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RESUMEN

Introduccion y objetivos: Los balones liberadores de paclitaxel tienen demostrada eficacia en el
tratamiento y la prevencion de la restenosis. Sin embargo, no todos los dispositivos comercializados
son igualmente efectivos; por ello es importante comparar los resultados en un modelo preclinico.
Nuestro objetivo es analizar la seguridad y la eficacia preclinicas de distintos dispositivos.

Meétodos: En 17 cerdos domésticos (25 + 3 kg) se implantaron 51 stents metdlicos (Architect®, iVascular),
uno en cada rama coronaria principal, y se sobredilataron con distintos balones de control (n=10) o
liberadores de paclitaxel: balén liberador de paclitaxel 1 (iVascular) (n = 15); balén liberador de paclitaxel 2
(iVascular) (n=16) e In.Pact Falcon® (Medtronic) (n=10). Tras 28 dias, se analizaron los resultados de
restenosis (angiografia e histomorfometria) y de reparacion vascular: dafio vascular, endotelizacion,
persistencia de fibrina e inflamacion.

Resultados: Los distintos balones liberadores de paclitaxel mostraron valores similares de estenosis en el
seguimiento significativamente menores que los controles: angiografia, el 9 + 12% frente al 34 + 18%
(p < 0,0001); histomorfometria, el 22 4+ 8% frente al 51 + 18% (p < 0,0001). Los grados de dafio vascular
(0,6 +0,5) e inflamacion (0,8 + 0,3) fueron bajos, sin diferencias entre los grupos. Los marcadores del efecto
farmacoldgico fueron significativamente distintos entre los dispositivos liberadores de paclitaxel (sin
diferencias entre ellos) y los controles: superficie endotelizada, el 87 + 10% frente al 99 & 2% (p = 0,0007);
grado de fibrina, 2,1 & 0,7 frente a 0,4 4+ 0,5 (p < 0,0001). No hubo diferencias entre los distintos balones
liberadores de paclitaxel.

Conclusiones: En este modelo preclinico, los balones liberadores de paclitaxel analizados mostraron una
reduccion significativa de la restenosis. Aunque no se observaron datos de dafio vascular o inflamacién
persistentes, si se apreciaron los efectos de la accion farmacoldgica en forma de endotelizacion retrasada
y acumulacion de fibrina.

© 2013 Sociedad Espafiola de Cardiologia. Publicado por Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.

Safety and Efficacy of Different Paclitaxel-eluting Balloons in a Porcine Model

ABSTRACT

Introduction and objectives: Paclitaxel-eluting balloons have shown high antiproliferative efficacy in the
treatment and prevention of restenosis. Nevertheless, not all available devices are equally effective,
which makes it interesting to compare results in a preclinical model. Our objective was to assess the
preclinical efficacy and safety of different devices.

Methods: We implanted 51 metallic stents (Architect®, iVascular) in 17 domestic swine (mean, 25 [3] kg),
inserting 1 stent per major coronary artery. Stent postdilatation was performed with different control
balloons (n = 10) or paclitaxel-eluting balloons: paclitaxel-eluting balloon 1 (iVascular) (n = 15); paclitaxel-
eluting balloon 2 (iVascular) (n = 16) and In.Pact Falcon® (Medtronic) (n = 10). The restenosis rate (using
angiography and histomorphometry) and vascular healing parameters (balloon-related vascular injury
score, endothelialization rate, and fibrin and inflammation scores) were analyzed at 28 days.

Results: The distinct paclitaxel-eluting balloons showed a similar degree of stenosis at follow-up, which
was significantly lower than that in the control group: diameter stenosis was 9% (12%) vs 34% (18%) by
angiography (P < .0001) and was 22% (8%) vs 51% (18%) by histomorphometry (P < .0001). Scores for
vascular injury (mean, 0.6 [0.5]) and inflammation (mean, 0.8 [0.3]) were uniformly low across all
groups. Drug effect markers differed significantly between the paclitaxel-eluting balloons and control
groups, with lower endothelialization rates (87% [10%] vs 99% [2%]; P=.0007) and higher fibrin scores
(2.1 [0.7] vs 0.4 [0.5]; P <.0001) in the paclitaxel-eluting balloons groups. There were no differences
between the different paclitaxel-eluting balloons.
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Conclusions: In this preclinical model, the paclitaxel-eluting balloons studied significantly reduced in-
stent restenosis compared with the control balloons. Although there were no findings of persistent
vascular injury or inflammation, delayed endothelialization and fibrin aggregate suggest a drug

deposition response.

