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RESUMEN

Introduccion: El modelo experimental porcino posee gran similitud
anatémica y fisiolégica con el corazén humano, y es de facil
reproductibilidad, lo que lo convierte en un modelo de gran ayuda para
probar nuevas generaciones de stents y balones. Este estudio tuvo
como objetivo analizar el desempefio de un modelo experimental para
intervencion coronaria percutanea en la evaluacion de distintos
dispositivos coronarios. Métodos: Se estudiaron 131 cerdos jovenes
de granja comercial, de los cuales 109 eran hembras, pesaban 26,4 +
3,2 kg, y fueron anestesiados, monitoreados y ventilados
mecénicamente, con acceso vascular obtenido por via femoral
(diseccidon o puncién). Luego e la cateterizaciéon selectiva de las
arterias coronarias con catéter JR 6 F, se procedid a la utilizacién del
dispositivo coronario a ser estudiado. Los animales fueron mantenidos
bajo ventilacion mecanica hasta la recuperaciéon y sometidos a
reestudios angiograficos 7, 28, 90 y/o 180 dias después del
procedimiento. Luego de la eutanasia, los corazones fueron
colectados y sometidos a andlisis macro y microscopicos.
Resultados: Se probaron seis stents farmacolégicos, dos balones
farmacolégicos y dos stents no farmacolégicos. El deceso intra
procedimiento no planeado incidi6 en 1,5% de los casos, y en el pos
procedimiento, en 9,2%, ocurriendo en un periodo de 12 horas a 6
dias (2,3 + 1,6 dias). Ademas de los andlisis obtenidos por la
angiografia, se realizaron, durante los procedimientos, ultrasonido
intracoronario en el 20% y tomografia de coherencia 6ptica en el 60%,
no habiéndose observado decesos relacionados al empleo de esas
herramientas. Conclusiones: ElI modelo experimental porcino
percutaneo mostré ser reproducible, con desempefio homogéneo
entre los varios dispositivos y de baja mortalidad, siendo una
herramienta
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ABSTRACT

Porcine Model for the Evaluation and
Development of Catheter-Based Coronary Devices:
an Essential Preclinical Tool

Background: The experimental porcine model is anatomically and
physiologically similar to the human heart, it is easily reproducible and
very useful to test new stent and balloon generations. This study was
aimed at analyzing an experimental model to evaluate different
coronary devices for percutaneous coronary intervention. Methods:
We evaluated 131 juvenile commercial farm pigs, 109 were female,
weighing 26.4 + 3.2 kg. They were anesthetized and had mechanical
ventilation and monitoring. Vascular access was obtained via the
femoral artery by dissection or puncture. The coronary device was
used after a selective catheterization of the coronary arteries with a JR
6 F catheter. Animals were maintained on mechanical ventilation until
recovery and were submitted to angiographic evaluation 7, 28, 90
and/or 180 days after the procedure. After euthanasia, the hearts were
collected and submitted to macro and microscopic analysis. Results:
Six drug-eluting stents, two drug-eluting balloons and two bare-metal
stents were tested. Unplanned deaths were obseived in 1.5% of the
cases during the procedures and in 9.2% of the cases after the
procedure, occurring within 12 hours to 6 days (2.3 + 1.6 days). In
addition to angiographic evaluations, intravascular ultrasound and
optical coherence tomography were performed during the procedures
in 20% and 60% of the cases, respectively. There was no deaths
related to the use of the devices. Conclusions:
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indispensable en la investigacion de nuevos dispositivos coronarios.

DESCRIPTORES: Modelos animales. Intervencion coronaria
percutanea. Stents farmacolégicos.

modelo experimental porcino es de gran utilidad para

probar nuevas generaciones de stents y balones,

siendo este el modelo méas usado en la evaluacion de
los dispositivos coronarios. Las principales ventajas de ese
modelo animal son sus similitudes anatémicas vy fisiolégicas
con los corazones humanos.' La distribucién de las arterias
coronarias, la irrigacion miocardica por colaterales, el sistema
de coagulacién y la actividad plaquetaria presentan gran
similitud con los humanos.**

A pesar de la cicatrizacién en respuesta a la lesion
vascular involucrar procesos y fases semejantes, el
transcurso de tiempo de los eventos en el porcino es diferente
del humano. Con base en los periodos de desarrollo de la
reestenosis tras el implante de stents no farmacolégicos, se
puede observar, en general, una relacién temporal de 1 para
6 *>° (animal para humano).

