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Resumen

Introduccidn: En el Instituto Nacional de Cardiologia de México se desarrolla una endoprdtesis (stent) coronaria liberadora
de farmacos para el tratamiento de la cardiopatia isquémica. Objetivo: Establecer el mejor modelo animal para las pruebas,
mostrar los avances en el prototipo del stent liberador de farmacos, evaluar la actividad antiproliferativa de dos farmacos y
los resultados histoldgicos. Método: Se realizaron cultivos de células de musculo liso para evaluar las propiedades antiproli-
ferativas de sirolimus y paclitaxel. Los farmacos fueron encapsulados en el interior de la matriz polimérica de los stents. Se
emplearon conejos y cerdos como modelos animales. Resultados: Sirolimus y paclitaxel mostraron efecto inhibitorio, mayor
en el segundo. La espectroscopia infrarroja y la microscopia dptica y electronica mostraron que la capa del polimero con el
farmaco se adheria adecuadamente al stent. A las cuatro semanas de seguimiento, ambos modelos animales mostraron
evolucion clinica satisfactoria y adecuada respuesta histoldgica, si bien el modelo porcino resulté mads conveniente para pro-
tocolos futuros. Conclusiones: Las pruebas preliminares del stent liberador de farmaco brindd bases para desarrollar el
protocolo con un nimero adecuado en cerdos y con seguimiento clinico angiografico e histopatoldgico a tres meses.

Endoprdtesis coronaria liberadora de farmaco. Sirolimus. Stent coronario.

Design, manufacture and initial tests of a drug-eluting coronary stent

Abstract

Introduction: A drug-eluting coronary stent is being developed at the National Institute of Cardiology of Mexico for the treat-
ment of ischemic heart disease. Objective: To establish the best animal model for the tests, to show the advances in the
drug-eluting stent prototype, to assess two drugs’ antiproliferative activity and histological results. Method: Smooth muscle cell
culture tests were performed in order to assess sirolimus and paclitaxel antiproliferative properties. The drugs were encapsu-
lated inside the polymeric matrix of the stents. Rabbits and pigs were used as animal models. Results: Sirolimus and pacli-
taxel showed an inhibitory effect, which was higher for the latter. Infrared spectroscopy and light and optical microscopy showed
that the drug/polymer layer properly adhered to the stent. At a four-week follow-up, both animal models showed satisfactory
clinical evolution and adequate histological response, although the porcine model was shown to be more suitable for future
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protocols. Conclusions: Preliminary tests of the drug-eluting stent provided bases for the development of a study protocol
with an adequate number of pigs and with clinical angiographic and histopathological three-month follow-up.

Drug-eluting coronary stent. Sirolimus. Coronary stent.

|ntroducci6n

Es incuestionable la importancia de las endoprote-
sis vasculares (stents) liberadoras de farmacos (SLF)
en el manejo de la cardiopatia isquémica aguda o
cronica."® Los SLF de primera generacion (Cypher™
y Taxus™) ocasionaron un efecto espectacular en la
practica clinica, principalmente por la drastica reduc-
cion de la reestenosis: de 30 % o mas con los stents
convencionales disminuyé a menos de 6 %.*5 Sin
embargo, a largo plazo se mantenia el riesgo de trom-
bosis® y se comenzd a reportar la presencia de
neoateroesclerosis.’

Han sido importantes los avances en la tecnologia
de los actuales SLF de segunda generacion: desde el
material para su fabricacion, el disefo, el recubri-
miento y el tipo de polimero, hasta el tipo de farmaco
antiproliferativo.? Entre las mejoras destacan los
numerosos metales y aleaciones que se han estu-
diado, los cuales brindan mayor fuerza radial o des-
plazamiento a los dispositivos. El soporte mas utilizado
en la actualidad es el fabricado con cromo-cobalto, el
cual ha permitido disminuir el grosor de las paredes
de las endoprétesis y, en consecuencia, la frecuencia
de la reestenosis. Otra innovacién son los polimeros
bicabsorbibles que se aplican en la cara externa del
dispositivo.® En una publicacidn reciente en la que se
comparo un SLF recubierta con polimero biodegrada-
ble que libera sirolimus versus un SLF recubierto por
polimero no biodegradable que libera everolimus, a 12
meses de seguimiento se demostré que no existian
diferencias.'