Full English text available from: www.revespcardiol.org/en
© 2013 Sociedad Espaiiola de Cardiologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Abreviaturas

BLP: bal6n liberador de paclitaxel

INTRODUCCION

Los stents coronarios proporcionan recubrimiento y un soporte
luminal que elimina practicamente el fenémeno de recuperacion
elastica y el posterior remodelado negativo del vaso, con lo que se
reduce la incidencia de restenosis respecto a la angioplastia con
balén en un 30%!%. Sin embargo, los stents metalicos no solo no
disminuyen la hiperplasia intimal, sino que conllevan un
comportamiento hiperproliferativo. Los stents farmacoactivos
han eliminado practicamente la apariciéon de restenosis causada
por proliferacién neointimal®>*. A cambio, se ha demostrado un
marcado enlentecimiento y deterioro de la reparacion vascular®—8
que puede traducirse clinicamente en la apariciéon de trombosis del
stent°~” y desarrollo de neoaterosclerosis”!°. La presencia de un
recubrimiento polimérico permanente se ha relacionado con
fenémenos de inflamacién persistente, hipersensibilidad y repa-
racién vascular deficiente tanto en modelos experimentales'!'!?
como en estudios necrépsicos humanos®®13,

Para evitar estos efectos indeseables, se han propuesto sistemas
alternativos para la administracion de farmacos antiproliferativos
como los balones liberadores de paclitaxel (BLP), de demostrada
eficacia en la prevencion y el tratamiento de la restenosis tanto en
modelos animales'*!> como en estudios clinicos'®!”. Sin embargo,
no todos los BLP disponibles actualmente ofrecen los mismos
resultados'®22, por lo que parece pertinente realizar analisis
comparativos de distintos dispositivos. Los objetivos de este
estudio son comparar los resultados en seguridad y eficacia
de distintos BLP en el recomendado modelo animal porcino de
arterias coronarias sanas>>%* y determinar la cinética de liberacién
y deposito arterial del farmaco.

METODOS
Modelo animal

Para la realizacion de este estudio experimental, aleatorizado,
controlado y ciego en el andlisis de las muestras finales, se
emplearon 17 cerdos domésticos (raza large white) de 2-3 meses
de edad y 25 =+ 3 kg de peso, procedentes de la granja experimental de
nuestro centro. Todos los procedimientos se llevaron a cabo segtn la
normativa legal vigente espafiola (Real Decreto 53/2013, de 1 de
febrero, por el que se establecen las normas basicas aplicables para la
proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia) y europea (Directiva 2010/63/UE) y
tras la aprobacion del comité ético local del protocolo del estudio.

Se pretrat6 a todos los animales, 24 h antes del procedimiento,
con acido acetilsalicilico (325 mg) y clopidogrel (300 mg). El
protocolo anestésico y la preparacion quirdrgica de los animales se
han descrito previamente®>2%, En breve, tras la preparacion de los
animales y la administracion de 5.000 Ul de heparina intravenosa,
se realizo abordaje de la arteria carétida izquierda para realizar

angiografia de ambas coronarias tras la administracion de
nitroglicerina intracoronaria.

Procedimiento coronario

Con el objetivo de implantar los dispositivos con una relacién
de tamafios stent:arteria de 1,1-1,2, se localiz6 el mejor segmento
en cada una de las tres coronarias mayores. Tras el paso de la guia
de angioplastia, en cada coronaria mayor se implant6 un stent de
cromo-cobalto (Architect®, iVascular) de 14 mm de longitud y
3,5 mm (en descendente anterior y coronaria derecha) o 3 mm (en
circunfleja) de calibre. La presién de hinchado se ajustoé para
alcanzar la sobredimension deseada. Tras el implante de los stents,
se realiz6 posdilatacion con distintos balones del mismo calibre
que el stent implantado y 20 mm de longitud, segin tabla de
asignacion aleatorizada. El hinchado se realiz6 a la presién nominal
que marcan los fabricantes durante 1 min (26 balones) o 2 min (25
balones) de manera aleatorizada para el analisis de posibles
diferencias en la liberacion del farmaco por los dispositivos.

