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INTRODUCCION

RESUMEN

Los stents farmacoactivos se asocian con retraso en la endotelizacion y fendémenos inflamatorios
persistentes demostrados histolégicamente. En la superficie luminal, mediante microscopio electronico
de barrido se observan también cimulos de células inflamatorias. Para cuantificar esta respuesta
inflamatoria se implantaron un stent de acero y dos stents farmacoactivos con distintas dosis de
vinblastina y el mismo polimero en las coronarias de 12 cerdos domésticos. Se analiz6 3 y 7 dias después
la densidad de células inflamatorias por area representativa (100 x 100 wm). La endotelizacion del stent
de acero fue mas completa que en los stents farmacoactivos a los 3 dias (p=0,016) y a los 7 dias
(p =0,0001). Los stents farmacoactivos indujeron un grado de inflamacién mayor que los stents de acero a
los 3 dias (11,8 & 3.5% frente al 4,5+ 2%; p=0,001) y a los 7 dias (26,3 + 4,4% frente al 1,2 +1,5%;
p=0,0001), con un patrén opuesto: la respuesta inflamatoria aumentaba con el tiempo en los stents
farmacoactivos, al contrario de lo que sucedia con los stents de acero.
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Scanning Electron Microscopy Analysis of Luminal Inflammation Induced by
Different Types of Coronary Stent in an Animal Model

ABSTRACT

There is histological evidence that drug-eluting stents are associated with delayed endothelialization
and a persistent inflammatory state. Moreover, clusters of inflammatory cells have been observed on
luminal surfaces by scanning electron microscopy. With the aim of quantifying this inflammatory
response, we implanted one bare-metal stent and two drug-eluting stents containing different doses of
vinblastine embedded in the same polymer into the coronary arteries of 12 domestic pigs. The density of
inflammatory cells in a representative area (100 x 100 wm) was quantified at 3 and 7 days.
Endothelialization was more complete in bare-metal stents than in drug-eluting stents at both 3 days
(P=.016) and 7 days (P=.0001). The degree of inflammation induced by the drug-eluting stents was
higher than that induced by the bare-metal stents at both 3 days (11.8 +3.5% vs. 4.5 + 2%; P=.001) and 7
days (26.3 +4.4% vs. 1.2 + 1.5%; P=.0001). In addition, the time sequence was inverted: the inflammatory
response increased over time with the drug-eluting stents, while the opposite occurred with the bare-metal
stents.
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nado con la aparicion de la complicacion mas grave relacionada
con estos dispositivos: la trombosis del stent, incluso en fases muy

Los stents coronarios farmacoactivos (SFA) han demostrado su
eficacia en la reduccién de la reestenosis'2. Sin embargo, bien sea
por los efectos antiproliferativos de los farmacos empleados, bien
por el propio polimero empleado para su liberacion controlada, los
SFA se asocian con retraso en la endotelizacion y fenémenos
inflamatorios persistentes®®. Ambos fenémenos se han relacio-
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tardias®.

Los datos referidos se basan en el andlisis histologico de las
piezas procedentes de experimentacion animal y de necropsias
humanas. Para el analisis de la endotelizacion de los stents, se ha
empleado frecuentemente el microscopio electrénico de barrido
(Scanning Electron Microscopy [SEM]), con el que se puede observar
células inflamatorias en la pared arterial y el stent. El objetivo de
este estudio es describir un método de analisis de la inflamacion
superficial (luminal) inducida por los stents coronarios que permita
valorar su magnitud y la evolucion en distintos tipos de dispositivo.
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METODOS

Los procedimientos experimentales se llevaron a cabo en 12
cerdos domeésticos (25 + 3 kg), siguiendo las directivas generales
para la proteccion de los animales de experimentacion (Directiva 86/
609/CEE, RD 1201/2005), bajo la supervision de nuestro comité
bioético.

