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I. INTRODUCCION

1. Angioplastia y reestenosis coronaria: relevancia clinica

En sus poco mas de 25 afios de existencia, la angioplastia coronaria
transluminal percutanea (ACTP) se ha convertido en una de las intervenciones
terapéuticas mas frecuentes de la medicina actual. La idea de dilatar las arterias
por via percutanea fue introducida por Dotter y Judkins en 1964." Su método,
aplicable a vasos periféricos, consistia en la introducciéon de catéteres
progresivamente mas gruesos a través de una estenosis, de modo que el orificio de
entrada en la arteria era por lo menos igual al de la luz arterial conseguida. A
pesar de que la técnica no llegd a ser ampliamente utilizada en la practica, el
concepto de conseguir resolver una obstruccion arterial sin la necesidad de cirugia
sirvi6 para impulsar el desarrollo del balon de angioplastia a lo largo de los afios
siguientes. En 1977, Andreas R. Griintzig realizé la primera angioplastia
coronaria en un vardn de 38 afios con una estenosis unica y focal en la arteria
descendente anterior.” Los resultados en los primeros 50 pacientes no parecian
prever el enorme impacto que la técnica tendria en el futuro: la tasa de éxito fue
de 64%, con un 6% de infarto y con necesidad de cirugia de revascularizacion en
5 casos.’ Se estimo6 entonces que la dilatacién percutdnea podria ser utilizada en
estenosis focales aisladas en el arbol coronario proximal y por lo tanto seria

aplicable a un 15% de los pacientes con enfermedad coronaria.?

A lo largo de los afios siguientes, el desarrollo de un sistema de balon de
angioplastia guiado por un alambre-guia fino y flexible, permitié mejorar los
resultados inmediatos de la ACTP. Conjuntamente con los avances en el material
utilizado para la dilatacion, la mejoria en la calidad de las imagenes y la aparicién
de los equipos de rayos X digitales impulsaron la ampliacion de las indicaciones a
estenosis mas complejas y a pacientes con enfermedad de mdas de un vaso.
Posteriormente, la ACTP pasé a tener un papel clave en el tratamiento de

reperfusion del infarto agudo de miocardio y en el manejo de los sindromes



coronarios agudos sin elevacion del segmento ST. La mejoria técnica progresiva
del material y el aumento notable en la seguridad de los procedimientos con la
introducciéon del stent son los principales responsables de la gran difusion

experimentada por la técnica en estos ultimos afios.

En Espafia el nimero de intervenciones coronarias ha crecido de manera
exponencial en los ultimos afios: de los poco mas de 3500 procedimientos
registrados en el afio 1990, se pasé a cerca de 27000 intervenciones en el afio
2000.* En la actualidad, de los pacientes sometidos a coronariografia casi un 40%

se derivan a un procedimiento intervencionista percuta’meo.4

A lo largo de estas dos décadas de intensa investigacion y desarrollo, la
ACTP ha estado marcada por dos tipos de complicaciones. La primera es la
oclusion trombética precoz y subita de la arteria después de la dilatacidn, en
muchos casos relacionada con la diseccion de la pared del vaso producida por el
dispositivo de dilatacion. La introduccién de las protesis intracoronarias o stents y
la mejoria de las estrategias farmacoldgicas antiplaquetarias ha permitido reducir
la incidencia de oclusion precoz a menos de 1% de los casos. La segunda
limitacion de la ACTP es la recidiva de la lesion estenética, a veces de mayor
severidad que la lesion original, fendmeno conocido como reestenosis. A pesar de
que han sido muchos los avances técnicos que han permitido mejorar los
resultados inmediatos de las intervenciones percutaneas, la reestenosis sigue

ocurriendo en hasta un 20 a 30% de los pacientes.

Se han utilizado diferentes definiciones de reestenosis en los estudios
clinicos (tabla 1). La que mas frecuentemente se utiliza en la practica cardioldgica
habitual es la presencia de una estenosis de 50% o més en el segmento tratado
objetivada en una angiografia de seguimiento. De todos modos, mas relevante
para medir el impacto clinico de la reestenosis es la frecuencia con que se repite la
revascularizacion sobre el mismo vaso, variable conocida como reestenosis
clinica. Esta ultima es de 10 a 15% de una forma genérica, pero en algunas
circunstancias como la angioplastia de mas de un vaso, diabetes mellitus y arterias

de pequeiio calibre (<2,5 mm de diametro) puede alcanzar hasta el 50%.