Dispositivos analizados
Los balones empleados y su nimero fueron los siguientes:

1. Balon convencional de angioplastia, sin farmaco, control
(n=10): Xperience® (iVascular).

2. BLP 1 (n =15): formulacion experimental 1 (iVascular). Sobre la
base del balén Xperience®, se aplica paclitaxel (3 pg/mm? de
superficie) en formulacién nanocristalina combinada con un
plastificante biocompatible mediante tecnologia de deposicion
ultrasénica TransferTech®, que proporciona un fino recubri-
miento homogéneo. El fabricante calcula un tiempo de
liberacion del farmaco a priori en 30-60 s, de modo que el
inflado del balén por encima de 60 s no proporcionaria
liberacion adicional de farmaco.

3. BLP 2 (n =16): formulacién experimental 2 (iVascular). Similar
al BLP 1, con matriz transportadora del farmaco mas hidroéfila. La
combinacion de los grupos hidroéfilos de esta nueva matriz con
los grupos hidrofugos ya presentes en la cadena principal
proporciona un aumento de la polaridad en el recubrimiento, lo
que potencialmente incrementa la solubilidad del propio
farmaco.

4. BLP 3 (n=10): BLP comercial In.Pact Falcon® (Medtronic). La
formulacién de paclitaxel (3 pg/mm? de superficie) también es
cristalina, emplea como excipiente urea y se aplica al balén
mediante la tecnologia FreePac®.

Todos los materiales fueron suministrados por iVascular,
incluidos BLP 1 y BLP 2, dispositivos atin no comercializados. Tras
la aplicacion del tratamiento, se conservaron los balones para
analizar la cantidad de paclitaxel remanente en ellos mediante
cromatografia liquida de alta resolucion.

Andlisis angiografico

Al finalizar el procedimiento descrito en cada arteria, se realiz6
una nueva coronariografia tras la administracion intracoronaria de
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Tabla 1
Escalas de valoracién histopatolégica de la seguridad?®®

Grado 0 Grado 1

Grado 2 Grado 3

Dafio vascular (injury score), Sin deformacion
Schwartz et al*® LEI ni capa media

LEI lacerada, media comprimida

LEI y media laceradas, sin rotura de LEE Rotura de todas las capas,

afeccion de adventicia

Intensidad de inflamacion, Ausente Infiltrado linfohistiocitario ligero que  Acumulacién al menos moderada de células Acumulacién significativa
Kornowski et al*® rodea el stent inflamatorias alrededor del stent de de células inflamatorias
forma no circunferencial alrededor del stent de
forma circunferencial
Acumulacién de fibrina, Ausente Acumulacién moderada alrededor del Acumulacion moderada alrededor del Acumulacién intensa,

Suzuki et al*°

stent, < 1/4 circunferencia arterial

stent, >1/4 circunferencia arterial o
acumulacion intensa alrededor o fuera
del stent, < 1/4 circunferencia arterial

> 1/4 circunferencia arterial

LEE: lamina elastica externa; LEI: lamina eldstica interna.

nitroglicerina para determinar el diametro luminal minimo del
stent. A los 28 dias, se realiz6 coronariografia de control para la
determinacion del didmetro luminal minimo al seguimiento. Para
las mediciones de ambas variablesy los diametros de referencia de
la arteria tratada (valor promedio de los segmentos arteriales
situados 5 mm proximales y distales a los bordes del stent), se
empled el software de cuantificacién automatica Medis QCA-
CMS®, version 6.1. Se calculan los parametros de restenosis
angiograficos:

Pérdida tardia (late loss) = didmetro luminal minimo inicial -
didametro luminal minimo seguimiento

Porcentaje de estenosis por angiografia =[1 - (didmetro luminal
minimo seguimiento/diametro de referencia)] x 100.