No cabe duda de que los progresos y mejoras con-
tinuaran y probablemente los mayores esfuerzos se
encaminaran a lograr, ademas del efecto antiprolifera-
tivo, una endotelizacion méas rapida y completa de la
superficie tratada, para evitar no solo la reestenosis
sino también la trombosis, el empleo de terapia antipla-
quetaria dual a largo plazo y la neoateroesclerosis.

Desde hace varios afnos, en México se han reali-
zado esfuerzos por desarrollar endoprotesis vascula-
res.""® Desde 2014, en el Instituto Nacional de
Cardiologia se comenz¢ el desarrollo de un stent
metalico desnudo (INC-01) con dos modelos, los cua-
les han sido sometidos a pruebas computacionales

de elemento finito, asi como pruebas mecanicas y
bioldgicas, con resultados satisfactorios,'s por lo que
se ha iniciado el protocolo en seres humanos.

Con la finalidad de continuar con este proyecto, se
planed desarrollar un SLF (INC D), con el mismo
soporte del INC-01. En este reporte inicial se descri-
ben los avances, la evaluacion antiproliferativa de
varios farmacos, el establecimiento del modelo animal
y la evaluacion histoldgica de los resultados.

Método

En el Departamento de Fisiologia del Instituto
Nacional de Cardiologia se efectuaron pruebas de las
propiedades antiproliferativas en cultivo de células
musculares lisas de dos farmacos: paclitaxel y siroli-
mus. El efecto de los medicamentos fue evaluado
mediante citometria en cultivos de células musculares
lisas, las cuales se tifieron con CellTrace™, (Thermo
Fisher); con el paclitaxel se emplearon dosis de 15,
50 y 100 nM y en el sirolimus, dosis equimolares.

Los SLF fueron fabricados por la empresa GSE
Biomedical y el Instituto Nacional de Cardiologia, con
el apoyo del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia.
Se utilizaron los siguientes farmacos:

- Sirolimus (Vetranal®, grado analitico) de
Sigma-Aldrich.
- Paclitaxel (= 95 %, grado HPLC) de
Sigma-Aldrich.

Se uso poliacido lactico, con una proporciéon de
20:80 de poliacido-L lactico:poliacido-D lactico. El
estudio se llevd a cabo en 18 stents INC-01 de alea-
cion cromo-cobalto.

El recubrimiento del polimero se colocé por pulve-
rizacion a través de un actuador ultrasénico de
113 kHz y 4-12 V a 4.5 cm del sustrato, con soluciones
de concentracion 1.0 % w/v de poliacido lactico.

Los farmacos se integraron encapsulados en el
interior de la matriz polimérica en una proporcién de
20:80 de peso del farmaco y el polimero, respectiva-
mente, siguiendo las concentraciones recomendadas
en la literatura.'s"”

De los 18 stents, seis fueron recubiertos con la
preparacion de sirolimus (INC D1) y seis con la pre-
paracion de paclitaxel (INC D2), manteniendo la



Abundes-Velasco A et al.:

cantidad recomendada de 150 + 10 ug de los farmacos
por stent. Todos los materiales fueron esterilizados en
autoclave.

Se evalud el recubrimiento de los stents mediante
microscopia oOptica digital y por espectroscopia infra-
rroja para confirmar la ausencia de interaccion entre la
matriz polimérica y el farmaco encapsulado; ademas,
se realizd un ensayo de microscopia electronica de
transmisién para calcular el grosor del recubrimiento.