Tabla 1: Algunas definiciones de reestenosis basadas en la angiografia de

seguimiento utilizadas en estudios clinicos.

Aumento de >30% de la estenosis presente inmediatamente postangioplastia
Estenosis inmediata postangioplastia <50% que aumenta a >70% en el
seguimiento

Aumento de la severidad de la estenosis a 10% mas por debajo de la estenosis
original

Pérdida de >50% del aumento en el didmetro luminal postangioplastia

Presencia de estenosis >50% en el seguimiento

Disminucion del didmetro luminal minimo >0,72 mm, con respecto a la

angiografia postangioplastia

En la busqueda de mejores resultados y menores tasas de reestenosis, se
han ido desarrollando otras formas alternativas o complementarias al balon de
angioplastia para conseguir la dilataciéon coronaria (tabla 2). De modo
esquematico estos dispositivos se pueden dividir en: (1) aquellos capaces de
reducir la cantidad de material aterosclerdtico, como los catéteres de aterectomia y

el laser, y (2) las protesis intracoronarias o stents.

La aterectomia direccional y la aterectomia rotacional han sido
comparadas con el balén en diferentes ensayos clinicos.’® A pesar de que se
experimentaron varias estrategias diferentes, mas o menos agresivas en cuanto a la
cantidad de tejido extraida, con o sin dilatacién complementaria, no se consiguid
demostrar una reduccién en las complicaciones inmediatas o en las tasas de
reestenosis. El laser excimer también se compar6 con el balén convencional sin

que se observara ventajas a medio-largo plazo.”"

El tnico instrumento de dilatacion que ha demostrado beneficios
convincentes comparado con la angioplastia con balén ha sido el stent, no solo por
su papel en la reduccion de la oclusion aguda tras angioplastia,''"'? sino también
con la demostracién de mejores resultados a mas largo plazo.'*?* Cuando el stent

se utiliza en lesiones relativamente cortas y en vasos grandes, la tasa de



reestenosis disminuye de un 30% a un 20%.'* Los datos favorables obtenidos y la
facilidad en obtener un excelente resultado angiografico explican la utilizaciéon
rutinaria del stent en mas de 80% de los procedimientos de revascularizacion

percutanea coronaria hoy en dia.

Tabla 2: Técnicas utilizadas en Intervencionismo Coronario para obtener un

aumento de la luz arterial

Ampliacion de la luz por dilatacion
Balon convencional
Stent

Baldn de corte

Ampliacion de la luz por retirada de tejido

Aterectomia direccional

Aterectomia de rotacion

Aterectomia de extraccion
Aterectomia de retirada (“pull-back™)

Laser

No obstante, a pesar de los stents, la reestenosis no ha dejado de ser un
problema. De hecho, la incidencia de reestenosis en lesiones no tan favorables
como las incluidas en los ensayos clinicos puede ser mucho mayor que el 20%
antes mencionado. Por otro lado, la reestenosis intrastent representa un nuevo
subgrupo de lesiones de muy dificil solucién desde el punto de vista de la
revascularizacion percutdnea. En estas situaciones, independiente del dispositivo

de angioplastia utilizado, la tasa de recidiva puede superar el 50%.%%

Afortunadamente, en la mayoria de los casos la reestenosis no se presenta
como un cuadro clinico catastréfico. La clinica suele ser mas bien progresiva y,

aunque con frecuencia conlleva una disminucion de la capacidad funcional del



10

individuo y se asocia a un ingreso hospitalario, el infarto de miocardio como
manifestacion de una lesion reestenética es raro. El impacto economico es otro
aspecto negativo de la reestenosis. Teniendo en cuenta las cerca de 27000
angioplastias realizadas en Espafia en el afio 2000 cabe esperar que de estos
pacientes, unos 4000 precisen una segunda intervencién percutinea o quirurgica
dentro de los primeros meses que siguen el procedimiento original. Al coste
adicional que suponen estas reintervenciones habria que sumar los gastos

originados por mayor necesidad de medicacion, reingresos y baja laboral.