Analisis histopatologico

Tras completar el estudio angiografico de control, se sacrificé a
los animales y se procedi6 al estudio anatomopatologico completo.
Tras el explante del corazon y la perfusion de las arterias coronarias
a presion-fijacion inicialmente con solucién salina tamponada con
fosfato y a continuacién con paraformaldehido al 4%, se disecaron
los segmentos arteriales tratados respetando al menos los 5 mm
proximales y distales. La inclusién en resina de estas muestras
permitio realizar secciones circunferenciales representativas de los
segmentos proximal, central y distal de cada una de las muestras,
para ofrecer asi valores medios en cada segmento estudiado. Tras la
desplastificacion de las secciones, se procedio a la tincion mediante
las habituales técnicas de hematoxilina-eosina y elastina de Van
Gieson. Con el fin de determinar una potencial toxicidad
farmacologica a distancia, se realizo el estudio microscopico de
distintos 6rganos (pulmon, rifiones, higado, bazo) y del miocardio
suplido por las arterias tratadas.

El andlisis histomorfométrico se realizd sobre imagenes
digitalizadas de las arterias recogidas con un microscopio Olympus
PRovis AX70® (Tokio, Japon) con camara digital Nikon DXM 1200®
incorporada, empleando el software Image]-NIH Image 1,4
(National Institutes of Health, Estados Unidos). La planimetria de
las areas luminal y de lamina elastica interna permite calcular las
dos variables de restenosis derivadas de la histologia:

Area de neointima = drea de lamina elastica interna - area
luminal

Porcentaje de estenosis por histologia = [1 - (area luminal/area
lamina elastica interna)] x 100.

El analisis histopatologico de la seguridad de los tratamientos se
basa en el anadlisis semicuantitativo de cuatro parametros
fundamentales?’ (tabla 1): el grado de dafio vascular (injury score)

segin Schwartz et al’®, la intensidad de la inflamacién seglin
Kornowski et al®°, la acumulacién de fibrina persistente segiin
Suzuki et al*° y el grado de (re)endotelizacién mediante el calculo
del porcentaje aproximado de cobertura de la superficie luminal
por células endoteliales. Dada la elevada cantidad de superficie
recubierta por células endoteliales a los 28 dias del tratamiento, se
realizd una valoracion adicional en la que se considerd la
rendotelizacion como total cuando la cobertura de la superficie
por células endoteliales era > 95%%7.

Estudio farmacocinético

Para comprobar la tasa de transferencia del paclitaxel a la
arteria, la remanencia de fairmaco en el balén y la liberacion al
torrente sanguineo, se realizd una fase experimental sobre 3
animales adicionales con el siguiente protocolo: tras obtener
canulacion selectiva de coronarias izquierda y derecha segin la
metodologia descrita previamente, se implantaron stents de
cromo-cobalto en los segmentos proximal o medio de cada una
de las ramas coronarias mayores que se usaron como marcadores.
Distal a cada uno de los stents, se realiz6 una dilatacion con balones
BLP 1 durante 60 s a presiones entre 7 y 10 atm para obtener
relaciones baldén:arteria de 1,1-1,2. Se programaron distintos
tiempos de seguimiento (15-30 min, 2 balones; 60-90 min, 2;
2 h, 2; 24 h, 3), tras los cuales se extrajeron las arterias tratadas
para su inmediata congelacion y posterior analisis. En los mismos
plazos temporales se extrajeron muestras de sangre periférica.

La determinacion de paclitaxel se realiz6 mediante cromato-
grafia liquida de alta resolucién. Las zonas arteriales tratadas
se procesaron mediante digestion de la muestra, los extractos se
concentraron a sequedad y se redisolvieron con 1 ml de
acetonitrilo. Tras la inyeccion de la muestra en el equipo
de cromatografia liquida de alta resolucién (1260 Infinity HPLC-
Chip/MS System, Agilent Technologies), se cuantific6 la cantidad de
paclitaxel por interpolacion a una recta de calibrado, y los
resultados se expresaron en microgramo de paclitaxel/gramo de
tejido. El flujo de trabajo fue de 0,8 ml/min, a través de una
columna Zorbax Eclipse Plus, C18, 5 um, 4,6 x 100 mmy deteccion
a 227 nm.