La preparacion y montaje de los SLF se llevd a
cabo en un &rea especialmente disefiada para mon-
taje de dispositivos médicos, con ambiente controlado
y en condiciones de esterilidad. Se adquirieron balo-
nes para angioplastia (genéricos): dos de 3.0 mm de
didmetro x 20 mm de longitud y dos de 3.5 mm de
didmetro x 20 mm de longitud, sobre los cuales se
colocaron las endoprétesis mediante equipo especial
(dispositivo de prensado); la pelicula de polimero se
protegié con papel teflén. Se asegurd la sujecion y
centrado del stent en el baldn. Se realizé la medicion
del perfil del stent montado mediante un calibrador
vernier y mediante microscopia estereoscopica se
reviso la superficie. Se montaron dos stents con pacli-
taxel sobre balones de 3.0 y 3.5 mm de diametro,
respectivamente. Se procedié de la misma forma con
dos stents con sirolimus.

Se realiz6 empaquetado y sellado individual de los
dispositivos, con la identificacion del farmaco y el
tamafio del baldn. La esterilizacion se realizé mediante
gas.

Modelo leporido

Se emplearon dos conejos para cada una de las
tres técnicas de acceso vascular que se probaron;
diseccion carotidea, diseccion femoral y puncion
percutanea, las cuales resultaron de dificil ejecucion,
requirieron mucho tiempo y presentaron complica-
ciones locales. El acceso vascular se llevé a cabo
sin complicaciones solo en un espécimen mediante
puncién percutanea, en el cual se implanté el stent
INC D1 (sirolimus). Se traté de un conejo Nueva
Zelanda (Oryctolagus cuniculus) macho de cuatro
meses y 3.5 kg, obtenido del Centro de Ensefanza,
Investigacion y Extension en Produccion Avicola de
la Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM), previa autorizacion del comité cientifico y
de manejo de animales del Instituto Nacional de
Cardiologia. El conejo recibié aspirina y clopidogrel
como premedicacion y fue sedado una hora antes
del procedimiento quirurgico.

Se realiz6 puncion de la arteria femoral izquierda
mediante técnica de Seldinger y se colocé un catéter
introductor de calibre 4 Fr. Se administraron 400 uni-
dades de heparina. Se dirigié una guia coronaria de
0.014” hasta el arco adrtico y a continuacién se des-
plaz6 el stent INC D1 de 3.5 x 18 mm, el cual se
implantdé en la aorta abdominal a 16 atmdsferas, con
una relacion stent/aorta de 1.2/1 (ligeramente sobre-
expandido). La adecuada expansion del stent fue
corroborada mediante aortografia de control. El tiempo
de fluoroscopia fue de 12 minutos y se utilizaron
10 mL de medio de contraste (Hexabrix™, Guerbet).

Durante cuatro semanas de seguimiento se admi-
nistraron 50 mg/dia de aspirina y 7.5 mg/dia de clo-
pidogrel, ambos por via oral. Al finalizar el seguimiento
se realizd eutanasia bajo sedacién profunda con
1 mEqg/kg de solucién de cloruro de potasio.
Posteriormente se realizé autopsia de corazon, corte
de aorta toracica-abdominal y extraccion manual de
la endoprotesis vascular. Se llevaron a cabo cortes
de 5 um de las muestras, las cuales fueron fijadas en
formol a 10 %. El estudio histopatoldgico se realiz6
con tinciones de hematoxilina-eosina y de Masson y
el andlisis morfométrico del sitio tratado se efectud
en el Departamento de Patologia del Instituto Nacional
de Cardiologia.

Modelo porcino

Se utilizé un solo espécimen, el cual resulté exitoso,
un cerdo Yorkshire hembra de tres meses de edad y
46 kg, obtenido del Centro de Ensefianza, Investigacion
y Extensién en Produccion Porcina de la UNAM, pre-
via autorizacion del comité cientifico y de manejo de
animales del Instituto Nacional de Cardiologia. Se
administré premedicacion con 100 mg de aspirina y
300 mg de clopidogrel.