A pesar de la produccién de animales no ser cara, los
costos de manipulaciéon y de habilitacién son elevados. En
Brasil, las inversiones de los sectores publico y privado en
investigacion traslacional se justifican siempre y cuando el
objetivo final sea la aplicacion de tecnologias mejoradas,
muchas de ellas de desarrollo nacional, que deben traducirse
en beneficios para los pacientes portadores de enfermedad
cardiovascular.

Para participar en las actividades de investigacion,
desarrollo y innovacién en el campo de la intervencion
percutanea coronaria, blanco de intenso interés en diversos
paises del mundo, es necesario tener modelos animales bien
establecidos y reproducibles — y que esta viene siendo una
fase obligatoria en la evaluacién de la eficacia de cualquier
nuevo dispositivo coronario, exigidos por las agencias
reguladoras estadunidense (Food and Drug Administration -
FDA) y europea (European Medicines Agency - EMEA).'*"

Este estudio tuvo como objetivo analizar el desempefio
de un modelo experimental para intervencion coronaria
percutanea en la evaluacion de distintos dispositivos
coronarios.

METODOS

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo al
protocolo aprobado por el Comité de Etica en Investigacion
Institucional. Se utilizaron, en este estudio, cerdos de linaje
doméstico (Sus scrofa domestica, linhagem MS60
EMBRAPA). Todos los animales se sometieron a examenes
clinicos antes de iniciar el protocolo y sélo los que no tenian
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The experimental percutaneous porcine model proved to be
reproducible with similar outcomes and low mortality for the different
devices tested and is an essential tool for the evaluation of new
coronary devices.

DESCRIPTORS: Models, animal. Percutaneous coronary intervention.
Drug-eluting stents.

sefiales de enfermedad fueron utilizados. Los animales fueron
mantenidos en una granja comercial local, con libre acceso a
alimentos y agua durante los protocolos. Ellos fueron
aclimatados en la Division Experimental del Instituto del
Corazén del Hospital de Clinicas de la Universidad de San
Pablo (InCor-FMUSP) por lo menos 24 horas antes del
cateterismo.

Procedimiento anestésico

Los animales fueron sedados antes del procedimiento
con una mescla de clorhidrato de ketamina (8 mg/kg) y
clorhidrato de midazolam (0,5 mg/kg). Luego de 10 a 20
minutos, se obtuvo un acceso venoso (vena superficial de la
oreja). La anestesia se indujo con pentotal sédico (12,5
mg/kg) y, en seguida, se realizé intubacion orotraqueal con
laringoscopio de lamina recta larga (tubo de 7 o 7,5 mm). La
anestesia fue mantenida con isoflurano 1,5% a 2,5% y en
oxigeno a 100% en el equipo anestésico. Antes del
procedimiento los porcinos recibieron inyeccién intramuscular
de penicilina benzatinica 1,2 millén de unidades, para evitar
infecciones.

Medicaciones antiagregantes plaquetarias se iniciaron
24 horas antes del procedimiento. Ellas fueron el &acido
acetilsalicilico, en las dosis de 300 a 600 mg y clopidogrel, de
75 a 150 mg. La dosis de mantenimiento fue de 100 mgy 75
mg para el acido acetilsalicilico y para el clopidogrel,
respectivamente.

Cateterismo cardiaco e monitoreos invasivo y no
invasivo

Los cerdos bajo efecto de anestesia general fueron
colocados en posicion supina. La saturacion del oxigeno se
monitored por la cola del animal y la frecuencia y el ritmo
cardiacos por el monitor cardiaco. Luego de asepsia inguinal,
se introdujo una vaina vascular 6 F por vision directa en la
arteria femoral comun por puncién o diseccion, seguida de la
administracion de 10 mil unidades de heparina y
manteniéndose el monitoreo invasivo de la presion arterial.