Metodologia estadistica

Los valores se expresan como proporciones y como
media + desviacion estandar, segiin corresponda al tipo de variable.
Las variables semicuantitativas, como las escalas de las variables de
seguridad analizadas por histopatologia, se presentan como
media + desviacion estandar (la forma mas habitual en las publica-
ciones previas) y como proporciones (como se recomienda en los
documentos de consenso®*?4),
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Tabla 2
Resultados angiograficos iniciales y a los 28 dias
Control (n=10) BLP 1 (n=15) BLP 2 (n=16) BLP 3 (n=10) P
Control frente a BLP Entre BLP

Diametro previo a stent (mm) 2,56 +0,33 2,55+0,31 2,57+0,32 2,66+0,43 0,87 0,75
DLM inicial (mm) 3,17+0,35 3,05+0,41 3,08 +£0,31 3,12+0,40 0,47 0,88
Presion implante stent (atm) 13,7+3,0 13,9433 15,1423 148+24 0,36 0,47
Presion hinchado balén (atm) 12,0+42 12,3433 13,0+£3,6 142429 0,40 0,40
Relacion stent:arteria 1,25+0,16 1,20+0,13 1,21+0,11 1,20+0,20 0,35 0,98
DLM seguimiento (mm) 1,84+0,63 2,61+0,59 2,77 +0,48 2,66 +0,48 <0,0001 0,70
DRef seguimiento (mm) 2,75+0,47 2,88+0,40 2,99+042 3,05+0,42 0,17 0,44
Pérdida tardia (mm) 1,33+0,50 0,44+0,53 0,31+0,30 0,46 +£0,41 < 0,0001 0,49
Porcentaje de estenosis angiografica 33,5+178 9,6+15,1 7,7+78 11,9+12,2 <0,0001 0,69

BLP: balon liberador de paclitaxel; DLM: diametro luminal minimo en el stent; DRef: diametro de referencia.

Los datos expresan media + desviacion estandar.

Se analizan las diferencias de las medias de los grupos con un
test de la t de Student y analisis de las varianzas; para
comparaciones miltiples, se utilizan los métodos post-hoc de
Dunnett (comparacién con control) y de Tukey (comparaciéon de
todos los pares). Las variables semicuantitativas se analizan
mediante el test de la x? y el exacto de Fisher. Para valorar la
potencial influencia que distintas variables (relacién stent:arteria,
arteria tratada, tiempo de hinchado e injury score) pueden tener en
los resultados finales, se realizan andlisis multivariables de
regresion logistica. Se consideran significativas las diferencias
con p < 0,05.

RESULTADOS

Todos los stents se implantaron y sobredilataron con los balones
asignados segin el protocolo. Durante los procedimientos se
produjeron 4 complicaciones transitorias sin relacion con los
dispositivos analizados: 1 embolia aérea en coronaria izquierda
por insuficiente purgado del catéter, que se resolvid con infusién de
aminas y oxigeno al 100%, y 3 casos (1 conBLP 1,1 conBLP2y 1 con
balon control) de trombosis coronarias distales causadas por
retraso en la administraciéon de heparina o dosis insuficiente de
esta, que se resolvieron con trombectomia. En ninguno de los casos
se observd afectacion final de los dispositivos implantados y
sobredilatados, que se conservaron permeables y con buen flujo. La
relacién de sobredilatacion stent:arteria obtenida en estas fases
alcanzé el objetivo programado, 1,21+ 0,14, sin diferencias
significativas entre arterias o los distintos grupos de tratamiento.
En los balones extraidos tras el tratamiento, se midieron muy

pequeiias cantidades de paclitaxel respecto al cargado inicialmente:
BLP 1, 1,04 + 1,47%; BLP 2, 0,46 4+ 0,56%, y BLP 3, 4,79 + 3,40%, sin
diferencias significativas entre ellos.