Previa sedacion, asepsia y antisepsia de la region
femoral derecha y anestesia local con lidocaina
simple a 2 %, se realizé puncién de arteria femoral
derecha; mediante técnica de Seldinger se colocé
un catéter introductor femoral de calibre 6 Fr.
Posteriormente, se introdujo guia teflonada de
0.035” para continuar con el desplazamiento de un
catéter guia tipo Judkins derecho de calibre 6 Fr.
Se instald una céanula en la arteria coronaria dere-
cha, para introducir un filamento guia de 0.014” al
segmento distal y avanzar el stent INC D2 (paclita-
xel) de 3.5 x 18 mm, el cual se implanté en el seg-
mento medio de la arteria coronaria derecha a una
presiéon de 18 atmdsferas, con una relaciéon stent/
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Tincion celular mediante método CellTrace: de izquierda a derecha se puede observar la disminucion de la division celular con
paclitaxel. La mayor intensidad demuestra que las células se dividieron menos veces; la retencion del tinte indica la actividad antiproliferativa.

coronaria de 1.2/1. Posteriormente se insuflo el
balén para corroborar la adecuada expansion del
stent. Se utilizaron 80 mL de medio de contraste
(Hexabrix). El tiempo de fluoroscopia fue de 12
minutos. Se emplearon 7000 unidades de heparina
no fraccionada.

Durante las cuatro semanas de seguimiento, se
administraron 100 mg/dia de acido acetilsalicilico y
75 mg/dia de clopidogrel, via oral. Al final de este
periodo se realizd eutanasia bajo sedacion profunda
con 1 mEqg/kg de solucién de cloruro de potasio,
seguida de autopsia de corazon y diseccién de arte-
rias coronarias, fijaciéon con formol a 10 %, trata-
miento con electrodeposicion del stent INC D28 y
cortes con microtomo de 5 um. Para el estudio histo-
patoldgico se utilizaron tinciones de hematoxilina-eo-
sina y de Masson. El andlisis morfométrico de la
arteria coronaria tratada se realiz6 en el Departamento
de Patologia del Instituto.

Resultados

Del efecto antiproliferativo evaluado

Mediante tincién CellTrace se identific6 que el
numero de células resulté menor conforme aumenté
la dosis del farmaco, pero la intensidad del colorante
fue mayor, lo que sugiere menor divisién celular vy,
por lo tanto, mayor tincién del colorante, lo cual
indica la actividad antiproliferativa de los dos

medicamentos.
Con las mismas dosis de sirolimus se observé que
si bien las células mostraban mayor intensidad del

colorante, existio mayor numero de células que en la
evaluacion de paclitaxel, cuyo efecto antiproliferativo
al parecer es superior al del sirolimus a dosis equi-
molares (Figura 1).

Del recubrimiento polimero/farmaco

Se corrobord la integridad de la pelicula del poliacido
lactico de las endoproétesis mediante fotomicrografias.

Los SLF se sometieron a microscopia electrénica
de transmision. El recubrimiento polimérico con pacli-
taxel y sirolimus tuvo un grosor de 0.600 y 0.130 um,
respectivamente (Figura 2).

La ausencia de sefiales nuevas en la espectrosco-
pia infrarroja indicd que no se formaron grupos fun-
cionales nuevos como producto de una reaccion entre
la matriz polimérica y el farmaco encapsulado.

Del modelo leporido

Se considerd que la intervencion resultd exitosa.
Mediante angiografia se confirmé diametro luminal
adecuado después del implante, desplazamiento nor-
mal del medio de contraste, sin evidencia de disec-
cion, fugas de material de contraste o trombo
intravascular; ademas, se preservé la anatomia del
sitio tratado y los vasos secundarios. No se presen-
taron complicaciones con el implante del stent INC D1
en la aorta abdominal de conejo ni eventos
adversos.