Las arterias coronarias derecha e izquierda fueron
canuladas sectivamente utilizando catéter terapéutico
Judkins 6 F (Philips, Eindhoven, Holanda) monitoreado por
fluoroscopia proporcionada pelo equipo de angiografia digital
Philips BV Pulsera (Philips, Eindhoven, Holanda). Se
administré inyeccion intracoronaria de nitroglicerina en la
dosis de 200 ug y posterior inyeccion de contraste iodado
para adquisicion de la angiografia inicial. La proyeccion
angiografica de eleccion, tanto para la arteria coronaria
izquierda como para
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la derecha fue la oblicua anterior izquierda 60°.

En caso de arritmia ventricular aguda, se administraron
dosis en bolus de clorhidrato de lidocaina (2,5 a 12 mg/kg).
Cuando la fibrilacion ventricular era detectada, se realiz6
cardioversion eléctrica por la aplicacion de 200 a 300 J, con
las palas contra la pared anterior del térax.

Dispositivos probados, reestudio y eutanasia

Los dispositivos probados fueron balones
farmacolégicos, stents farmacolégicos e no farmacoldgicos.
El reestudio angiogréafico se realizé a 7, 28, 90 y 180 dias,
dependiendo del protocolo vigente.

Los animales, bajo efecto de anestesia profunda, fueron
sometidos a eutanasia, con una dosis letal de cloruro de
potasio. Se realizaron la toracotomia paramediana izquierda y
la apertura del pericardio, siendo las venas cavas, el tronco
de la arteria pulmonar y la aorta cuidadosamente pinzados y
seccionados e inmediatamente, se removié el corazén. A
continuacion, los corazones fueron lavados con agua potable
y se infundié una soluciéon de formol a 10%, bajo presion de
100 mmHg, en la raiz de la aorta, para perfusién coronaria
por 30 minutos. Los segmentos arteriales que contenian
stents se disecaron, removieron y fueron puestos en solucion
de formol al 10%, siendo, luego, encaminados para
procesamiento histolégico.

Empleo de métodos de imagen intravascular adjuntos

Antes de la realizaciébn de los métodos de imagen
intravascular, se administré nitrato intracoronario (mononitrato
de isosorbida) 10 a 20 mg o nitroglicerina 150 a 400 ug), con
el objetivo de promover la vasodilatacion epicardica y evitar
espasmo arterial.

Para la realizacién del ultrasonido intracoronario (USIC),
se utilizé el catéter Atlantis 40 Mhz conectado a la consola
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iLab (ambos de Boston Scientific Inc., Estados Unidos). La
adquisicion se realiz6 durante el retroceso automatico a 0,5
mm/s.

En la tomografia de coherencia éptica (TCO) se utilizé el
sistema OCT M2 (LightLab Imaging, Westford, Estados
Unidos), con retroceso automatizado del catéter de imagen
ImageWire™ (LightLab Imaging) a la velocidad de 1 a 2
mm/s, tras previa oclusién proximal de la arteria coronaria con
balon Helios® (LightLab Imaging) y infusién de suero
fisiolégico.

Microscopia electrénica de barrido

El segmento de la arteria coronaria que contenia el stent
fue disecado, removido y sometido a una seccion longitudinal,
habiendo sido una de las mitades enviada para estudio
anatomopatolégico y la otra para procesamiento especifico y
posterior andlisis en microscopio electrénico de barrido.

El hemisegmento que contenia el stent fue inmerso en
solucion de Karnovsky modificada por 12 horas a 4°C, lavado
en solucién tampén de cacodilato de sodio, fijado en solucién
tamponada de tetroxido de osmio a 1 % y deshidratado en
series crecientes de alcoholes, hasta el alcohol absoluto. El
secado de las muestras se hizo al punto critico en el aparato
Balzers CPD 030.