La investigacion sobre la reestenosis tras la angioplastia coronaria es uno
de los factores que mdas ha impulsado el desarrollo del tratamiento moderno de la
cardiopatia isquémica. La aparicion de nuevas técnicas o estrategias
farmacoldgicas capaces de eliminar la reestenosis supondria un cambio
revolucionario en el manejo de la enfermedad coronaria, de forma similar a como
lo fue la introduccién de la cirugia de revascularizaciéon coronaria o la propia

angioplastia percutanea afios atras.
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2. Fisiopatologia de la reestenosis coronaria

2.1 Reparacion vascular y reestenosis

Cuando se infla un balén de angioplastia en una arteria coronaria con
enfermedad aterosclerdtica se consigue un incremento de la luz arterial gracias a
la distension mecanica de toda la pared arterial, incluida la adventicia, y también
debido a pequefias roturas que se producen en la placa aterosclerotica,
particularmente en la unién entre las estructuras mas fibrosas o calcificadas y las
mas blandas de la pared de la arteria. En este contexto, la reestenosis se interpreta
como la consecuencia final de una respuesta reparadora a esta agresion provocada

por el balén o cualquier otro dispositivo de dilatacion coronaria.

En el proceso de reestenosis tras angioplastia con baléon se pueden
distinguir tres componentes: 1) el retroceso elastico de la pared arterial tras la
dilatacidn; 2) la proliferacion anormal de células musculares lisas y formacion de
matriz extracelular; y 3) la constriccion de la pared vascular o remodelado.
Algunos minutos después de la distension mecanica de la arteria con un balén de
angioplastia se produce una pérdida en el 4rea luminal debido a un fenémeno de
retroceso elastico de la pared arterial. Esta pérdida puede alcanzar hasta un tercio
del diametro luminal que se habia ganado con la dilatacion pero no progresa mas

alla del primer dia tras la intervencién.?®

El segundo componente es la proliferacion de un tejido nuevo, conocido
como neointima, que ocupa las zonas de rotura o disecciéon de la placa
provocadas por el balén, y que a menudo crece de forma exagerada hacia la luz
arterial, lo que tiende a reobstruirla. El analisis del tejido neointimal extraido
mediante aterectomia direccional ha permitido demostrar que el principal
componente celular de este tejido de reparacion es la célula muscular lisa (CML)*
La exposicion de estructuras de la pared vascular al torrente circulatorio es el
motor inicial del proceso de reparacidon, que implica la transformaciéon y
proliferacion de CML desde la capa media de la arteria y sintesis de matriz
extracelular.’®' Por otro lado, recientemente se ha reconocido también una

participacion de los miofibroblastos de la adventicia en el proceso de formacion
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de la neointima.*>** Estos fibroblastos son células diferenciadas que pueden
contribuir también al proceso de constriccion de la arteria tras la lesién producida

por balén de angioplastia.34

Algunos datos provenientes de diversos modelos animales y también de
estudios clinicos permiten asegurar que la hiperplasia neointimal no es el tnico
mecanismo de pérdida luminal tardia tras angioplastia coronaria. Un factor de
igual o mayor importancia es un fallo en el aumento compensatorio del area
vascular o directamente una constriccién progresiva de la pared de la arteria.’>
Este ultimo proceso, conocido también como “remodelado negativo” o
“constrictivo” puede explicar mas del 50% de la pérdida luminal tardia cuando se
hace una angioplastia con balén. Este mecanismo no participa en la reestenosis
tras implantacion de stents, situacion en que practicamente el unico factor de

pérdida luminal tardia es la proliferacion de las CML."??

2.2 Reestenosis tras implantacion de stents

El mecanismo de dilatacion secundario a la implantacion de los stents es la
expansion de la circunferencia de todo el vaso, también con disrupciones de la
placa. A diferencia de la angioplastia con balon, esta expansion es mas simétrica y
suele ser mas extensa. La presencia de una estructura metalica apoyada en la
intima evita la reducciéon inmediata o tardia del area vascular total. En este
sentido, el éxito de los stents reduciendo de forma significativa la incidencia de
reestenosis postangioplastia se debe entender como la consecuencia de su efecto
protector frente a dos de los mecanismos anteriormente descritos: el retroceso

elastico y la constriccion progresiva o remodelado negativo de la arteria.

En realidad, la respuesta de la pared arterial a la implantaciéon de una
prétesis intraluminal suele ser més extensa que aquella producida por la
angioplastia con balén.*® Ademas de la agresion producida por la dilatacién del
balén sobre el que van montados la mayoria de los stents, hay que considerar la
agresion propia de la presencia de un dispositivo metalico enclavado en la pared
arterial y en contacto con la sangre circulante. De hecho, los stents, lejos de lograr
una reducciéon en la respuesta proliferativa de la célula muscular lisa, suelen

exacerbar esta respuesta.'* Aun asi, a pesar de un indice de pérdida luminal mayor
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que el producido tras angioplastia con balon, los stents consiguen un mejor
resultado tardio, fundamentalmente debido a una mayor ampliacion de la luz en el

momento de la dilatacion.