Los animales completaron el seguimiento segan lo previsto, y
los controles angiograficos y los analisis histologicos programados
se realizaron sin incidencias. En el analisis angiografico final todos
los segmentos tratados estaban permeables. En la necropsia se
observaron pequefias zonas de infarto no transmural en los 4
animales que sufrieron complicaciones durante el procedimiento;
las demas muestras cardiacas no presentaron alteraciones
relevantes. Los andlisis microscopicos de los 6rganos a distancia
no mostraron datos de toxicidad, hipersensibilidad o efecto alguno
del farmaco empleado.

Analisis de eficacia antirreestenotica

Se observan diferencias significativas (p < 0,0001) entre el
balon control y los distintos BLP, tanto en la pérdida tardia
(1,33+0,5 frente a 0,4 +0,42mm) como en el porcentaje de
estenosis por angiografia (33,54 17,8% frente a 9,44+ 11,8%). Las
diferencias entre los distintos sistemas BLP o segin el tiempo de
hinchado (1 o 2 min) no son significativas (tabla 2 y tabla 1 del
material suplementario).

Se analizan adecuadamente por histomorfometria todos los
segmentos arteriales para un total de 153 secciones. De forma
concordante con los resultados angiograficos, se aprecian mejores
resultados de restenosis (p < 0,0001) con los distintos BLP que con
el control. No se detectan diferencias entre los distintos BLP en

Tabla 3
Resultados histoldgicos a los 28 dias
Control (n=10) BLP 1 (n=15) BLP 2 (n=16) BLP 3 (n=10) p
Control frente a BLP Entre BLP

Area neointimal (mm?) 34+1.2 1,5+0,7 1,7+04 1,9+08 < 0,0001 0,18
Porcentaje de estenosis histologica 51,0+179 203+84 213+5,6 25,6+8,6 <0,0001 0,33
Injury score 0,88+0,56 0,64+0,31 0,51+0,52 0,59+0,56 0,076 0,43
Injury score > 1 (%) 50 7 25 20 0,042 0,24
Grado de inflamaci6n 0,89+0,16 0,79+0,34 0,75+0,23 0,91+0,37 0,40 0,22
Grado de inflamacion > 1 (%) 30 33 25 40 0,92 0,21
Grado de fibrina 0,43+0,47 2,26+0,84 2,19+0,51 1,70+0,78 <0,0001 0,08
Grado de fibrina > 1 (%) 30 93 100 90 <0,0001 0,42
Porcentaje de endotelizacion 99+1 86+11 84+ 11 93+4 0,0007 0,35
Endotelizacion completa (%) 100 40 12,5 20 0,0014 0,35

BLP: balon liberador de paclitaxel.
Salvo otra indicacién los datos expresan media + desviacion estandar.
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Figura 1. Secciones centrales de distintos stents sobredilatados con distintos balones, tincion elastina de Van Gieson. A: balon control; crecimiento neointimal
significativo, sin datos de inflamacién en profundidad, cobertura endotelial uniforme. Balones liberadores de paclitaxel, B: balén 1 (iVascular); C: balén 2
(iVascular), y D: balén 3 (In.Pact Falcon, Medtronic): escaso crecimiento neointimal, sin datos de inflamacién en profundidad, endotelizacion aceptable.

funcién del tiempo de hinchado (tabla 3, tabla 2 del material
suplementario y figura 1).

Se repiten los andlisis estadisticos excluyendo las arterias que
habian presentado los eventos mencionados previamente, sin
variacion significativa en los resultados. Se realizan andlisis
multivariables para valorar la potencial contribucion de distintos
factores conocidos en los valores observados. De forma indepen-
diente, se observa menor grado de restenosis en coronaria derecha
que en descendente anterior (p < 0,02) y, constante en todos los
modelos, con cualquier BLP que con el control (p <0,01), sin
diferencias entre los distintos BLP.