Los procedimientos de sedacion, analgesia, anestesia y endo-
vascular se han descrito previamente’. Se implantaron un stent de
acero inoxidable (SA, Apolo® 3,5 x 18 mm, Iberhospitex S.A.,
Espafa) y dos stents farmacoactivos con distintas dosis de
vinblastina (SFA1, 0,18 pg/mm? y SFA2, 0,36 pg/mm?) y el mismo
polimero liberador (polimero P5®, Iberhospitex S.A.-Palau Pharma
S.A., Espafia) en cada una de las tres coronarias de forma aleatoria
para que la distribucion por arterias (descendente anterior,
circunfleja y coronaria derecha) de los stents fuese la misma. La
presion de implantacion se adecudé para obtener una sobredi-
mension del 10%.

La eutanasia de los animales alos 3 (n = 6)y 7 dias (n = 6) tras la
implantacién se describié previamente’. El procesado para el
estudio con SEM sigue la metodologia descrita por Farb et al®. Las
superficies luminales de las hemisecciones se examinaron con
microscopio electrénico de barrido J[SM-6480 LV (JEOL, Japon).
Cada hemiseccion se fotografié digitalmente y se analiz6 la
superficie endotelizada en imagenes a 25 aumentos, empleando
imagenes en detalle (150-250 aumentos) para diferenciar las células
endoteliales de formaciones de fibrina u otros tipos celulares. Se
determind el porcentaje de endotelizacion midiendo el area total de
la pieza, valor corregido por la relacion metal/arteria (14%) y el
drea metalica no endotelizada mediante la siguiente férmula:
%=100 x [1 - (area no endotelizada | area total metalica)]. Se
seleccionaron 3-5 areas representativas (100 x 100 pm) (fig. 1) de

pared arterial adyacente al stent para estudiar la densidad de células
inflamatorias, de mayor tamafio que el resto de los elementos formes
sanguineos. Tras el procesado de la imagen mediante la determi-
nacion automatica de umbral con el software Image]-NIH Image 1.4
(National Institutes of Health, Estados Unidos), se cuantifico la
densidad de leucocitos con respecto al area analizada (porcentaje del
area total ocupada por células inflamatorias).

Se presentan los datos como media + desviacion estandar. Se
analizan las diferencias entre medias con el test de la t de Student y las
correlaciones mediante la r? de Pearson.

En la version electronica de este articulo se puede consultar
material adicional asociado a este apartado.

RESULTADOS

La endotelizacion de los SA fue mayor que la de ambos SFA a los
3 dias (82 + 18% frente al 28% + 14%; p=0,016) y 7 dias (97 + 3%
frente al 44 + 15%; p = 0,0001) (fig. 2). No se observaron diferencias
en la endotelizacion entre los dos SFA, las distintas arterias
(descendente anterior, circunfleja y coronaria derecha) ni relaci6on
con la razon stent/arteria (SA, 1,17 +0,1; SFA1, 1,07 +0,07; SFA2,
1,13 +£0,16; p=0/4).

Los SA mostraron menor densidad de células inflamatorias que
los SFA tanto a los 3 dias (4,5 + 2% frente al 11,8 + 3,5%; p = 0,001)
como a los 7 dias (1,2 +£1,5% frente al 26,3% + 4,4%; p=0,0001)
(fig. 3). No se apreciaron diferencias significativas entre los dos SFA.
En los SA disminuy6 de forma significativa la densidad de células
inflamatorias con el tiempo (4,5 + 2% frente al 1,2 + 1,5%; p = 0,0001),
mientras en los SFA el comportamiento fue inverso y aumentd de
forma significativa a los 7 dias (11,8 + 3,5% frente al 26,3 + 4,4%;
p =0,0001).

Figura 1. Procesado de las imagenes para analisis de la inflamacion. A: respuesta inflamatoria al stent en zona adyacente de la pared. B: procesado del umbral de
grises y seleccion de area representativa de 100 x 100 wm (cuadro rojo). C: detalle del tamafio y la morfologia de leucocitos (esféricos, ~10 wm; flecha roja),
hematies (biconcavos, ~5 pwm; flecha azul) y plaquetas (pequefios puntos < 1 m; flecha verde).