Antes de este modelo se intentaron sin éxito dos
implantes, el primero por diseccion quirdrgica
carotidea y el segundo por diseccién inguinal de la
femoral.
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A) Microscopia electronica del recubrimiento de polimero sobre la superficie de la endoprotesis vascular de cromo-cobalto. B) Microscopia
electronica de barrido en tres aumentos (75, 200 y 500x): 1A, 1By 1C, polimero que libera paclitaxel; 2A, 2B y 2C, polimero que libera sirolimus.

Del modelo porcino

La intervencion fue exitosa, sin complicaciones ni
eventos adversos. Después del implante, por angio-
grafia se corrobord expansion adecuada de la arteria,
desplazamiento normal del medio de contraste, sin
evidencia de diseccion, fuga de material de contraste
0 trombo intravascular; se preservo la anatomia del
sitio tratado y los vasos secundarios. Este modelo
resulté mas adecuado y con mayor parecido a la ana-
tomia y fisiologia humanas.

Evaluacion técnica del implante del stent

La implantacién percutanea resultd satisfactoria en
ambos modelos: la liberacidn, desplazamiento, implan-
tacién y expansion de los SLF fueron adecuadas, asi
como el retiro del catéter baldn liberador y el andlisis
angiografico. Ademas, fue posible preservar los vasos
colaterales, con flujo sanguineo final normal.

Seguimiento y resultados histopatologicos

Ambos modelos mostraron aumento ponderal ade-
cuado durante el seguimiento de cuatro semanas, sin
presencia de eventos adversos.

La aorta de conejo se disec6 en forma longitudinal
para la extraccion del stent. No se observo prolifera-
cion neointimal ni datos de inflamacion o hemorragia.
El stent INC D1 mostré alta capacidad para inhibir la
proliferacién celular y la inflamacion. El stent INC-D2
se extrajo mediante corte transversal de la arteria coro-
naria del cerdo. Los puntales (struts) de la endoprote-
sis se observaron de café oscuro dispuestos en forma
oval o redonda en la zona de transicién de la intima y
el musculo liso. Se evidencid acentuada proliferacion

de la intima sobre la endoprétesis. Los puntales se
sujetaron parcialmente a la capa muscular, ligeramente
esclerosada, y se proyectaron a la intima fibrosa, con
escasos lipidos en forma de gotas o circunferencias.
El stent INC D2 no mostrd potencia para inhibir la pro-
liferacién neointimal con la concentracién del farmaco
utilizado en el modelo porcino (Figura 3).

Discusion

El gasto en investigacion y desarrollo experimental
es un indicador y, a la vez, un promotor del creci-
miento econémico de los diferentes paises. Gran
parte de la economia de los paises desarrollados se
basa en el conocimiento cientifico y tecnoldgico

En Estados Unidos se destina 2.79 % del producto
interno bruto a investigacién y desarrollo tecnoldgico,
el promedio en Latinoamérica es de 0.62 % y en
México se invierte 0.44 %.'“%0 Para acercarnos a
cifras mas competitivas, es indudable que en nuestro
pais se requieren esfuerzos enormes en los cuales
participen el gobierno y la iniciativa privada.

Con apoyo de GSE Biomedical y el Consejo Nacional
de Ciencia y Tecnologia, en el Instituto Nacional de
Cardiologia “Ignacio Chavez’, se inicio el proyecto de un
SLF (denominado INC D). Dado que se trata de tecno-
logia de punta y que se requiere la seleccién adecuada
de cada componente y recurso del proyecto, se estable-
cid la ruta de desarrollo descrita en este manuscrito. Los
resultados obtenidos son la base para elaborar el
proximo proyecto de investigacion: el protocolo animal
con el stent INC D, con seguimiento de tres y seis meses
para estudio final angiografico e histopatoldgico.