Andlisis de la seguridad

El andlisis histologico demuestra de manera general un grado
de dafio vascular (injury score) bajo, sin diferencias significativas
entre los grupos (control, 0,88 + 0,56 frente a todos los BLP,
0,58 + 0,46; p = 0,07). El mismo fenémeno se observa en el grado de

inflamacion, en general muy bajo (control, 0,89 + 0,16 frente a todos
los BLP, 0,80 & 0,31; p = 0,4). No se observa ninglin caso de necrosis de
la tinica media. Sin embargo, se detectan dos diferencias significa-
tivas, caracteristicas de la liberacion de paclitaxel (figura 2): a) la
acumulacion persistente de fibrina es significativamente mayor en los
BLP (2,09 4+ 0,73, sin diferencias entre ellos) que en el control
(0,43 £0,47; p=0,0001), y b) el porcentaje de superficie luminal
endotelizada es significativamente inferior en los BLP (87 + 10%, sin
diferencias significativas entre ellos) que en el control (99 & 1%;
p =0,0007). Se observa reendotelizacién total (cobertura endotelial
> 95%) en el 100% de los balones control frente al 40% de los BLP 1, el
12,5% de los BLP 2 y el 20% de los BLP 3.

Protocolo farmacocinético
Las cantidades de paclitaxel detectadas en las arterias tratadas

en este grupo de animales muestran un descenso progresivo de
las concentraciones desde las primeras determinaciones a los

Figura 2. Detalle de la respuesta arterial, tincién elastina de Van Gieson. A: balon control; crecimiento neointimal significativo, con endotelizacion completa de la
superficie luminal, sin datos de inflamacién y sin restos de fibrina. B: balon liberador de paclitaxel 1 (iVascular); menor crecimiento neointimal, con aceptable
endotelizacion luminal pero no completa (flechas) y acumulacion importante de fibrina alrededor del stent en profundidad (color parduzco).
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Figura 3. Concentracion de paclitaxel en la pared arterial en distintos puntos
temporales. Cromatografia liquida de alta resolucion.

15-30 min con 212 + 32 pg/g de tejido hasta las observadas a las
24 h, en las que atn se detectan 78 4+ 9 p.g/g de tejido (figura 3). No se
observaron concentraciones de paclitaxel detectables en sangre
periférica en ningin punto.

DISCUSION

Los principales resultados de este ensayo son: a) los BLP
empleados en este modelo preclinico reducen de manera
equivalente y significativa la restenosis causada por el implante
de stent, tanto por angiografia como por histologia; b) no se observa
una reaccion inflamatoria persistente ni un mayor grado de dafio
vascular que con los balones control, y c) la liberacion efectiva de
paclitaxel desde estos dispositivos se caracteriza por causar un
retraso en la reparacion vascular respecto al control, objetivable en
forma de menor grado de reendotelizacién y mayor persistencia de
fibrina en profundidad alrededor del stent.

Todos los parametros de eficacia antirreestendtica analizados
demuestran de forma consistente la superioridad de los distintos
BLP frente al control sin farmaco. Estudios previos ya han
demostrado la superior eficacia de distintos BLP comerciales
sobre el balén control'*'°, aunque en algunos casos las diferencias
no eran evidentes en todos los parametros analizados®®?!. El
modelo empleado es muy similar a otros anteriores con
seguimiento de 28 dias (equiparables a 6 meses en humanos),
con valores de sobredimension (stent:arteria, 1,21 + 0,14) y valores
de estenosis porcentual por angiografia (33,5+17,8%) y por
histologia (51 & 17,9%) en el grupo control similares a los citados
previamente!#1>2%26 En nuestra serie no hay diferencias entre los
distintos BLP empleados ni en funcién de los tiempos de hinchado,
que fue igual o superior al recomendado por los fabricantes. Estos
resultados se corroboran en los analisis multivariables que limitan la
influencia de posibles factores de confusion.

A pesar de la importante sobredimension, el grado de dafio
vascular inducido no es muy elevado, con un valor medio de
0,64 + 0,49 (12 de los 51 stents presentaban injury score medio > 1,
pero ninguno alcanzd el valor 2). No hay diferencias entre los grupos
de los distintos BLP, pero se aprecia una tendencia a mayor dafio
vascular en el grupo control. Esta relacion no se confirma en el analisis
multivariable, en el que solo se aprecia relacion entre el injury score y
la relacion stent:arteria, ligeramente mayor en los controles
(1,25 +0,16) que en los BLP (1,20 + 0,14). No se observan entre
los grupos diferencias en el grado de inflamacién persistente, con
valores bajos en todos los casos (media, 0,82 + 0,29). Este hallazgo
descarta fendmenos de toxicidad, en consonancia con la ausencia de
necrosis significativa de la media o de hipersensibilidad o alergia. La
ausencia de los polimeros que se emplean en muchos de los stents
liberadores de farmacos y que pueden perpetuar estos fendmenos
anormales de reparacién vascular>®!''~13 explicaria esta respuesta.