Es importante resaltar que el mecanismo subyacente de la reestenosis tras
la implantaciéon de stents coronarios es casi exclusivamente la hiperplasia
neointimal.>’* En este sentido, cualquier estrategia mecanica o farmacolégica
propuesta para disminuir la reestenosis debe tener como objetivo la reduccion de

esta respuesta celular.

2.3 Reestenosis tras aterectomia

La utilizacion de los dispositivos de aterectomia busca la reduccién del
volumen de la placa como mecanismo de ampliacion de la luz arterial. El
aterotomo direccional es el mas extensamente estudiado en el terreno clinico. Las
observaciones obtenidas con ecografia intravascular sugieren que el aumento del
volumen luminal tras aterectomia se debe a un doble componente de retirada de
tejido y estiramiento o dilatacion del vaso, probablemente por la modificacién de

la arquitectura del mismo.**

En contraste con la angioplastia con baldn, el retroceso elastico o pérdida
luminal aguda suele ser menos importante en el caso de la aterectomia

direccional.®’

Existen ciertas diferencias en el mecanismo de reduccidn progresiva de la
luz tras aterectomia direccional en comparacion con la angioplastia con balén. En
el caso de la aterectomia direccional existe una participacion mas marcada del
crecimiento de tejido neointimal en comparacion con el papel relativo del
remodelado.*** La proliferacién neointimal parece estar estrechamente
relacionada a la agresividad de la aterectomia, es decir, con la profundidad del
corte en la pared arterial.*> Por otro lado, en algunos estudios el remodelado
constrictivo se apunta como el mecanismo mas importante de reestenosis tras
aterectomia.*®*’ Estas aparentes discrepancias se podrian explicar por diferencias
entre caracteristicas basales de la placa® o por diferentes estrategias de
intervencion seguidas, ya que en algunos casos la retirada de tejido es minima y se

efectua una dilatacion con baldn para conseguir un resultado final adecuado.
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2.4 Mediadores biologicos

Entendida la angioplastia como una forma de lesién vascular y la
reestenosis como la consecuencia de una serie de mecanismos de respuesta a esta
lesién, el proceso de reparacion sigue diversos pasos biologicos que parecen
comunes a todos los dispositivos utilizados en las intervenciones percutaneas.
Dicho proceso tiene varias similitudes con el fenémeno de aterosclerosis, que
también es el producto de una respuesta combinada a una lesion vascular, esto si,
inducida de forma mucho mas lenta y prolongada. La respuesta biolégica al dafio
producido sobre la pared arterial incluye la formacién de trombo, la actividad de
mediadores de inflamacion, seguida de una intensa proliferacion celular y
formacién de una matriz extracelular. Por ultimo, el resultado final de esta serie de
factores es la formacion de un tejido de reparacion, combinado o no con cambios

en la geometria circunferencial del vaso.

2.4.a) Formacion de trombo

El proceso de reparaciéon vascular se inicia con la activacién de la
coagulacién y con la adhesién-agregacién plaquetaria.*®** La denudacién del
endotelio y exposicion de las estructuras subendoteliales a la sangre promueve la
activacion, adhesion y agregacion de plaquetas, que tiene como consecuencia la
liberacion de una serie de sustancias de su interior con propiedades
vasoconstrictoras y mitogénicas, como tromboxano A2, serotonina, y varios
factores de crecimiento. Estos factores de crecimiento, en especial el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), pero también el factor de crecimiento
tisular beta (TGF-f), el factor de crecimiento basico de fibroblastos (bFGF), junto
con la interleuquina-1, son los iniciadores de la transformacidon, migraciéon y
proliferacién de las CML desde la capa media hacia la intima, que culmina con la
formacion del tejido neointimal. Las plaquetas activadas también aceleran la
produccion de trombina, que a su vez es un importante activador plaquetario y

también tiene propiedades mitogénicas para las CML.*
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2.4.b) Respuesta inflamatoria
Una segunda fase en la respuesta natural a la lesidn vascular, sea esta
inducida por dilatacién con baldn, stents o aterectomia, tiene relacion con una

intensa actividad inflamatoria.’!"*?

