en base a la proteinuria.

<140 Normotenso Minimo
140 - 159 Prehipertenso Bajo
160-179 Hipertenso Moderado

> 180 Severamente hipertenso Elevado

Tabla 3. Subclasificacidn de la ERC en base a la presidn arterial sistdlica.




Anexo 2. Imagenes del material y del procedimiento descrito en el protocolo

Imagen 1. Acceso intraarterial mediante la Imagen 2. Material de acceso intravascular.
técnica de Seldinger. De izquierda a derecha: introductor con
dilatador, catéter, guia hidrofilica.

Imagen 3. Introductor con dilatador Imagen 4. Catéter intravascular para la
empaquetado. entrada en la arteria de acceso.

Imagen 5. Introduccién de la guia a través Imagen 6. Introduccion del introductor con

del catéter. dilatador a través de la guia.

BUPULSE
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Imagen 7. Retirada del dilatador. Imagen 8. Imagen fluoroscépica del avance
del microcatéter por la arteria aorta en el

abordaie femoral.
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