Sin embargo, si se observan dos fenémenos asociados con
retraso en la reparacion vascular, muy directamente relacionados
con el efecto antiproliferativo del paclitaxel: la reendotelizacion es
ligera pero significativamente menor con los BLP que con el
control; la presencia de fibrina alrededor del stent también es
significativamente mayor con los BLP que con el control. Esta
observacion coincide plenamente con lo descrito previamente:
Joner et al>° demostraron que solo los BLP eficaces en la reduccién
de restenosis muestran menor grado de reendotelizacion y mayor
grado de fibrina. Estas observaciones deben interpretarse como
prueba de concepto de la transferencia efectiva de paclitaxel a la
arteria. Algunos estudios previos refieren en forma descriptiva una
adecuada endotelizacion de los stents sobredilatados con BLP a los
28 dias'*!>, si bien es cierto que la valoracién de la reendoteli-
zacion de la arteria tras estos tratamientos es compleja, como
refleja la ausencia de una Gnica clasificacién para evaluarla®’. En
cualquier caso, la superficie endotelizada de los stents sobredila-
tados con BLP oscila entre el 84 + 3%y el 95 + 4%, muy similar a lo
descrito previamente con los BLP con eficacia antirreestenética?®2!.

La transferencia del firmaco desde los BLP es muy elevada, pues
menos del 10% del cargado inicialmente en el baléon permanece
tras el procedimiento. Las concentraciones de paclitaxel medidas
demuestran su persistencia en la pared arterial hasta 24 h tras su
administracion, lo que explica que un tiempo minimo de aplicacién
del farmaco puede traducirse en efectos a mas largo plazo. Los
valores medidos son practicamente superponibles a los observados
enotros estudios', en los que se aprecia una reduccién lineal de las
concentraciones desde la aplicacién del balon hasta las 24 h, con
posterior persistencia de los valores, sin grandes cambios hasta
los 28 dias.

Limitaciones

Como todos los modelos preclinicos, esta serie tiene sus
limitaciones inherentes: ningin modelo animal reproduce
todas las complejas caracteristicas de la enfermedad humana.
Los modelos de animal enfermo podrian reflejar algunas de estas
particularidades, pero atin se desconoce su significado exacto, por
ello se recomienda el modelo empleado para analizar la respuesta
vascular a este tipo de dispositivos?>?4. El modelo concreto de
implante de stent coronario y posterior sobredilatacién con balones
no refleja exactamente todas las condiciones clinicas en que se
usan estos dispositivos, pero constituye el mejor modelo experi-
mental en términos de induccion de restenosis, como lo demuestra
su uso en las series previamente publicadas!'®!%2%2131 Este
modelo comparte caracteristicas de las lesiones de novo y de la
restenosis; la discutida menor eficacia de los BLP en la primera
situacién podria influir en la ausencia de diferencias entre los BLP.
Si bien los resultados observados no permiten sefialar diferencias
entre los BLP analizados, no es descartable que existan entre otros
disefios no incluidos en este estudio?®2, La evaluacién histologica
con valoraciones semicuantitativas también supone una limitacion
en la precision; sin embargo, se emplean las escalas consensua-
das*>?%, El modelo empleado para el estudio farmacocinético
también puede ser discutible por no tener en cuenta el importante
papel que la presencia de placa aterosclerética puede tener en la
captacion del farmaco.

CONCLUSIONES

En el modelo preclinico de coronarias normales porcinas con
implante de stent y sobredilatacion con baloén, los BLP analizados
muestran una reduccion significativa de la restenosis en compa-
racion con el control. Aunque no se observan datos de dafio
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vascular o inflamacion persistentes, si se aprecian los efectos de la
accion farmacoldgica en forma de endotelizacién retrasada y
acumulacion de fibrina en profundidad.
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