Con base en esta exploracion inicial concluimos
que continuaremos con el soporte de cromo-cobalto,
aleacion que tiene una excelente fuerza radial, es
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Figura 3. Angiografias e imdgenes histopatoldgicas de los modelos animales. A 'y B) Modelo lepcrido en el que se llevo a cabo acceso percutaneo
femoral izquierdo. La angiografia muestra integridad vascular de la aorta con el stent INC-D1 (sirolimus) y en la fotomicrografia de la aorta del conejo
se observan las muescas (flechas amarillas) que dejan los puntales del stent INC-D1 (sirolimus), sin proliferacion neointimal. C y D) Modelo porcino.
La imagen angiografica se obtuvo después del implante del stent INC-D2 (paclitaxel) en el tercio medio de la coronaria del cerdo. En la fotomicrogra-
fia de la arteria coronaria derecha del cerdo en corte transversal con el stent INC-D2 (paclitaxel) se observan dos puntales que sujetan parcialmente
la capa muscular discretamente esclerosada y se proyectan a la intima fibrosa con escasos lipidos en forma de gotas o circunferencias (40x).

radiopaca y puede ser sometida a resonancia
magnética de imagen, lo que permite su visualizacion
mediante fluoroscopia convencional.?'

El protocolo con el INC D se realizara con recubri-
miento de polimero biodegradable (poliacido lactico)
en la cara externa del dispositivo.

Algunos poliésteres termoplasticos como el poliacido
glicolico (PGA), poliacido lactico-coglicélico (PLGA) y el
polidcido lactico han demostrado ser materiales biode-
gradables adecuados para aplicaciones médicas. Debido
a su grupo metilo, el poligcido lactico es mas hidrofdbico
que el PGAy el PLGA, por lo que es mas adecuado para
el encapsulamiento de sustancias con baja o nula solu-
bilidad en agua, como el sirolimus.® La biodegradacion
del poliacido lactico ocurre por hidrdlisis, en la cual el
acido lactico liberado es eliminado por el cuerpo a través
del ciclo de Krebs en forma de biéxido de carbono y
agua, productos metabdlicos no toxicos.®

El recubrimiento solo de la cara externa del SLF
tiene la finalidad de inhibir el crecimiento celular y la

proliferaciéon neointimal unicamente en la pared del
vaso en contacto con los puntales del stenty, por otro
lado, favorecer que la superficie luminal sea mas
facilmente colonizada por endotelio sano.??

El farmaco antiproliferativo para el INC D sera siro-
limus, por su importante actividad inmunosupresora
que bloquea la sintesis proteica y el ciclo celular y
porque ha demostrado mayor efectividad contra la
reestenosis. En la actualidad, los macrolidos inmuno-
supresores son los mas aceptados para incorporarlos
a las endoprotesis vasculares farmacoactivas.®

El modelo animal sera el porcino, ya que existe
mayor evidencia en la literatura internacional para la
evaluacion de los SLF en esta especie, técnicamente
el procedimiento es mas sencillo y con menor
morbimortalidad durante el implante. Para compensar
el inconveniente del rapido aumento de talla y peso
de los animales durante el seguimiento,*?* se sobre-
dimensionard ligeramente el diametro del stent en
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relacion con el diametro del segmento de la coronaria
seleccionada.?®

La evaluacion histoldgica se llevard a cabo mediante
electrodeposicion modificada,'® porque se trata de un
método mas rapido y econdmico que la fijacion con
metacrilato; ademas, permite la conservacion intacta
del tejido.

Conclusiones

Se iniciara la fase de experimentacion con un
numero adecuado de cerdos con base en la evalua-
cion de los farmacos, la factibilidad para producir la
endoprotesis vascular, el procedimiento quirdrgico y
el espécimen mas apropiado. Si los resultados son
satisfactorios, se continuara con el protocolo clinico.

Se destaca la importancia del desarrollo tecnolo-
gico de dispositivos realizados en México, lo que per-
mitird la independencia y competitividad del pais.
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Los autores declaran no tener conflicto de interés
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Financiamiento
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