Las muestras fueron metalizadas con iones de oro en
aparato Balzers SCD 040 y analizadas en microscopio
electrénico de barrido modelo JSM 7401 S (JEOL, Jap6n) con
la toma de imagenes con aumento de 25 veces. Las
imagenes obtenidas se archivaron y sometieron a andlisis por
medio de los softwares Adobe® Photoshop® version 7.0
(Adobe Systems Inc.) y ImageJ version 1.42q para Windows
(NIH, Bethesda, Estados Unidos), siendo mensuradas las
areas de astas expuestas de los stents (mm?) y calculados los
porcentajes de endotelizacién para cada tipo de stent (Figura
1).

2 mm
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Figura 1. Microscopia electrénica de barrido de la arteria coronaria porcina 7 dias después del implante de stent farmacoldgico, donde se observan astas desnudas. En el
detalle, imagen de asta con delaminacién de la cobertura polimérica, magnificada a la derecha.
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Anélisis histopatolégico

Los cortes fueron coloreados con hematoxilina-eosina y
por la coloracion de Verhoeff para fibras elasticas vy,
posteriormente, analizados cualitativa y cuantitativamente por
patélogos y técnico especializado. En el andlisis cuantitativo
fueron utilizados los escores de inflamacion modificada de
Kornovski et ai.,'? el escore de fibrina™ y los escores de
injuria de Schwartz.*®

La cuantificacion del area de lumen, del area del stent,
del area de la lamina elastica interna, del area de la lamina
elastica externa y del espesor neointimal sobre las astas y
inter astas se realiz6 por medio del software de mensuracion
LeicaQWin (Leica Microsystems, Wetzlan, Alemania).

RESULTADOS

Se estudiaron 131 cerdos jovenes de granja comercial
del 2006 al 2012, siendo 109 fémeas, pesando 26,4 + 3,2 kg.
Los animales fueron mantenidos bajo ventilacion mecanica
hasta la recuperacion y sometidos a reestudios luego de 7,
28, 90 y 180 dias.

Fueron probados seis stents farmacolégicos, dos
balones farmacolégicos y dos stents no farmacolégicos
(Tabla 1). El deceso no planificado intra procedimiento fue de
1,5%, y pos procedimiento fue de 9,2%, ocurriendo entre 12
horas y hasta 6 dias (2,3 + 1,6 dias). Ademas de los andlisis
obtenidos por la angiografia, se realizaron durante los
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procedimientos, USIC en 20% y TCO en 60%, no habiéndose
observado decesos durante el empleo de esas herramientas
(Figura 2).

DISCUSION

El presente estudio refleja los resultados de un centro
pionero de validacién pre clinica en el pais, especificamente
organizado y equipado para la evaluaciéon cientifica de
dispositivos y procedimientos de intervencién coronaria
percutanea. En conocimiento adquirido con el modelo porcino
nos permitié, a lo largo de los afios, entre otros dispositivos,
participar del desarrollo del primer stent de concepcion
brasilefia, empleando innovaciones tecnolégicas para su
creacién.”®*° Tales resultados se obtuvieron gracias a la
implementaciéon de inimeros y complejos procesos, que se
iniciaron con la concepcién de un nuevo dispositivo de
prototipos endovascular y prosiguieron con las etapas de
confeccion de prototipos, pruebas de validacion pre clinicas
(mecénicas y biologicas in vitro y in vivo) y, finalmente,
pruebas de seguridad y eficacia en humanos.”

Formé parte de este proceso el analisis histopatologico,
gue mantiene el estandar vigente para la evaluacion de los
dispositivos a ser estudiados. Tal técnica de procesamiento
histolégico de vasos con implante de stent se configura como
uno de los puntos mas limitantes en el proceso, debido al
riesgo de damnificacion de los tejidos adyacentes a las astas
del stent. La inclusién en resina de metacrilato y el corte

TABLA 1
Descripcion de los dispositivos coronarios estudiados empleando el modelo porcino
Dispositivos Fecha n
estudiados
Stent liberador de oxido nitrico Abril de 2006 9
Stent nacional de cromo-cobalto Agosto de 2006 10
Stent supralimus vs. sirolimus Marzo de 2007 3