Dicha respuesta inflamatoria incluye la
participacion de células mononucleares y polimorfonucleares que se adhieren a la
superficie intimal poco después de la lesion. La activacion de estas cé€lulas es
capaz de potenciar la agregaciéon plaquetaria y también tiene un papel en la
secrecion de mediadores bioquimicos con propiedades mitogénicas y de
quimioatraccién. La importancia de estos mediadores queda ratificada por
estudios que utilizan anticuerpos contra proteinas especificas de los macréfagos.
Dichos anticuerpos son capaces de reducir la respuesta neointimal que se origina

tras el dafio inducido en carétidas de ratas.”

2.4.c) Proliferacion celular y formacion de la matriz extracelular

Una vez producido el dafio sobre la estructura vascular y constituida la
reaccion trombética inicial, se liberan una serie de mediadores a nivel local que
promueven la activacién de CML en la capa media de la arteria. Las CML pasan a
proliferar, migrar hacia la zona de lesidn, y ademas fabricar componentes de la
nueva matriz extracelular. La transformacion de las CML se debe en ultima
instancia a la activacién de determinados oncogenes (c-fos, c-jun, c-myc), y es ya
evidente en las primeras horas después de la lesién experimental.’* Ademas de las
plaquetas, otros grupos celulares son fuente potencial de factores de crecimiento,
como las células endoteliales, macréfagos y las propias células musculares lisas

transformadas.

Los factores de crecimiento liberados por plaquetas, células inflamatorias
y CML no actian de forma aislada, sino bajo una compleja interaccion sinérgica
con algunos factores hormonales, como por ejemplo el eje renina-angiotensina-

aldosterona, serotonina, vasopresina y las endotelinas.*

En modelos experimentales, la proliferacion de CML es ya evidente 24
horas después de la lesion vascular y se continta durante al menos 2 semanas. La
cantidad de neointima que se acumula después de este periodo guarda relacién

con la sintesis de matriz extracelular por las CML modificadas. De hecho, dicha
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matriz representa la mayor parte del volumen del tejido neointimal.** Después del
segundo o tercer mes de la lesidn inicial, las CML pasan a un fenotipo contractil y
el proceso de creacion del tejido de reparacion se frena.”® Por otro lado, la matriz
extracelular no es un componente bioldgicamente inerte del tejido neointimal. Los
constituyentes de la matriz, como por ejemplo la fibronectina y la vitronectina,
pueden facilitar la migracién de las CML mediante la interaccién con moléculas

de adhesion (integrinas) expresadas en la pared de las CML activadas.*

El trauma mecanico inducido sobre la pared guarda una relacion directa
con el grado de formacién de tejido neointimal. A nivel experimental, la
denudacion endotelial sin dafio de la lamina eléstica interna o de la capa media
conlleva una respuesta neointimal minima.’’ En cambio, la respuesta es intensa
cuando se produce rotura de la ldmina elastica interna y lesion evidente sobre la
capa media.’® El dafio directo de la media parece funcionar por lo tanto como un
factor amplificador de la activacion y proliferacion de las CML y es un elemento

esencial en cualquier modelo experimental de reestenosis.

2.4.d) Remodelado vascular

El crecimiento exagerado de un tejido de reparacién no es el unico
mecanismo responsable de la reestenosis. En realidad, los estudios en humanos
con ecografia intravascular después de una angioplastia con baldn, han sugerido
que el principal factor de pérdida luminal tardia es la reduccion en el calibre total

384 Ta reduccién en el tamafio de los vasos como respuesta a

del vaso.
determinados estimulos es un concepto trasladado del estudio de 1la
arteriosclerosis y acufiado como remodelado. La forma mas habitual de
remodelado es el aumento del tamafio del vaso como una adaptacién al
crecimiento de tejido en la pared (remodelado positivo o excéntrico). Dichos
cambios fueron descritos inicialmente en humanos por Mann y cols® en 1972.
Glagov y cols® ampliaron este cdncepto en un estudio retrospectivo en 136
autopsias que documenté el mantenimiento de la luz arterial a pesar del
incremento en el volumen de placa aterosclerdtica gracias a un crecimiento global

del area vascular. Solamente cuando el volumen de placa superaba el 40% del

area contenida en la lamina elastica interna se producia una disminucion en la luz
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del vaso. A lo largo de los ultimos afios, el concepto de remodelado se ha
ampliado y se utiliza para definir cambios en el tamafio global de los vasos, tanto
en el sentido descrito inicialmente como favorable o compensador, que tiende a
preservar la luz arterial, como en el sentido desfavorable o patolégico que
contribuye a la obstrucciéon, conjuntamente con la formacién de tejido

aterosclerotico, o en este caso reestendtico.