Figura 2. Ay B: endotelizacion de stent de acero. A: a los 3 dias, endotelizacién parcial del stent; areas desnudas (flechas). B: a los 7 dias, endotelizacion completa del
stent. C y D: endotelizacion de stent farmacoactivo. C: a los 3 dias, areas desnudas (flechas) y el resto cubierto de fibrina. D: a los 7 dias, endotelizacion irregular;
presencia de células gigantes (flechas).
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Figura 3. Grados de inflamacion. A: stent de acero, a los 3 dias, escasa presencia de células inflamatorias (pared y stent); endotelizacion parcial del stent; areas con
fibrina. B: stent farmacoactivo, a los 7 dias, intensa reaccién inflamatoria alrededor del stent; cobertura de fibrina y plaquetas en el stent.
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Figura 4. Correlacion entre el grado de endotelizacion y el de inflamacion. Resultados a los 3 dias (A) y a los 7 dias (B).

Se observaron correlaciones inversas entre el grado de
inflamacién y el porcentaje de endotelizacién, con valores de
?=-04 (p<0,011) a los 3 dias y r>=-0,84 (p < 0,0001) a los
7 dias (fig. 4).

DISCUSION

En el reciente documento de consenso® para el analisis
preclinico de los SFA, se recomienda la valoracién semicuantitativa
de la inflamacion inducida como uno de los parametros mas
relevantes. El método aqui descrito muestra escasa variabilidad y
ofrece resultados en una escala cuantitativa, lo que permitiria
comparar la respuesta a distintos dispositivos de forma mas
detallada.

Recientemente se ha publicado® la diferente respuesta a largo
plazo que se observa entre los dos SFA de primera generacion en
modelo porcino: la respuesta inflamatoria en profundidad y la
deposicion de fibrina distinguen uno de otro stent. Aunque los
autores reconocen la dificil extrapolacion al terreno clinico, no es
menos cierto que se trata de hallazgos no deseables. El analisis de la
inflamacién luminal completa el estudio de la respuesta a los SFA
con los fenémenos que tienen lugar en la interfaz stent-luz arterial,

esencial para la posterior endotelizacién®. De hecho, hemos
observado una significativa correlacién inversa entre la intensidad
de la respuesta inflamatoria y el porcentaje de superficie del stent
endotelizada.

Un hallazgo resefiable es el patron temporal de inflamacion,
decreciente en los stents metalicos y creciente en los SFA. En
nuestros resultados la liberacién del firmaco puede tener un papel
relevante, al tratarse de andlisis a corto plazo. Sin embargo, la
persistencia de estos fendmenos a muy largo plazo en otros
estudios®®® parecen confirmar el papel causal de los polimeros
empleados. El papel que pudiera desempefiar el polimero P5® en
un potencial aumento de la respuesta inflamatoria no puede
determinarse con los datos aqui presentados, pero hallazgos
preliminares'® no sustentan esa relacion.

La limitacion mas notable es la dificil extrapolacion de los datos
del modelo animal (joven y sano) al humano enfermo, aunque es lo
recomendado por el documento de consenso®. El empleo de
modelos de animales enfermos (diabéticos, hiperlipémicos por
deficiencia genética o inducida) se esta validando y atn no esta
recomendado. La falta de correlacion de los hallazgos con otras
técnicas de analisis (histopatologia) puede percibirse como otra
limitacion. Sin embargo, creemos que el método descrito, mas que
sustituir, complementa la informacion obtenida por otros medios.
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Queda por definir el papel que otros farmacos antiproliferativos
pueden desempefiar en la respuesta inflamatoria.

En conclusion, los SFA liberadores de vinblastina utilizados
en este estudio inducen un grado de inflamacién mayor que los
stents metalicos convencionales, con un patrén temporal opuesto:
aumenta con el tiempo en los SFA y disminuye con los
convencionales. Hay una correlaciéon significativa entre la
respuesta inflamatoria analizada y la endotelizacion del stent
coronario.
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