Stent nacional de cromo-cobalto pre montado

Stents metélicos de diferentes modelos

Stent nacional con sirolimus

Stent nacional con farmaco externo vs. interno y externo

Balones eluidores de sirolimus vs. Paclitaxel

Stent liberador de éxido nitrico

Balén eluidor de sirolimus

Stent eluidor de everolimus vs. eluidor de sirolimus

Stent nacional de cromo-cobalto vs. nacional con sirolimus 180 dias
Comparacioén de stents con coagulo vs. Trombo

Stent nacional de cromo-cobalto vs. sirolimus en overlapping
Stent nacional de cromo-cobalto vs. nacional con sirolimus 90 dias
Stent nanomagnético

Stent eluidor de sirolimus

Stent nacional con nuevo design

Septiembre de 2007

Julio de 2008 5
Octubre de 2008 6
Mayo de 2009 14
Diciembre de 2009 7
Marzo de 2010 4
Junio de 2010 16
Agosto de 2010 14
Septiembre de 2010 4
Noviembre de 2010 4
Diciembre de 2010 3
Diciembre de 2010 7
Junio de 2011 4
Septiembre de 2011 10
Septiembre de 2012 8
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Figura 2. Cortes transversales de arteria coronaria porcina con stent farmacoldgico. (A) Tomografia de coherencia 6ptica; (B) histologia; fC) imagenes sobrepuestas, con la
finalidad de elegir seccién transversa de la tomografia de coherencia éptica andloga a la imagen histolégica.

micrométrico de espécimen conteniendo metal constituyen
las principales dificultades que limitan el procesamiento
histolégico de stents a pocos centros en el mundo.

Actualmente, se recomienda que esos modelos,
anteriormente utilizados como tests de mesa para la
evaluacion de la eficacia de nuevos dispositivos, se
concentren especificamente en los aspectos de seguridad.?
Para que eso sea posible, el desempefio del stent debe ser
evaluado de forma secuencial. Por lo tanto, es fundamental
disponer de métodos de imagen intravascular que permitan la
evaluacion evolutiva en distintos momentos del proceso de
cicatrizacion vascular.

Si bien provee una estimativa volumétrica de todos los
tejidos neointimales, el USIC posee relacién poco precisa con
los resultados histolégicos.”**® Por eso esta no es la mejor
técnica para evaluar la presencia de fibrina o trombo, ni
posee resoluciéon espacial suficiente para verificar se las
astas del stent estan cubiertas o desnudas.

Por otra parte, la TCO mostr6 alta relacion con la
histologia®? debido a su alta resolucién axial, permitiendo
categorizar adecuadamente las astas del stent como
cubiertas o desnudas.”? Imagenes heterogéneas, con sefial
de baja intensidad luminosa, visibilizadas en la TCO, se
correlacionaron con areas de baja celularidad, con presencia
de fibrina e proteoglicano.**?"%

Actualmente se preconiza tal evalucion a los 28 dias a
fin de observar la ocurrencia de hiperplasia neointimal para
analizar los efectos a largo plazo. La segunda evaluacion
(después de 3 a 6 meses) depende de la época en que la
cicatrizacion del segmento tratado y la liberacion del farmaco
se hayan concluido. Es importante observar que, para los
stents farmacoldgicos, el FDA, que recomendaba un

intervalo de 6 meses luego del implante del stent, mas
recientemente extendié la recomendacion para hasta 1 afio
tras el implante,’®* para fines de la obtencién de los datos
pre clinicos.

CONCLUSIONES

El modelo experimental porcino percutaneo mostro ser
reproducible, con comportamiento homogéneo entre los
varios dispositivos probados, y de baja mortalidad, siendo una
herramienta imprescindible en la investigacion de nuevos
dispositivos coronarios.

SOPORTE FINANCIERO

Este estudio forma parte del Programa de Desarrollo
Nacional de Endoprétesis Vasculares (stents) (PDNS),
iniciado en 2004-2005. Cuenta con el soporte de la Secretaria
de Ciencia, Tecnologia e Insumos Estratégicos
(SCTIE)/Departamento de Ciencia y Tecnologia (DECIT) del
Ministerio da Salud (MS), del Consejo Nacional de
Desenvolvimiento Cientifico y Tecnoldgico (CNPq) y de la
Financiadora de Estudios e Proyectos (FINEP) del Ministerio
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