Se conoce poco sobre los mecanismos que regulan el cambio en la
geometria de los vasos como respuesta a una agresion. En el caso del remodelado
compensador podria ser la consecuencia final de los cambios muy lentos en el
estrés de corte inducidos por el crecimiento hacia la luz. Este crecimiento
produciria un aumento del flujo en contacto con la pared luminal que dispararia
determinados cambios en la estructura de soporte de la matriz extracelular en el
sentido de preservar el estrés de corte en la intima.*®® El remodelado constrictivo,
por otro lado, debe estar en relaciéon con la mayor acumulacién de colageno y
elastina en la matriz extracelular a medida en que la respuesta celular reparativa

cede y la matriz extracelular se reorganiza pocas semanas después de la lesion.®!

La adventicia es un anillo de tejido que circunda el vaso en su pared
externa. Recientemente se ha reconocido que los cambios en la adventicia después
de una angioplastia pueden desempefiar un papel relevante en la pérdida luminal
tardia, sobre todo en lo relacionado al remodelado constrictivo. Algunos estudios
realizados en el modelo porcino de lesién coronaria sugieren que la respuesta
celular de la adventicia puede exceder la respuesta de la capa media.**% La
actividad proliferativa es maxima en el 3° dia después de la lesidn y se reduce a
partir del 14° dia. El fenotipo de los fibroblastos de la adventicia cambia y estas
células pasan a expresar proteinas propias de las CML como la alfa-actina. A los
28 dias de la lesion, la hipercelularidad de la adventicia disminuye y una cicatriz
densa y rica en colageno es ya evidente. En resumen, los cambios en la adventicia
producidos por el dafio a la capa media de la arteria se caracterizan por
proliferacién celular, formacion de miofibroblastos y una importante reaccion
fibrética secundaria a la acumulaciéon de matriz rica en coldgeno. Dichos cambios
tienen un papel clave en la perdida luminal progresiva después de una

angioplastia.
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3. Modelos experimentales de reestenosis

El estudio de los mecanismos y la prevencion de la reestenosis en el
terreno clinico presenta algunas dificultades practicas importantes. En primer
lugar, la realizacién de controles angiogréficos rutinarios en pacientes que en su
mayoria estan asintomaticos y sin datos funcionales de isquemia, conlleva riesgos
innecesarios. Por otro lado, la eleccion de puntos finales exclusivamente clinicos,
como la recidiva de los sintomas o la necesidad de nueva revascularizacion del
vaso tratado, obliga a un muestreo muy grande, lo que aumenta la complejidad y
los costes de los ensayos. Ademas, en los estudios clinicos no se dispone
normalmente de material histolégico para su analisis, siendo esto solo posible
cuando se utiliza aterectomia direccional o de extraccion. Pero la limitacién mas
importante, sin duda, es, como en cualquier ensayo clinico, la exposicion de
pacientes a los posibles efectos adversos de un farmaco que todavia no ha
demostrado su eficacia desde el punto de vista terapéutico. Por todo ello, una
etapa preclinica en modelos animales de lesion arterial es fundamental tanto para
el estudio de la fisiopatologia, cuanto para la evaluacion de las dianas terapéuticas
potenciales. No obstante, es esencial reconocer y comprender las limitaciones de
los estudios de experimentacion animal antes de extrapolar directamente los

resultados a la practica clinica.

En el estudio de la respuesta celular a la lesién se han empleado varias
especies animales incluyendo ratas, conejos, perros, cerdos y primates. Todos los
modelos exhiben cierta analogia con el modelo humano de angioplastia, pero cada

uno de ellos tiene sus ventajas y limitaciones y todos distan de la perfeccién.

3.1 Estudios en ratas

Este fue el primer modelo disefiado para el estudio de la lesién vascular.
Inicialmente se empled para estudiar la proliferacion celular en relacion con la
aterosclerosis y es anterior al desarrollo de la angioplastia coronaria.
Habitualmente el dafio o lesion vascular se induce en la arteria carétida con un
catéter Fogarty introducido quirargicamente.®® Tipicamente, los efectos sobre la

arteria se evaluan a las dos semanas del procedimiento. La extension del dafio se
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limita a una denudacién del endotelio vascular. Entre las ventajas de este modelo
figuran su facilidad de aplicacion y rapidez del anlisis, ademas del bajo coste. De
hecho, la mayoria de los estudios iniciales sobre la proliferacion de CML se han
realizado en este modelo experimental. Sin embargo, este tipo de dafio es
diferente del producido durante una angioplastia, ya que el balon de Fogarty dilata
o distiende la arteria a una presion mucho mas baja que el balén de angioplastia e
induce un dafio limitado a la intima, sin rotura de la capa media del vaso. Ademas
la lesion se produce sobre una arteria que tiene propiedades diferentes a las
coronarias, que son arterias con mayor componente muscular. Algunos fracasos
importantes de ensayos clinicos de farmacos frente a la reestenosis estaban

basados en resultados positivos previos en este modelo experimental murino.®*%

3.2 Modelos en conejos

El modelo de lesién vascular en conejos habitualmente se basa en una
doble lesién. La lesion inicial suele ser la denudacion endotelial con balén de
angioplastia en la arteria iliaca. Esta abrasion se complementa con una dieta
aterogénica con alto contenido de colesterol. Se forma asi una lesion
angiograficamente definible y después de algunas semanas se realiza una
angioplastia bajo control fluoroscépico en esta zona de estenosis. Esta maniobra
practicamente garantiza la reestenosis del segmento dilatado, que se analiza
histolégicamente cuatro semanas después. Los aspectos mas positivos de este
modelo estan en la similitud de los componentes de la lesion con los de la
angioplastia en humanos: existe diseccion de la media, formacion de trombo y
ademas el tejido de reparacion contiene CML, células inflamatorias y desarrollo
de una matriz extracelular similar a la observada en humanos. Sin embargo,
aunque el modelo es mas cercano a la reestenosis humana que el descrito en
ratones, persisten las diferencias en cuanto al tipo de arteria abordada y sobre todo
en cuanto a algunas de las caracteristicas biolégicas del tejido neointimal, como la

mayor presencia de células espumosas en este modelo experimental.®®

3.3 Modelo canino
Este modelo se ha utilizado sobre todo para probar dispositivos de

intervencionismo nuevos, dada la similitud con la anatomia coronaria humana. Sin
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embargo, la reaccion de la pared coronaria a la lesion con balén o stent suele
provocar una respuesta neointimal muy leve que resulta poco apropiada para la

evaluacion de diferentes farmacos frente a la reestenosis.

3.4 Modelo porcino

El modelo porcino permite la induccidon de lesiones en varios puntos del
arbol vascular, incluyendo las arterias coronarias, iliacas y cardtidas. La anatomia
coronaria es también muy similar a la humana, con importantes ventajas respecto
al modelo canino, como es el que la respuesta trombdtica y proliferativa es mas
cercana al modelo clinico. La forma mds frecuente de inducir la lesidn ha sido la
sobredilatacion con balén de angioplastia, aunque en los ultimos afios se viene
utilizando el stent sobredimensionado con mayor frecuencia. Algunas semanas
después de la lesion el animal es sacrificado y se analizan histolégicamente los
segmentos lesionados. Una importante dificultad para estudios a més largo plazo
es el gran incremento de peso que experimentan estos animales en un periodo de
tiempo relativamente corto (pocos meses). En contraste con el modelo de doble
lesién en conejos, en el cerdo no se suele inducir aterogénesis con una dieta rica
en colesterol ya que es necesario un tiempo muy prolongado para inducir este tipo
de lesiones.®® Si bien es factible actuar en modelos porcinos con un modelo de
doble lesion, por ejemplo induciendo una lesidon con balén o radiofrecuencia y
algunas semanas mas tarde aplicando una nueva dilatacién o implantacion de
stent, no se suele utilizar esta aproximacion por el alto coste y nuevamente por las

limitaciones de tiempo.

Tanto si se utiliza el balén solamente, como si el modelo utilizado es el del
stent o aterectomia, es necesario que exista una fractura de alguna de las
diferentes capas de la arteria para lograr una respuesta neointimal ficilmente
cuantificable.””® En particular, la cantidad de tejido neointimal formado se
correlaciona con la severidad del dafio a la ldmina elastica externa.®’ En el caso
especifico de los stents, los cambios crénicos en el estrés de corte y la presencia
de una superficie metalica en contacto con la sangre funcionan también como
estimulos adicionales para la proliferacién neointimal.®® Todo esto guarda una

importante similitud con el modelo clinico, lo que hace que el cerdo sea el animal
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mas idéneo para estudios de nuevas estrategias antireestenosis. La principal
limitacion esta en el hecho de actuar sobre un segmento sano de arteria, muy
diferente del sustrato de base presente en los pacientes sometidos a intervencion

coronaria percutanea.

3.5 Modelos de primates no humanos

Estos animales son los mas parecidos a la especie humana. Es posible
inducir lesiones aterosclerdticas mediante una dieta rica en colesterol, pero tardan
varios meses o afios en desarrollar lesiones.””’> Una vez desarrolladas seria
posible tratarlas con baldon, aterectomia o stents, pero el alto coste y las
dificultades de manejo de estos animales hacen impracticable utilizar este tipo de

modelo para el estudio experimental de la reestenosis.

3.6 Perspectiva general de los diferentes modelos experimentales

A pesar de la aceptacion de los estudios animales in vivo para el estudio de
la aterosclerosis y de la reestenosis, es relativamente frecuente encontrar
disparidad entre lo observado en ciertos modelos experimentales y la practica
clinica rutinaria.” Estas discrepancias pueden deberse a muy diversas razones,

entre ellas la frecuente eleccion de modelos experimentales inapropiados.

Existe una considerable variabilidad entre los modelos disponibles con
respecto al grado de respuesta neointimal.®**”">7¢ Esta respuesta varia en funcion
del tipo de animal estudiado, asi como del grado de lesién arterial provocada y
tipo de vaso escogido. Por ¢jemplo, la denudacion endotelial es generalmente
suficiente para inducir una reaccién neointimal en las caré6tidas, aorta ¢ iliacas de
la rata o conejo. Sin embargo, el grado de lesion debe ser sustancialmente mayor,
con rotura de la lamina eléstica interna, en modelos de animales grandes, como el
canino y el porcino para lograr proliferaciones neointimales significativas, esto
mismo parece suceder en los pacientes tratados con angioplastia. En este aspecto
se puede encontrar una cierta analogia con los hallazgos clinicos, ya que un grado
mayor de lesion arterial inducida por la angioplastia también se asocia a una
mayor pérdida luminal en el seguimiento.”’ Otra diferencia entre las especies

animales est4 en la participacion de la trombosis mural en el modelo. Esta es poco



22

evidente en el modelo de animales pequefios pero tiene una gran relevancia en la

respuesta neointimal del cerdo,% y probablemente también en el humano.

Las diferencias estructurales entre la pared vascular de las arterias
periféricas y de las coronarias son otro factor a tener en cuenta. Extrapolar las
conclusiones obtenidas con estudios en arterias iliaca, carétida o aorta al modelo
de reestenosis coronaria puede no ser correcto. Estas ultimas son arterias
musculares, con un contenido distinto de elastina y un origen filogenético de las
células musculares lisas diferente al de los grandes vasos. Asimismo, el grosor de
la intima varia y es en general mucho mas fina en animales pequefios. Las arterias
coronarias del cerdo se aproximan en tamafio y presentan caracteristicas
morfolégicas muy similares a las humanas, por lo que son consideradas por
muchos expertos como los mas apropiados para el estudio experimental de la
reestenosis postangioplastia coronaria. La principal limitaciéon en el modelo
porcino, ya mencionada previamente, radica en el hecho de que normalmente se

induce la lesion sobre segmentos arteriales sanos.

En cuanto al método utilizado para provocar la lesion arterial existen
considerables diferencias entre las distintas técnicas disponibles. La
sobredilatacion con baldn es sin duda la mas sencilla técnicamente y la de mas
bajo coste. Pero en la practica el efecto de la dilatacion sobre la pared vascular
suele no ser uniforme provocando variabilidad entre diferentes animales en un
mismo grupo de estudio. Es decir, utilizando la misma relacién balén/arteria en
ocasiones se logrard inducir dafio hasta la adventicia de la arteria con una
respuesta reparadora adecuada para el andlisis y sin embargo en otros casos el
dafio estara limitado a la intima y el volumen de tejido neointimal serd escaso para

valorar el efecto de cualquier intervencion terapéutica.

La colocacion de un stent sobredimensionado para el tamafio del vaso
practicamente garantiza la formacion de tejido neointimal, aunque muchas veces
el volumen de tejido es relativamente pequeiio. Al no permitir el remodelado
constrictivo de la arteria, el unico mecanismo de reestenosis en esta situacion es la
proliferacion de tejido neointimal, lo que restringe la actuacién experimental a la
observacion de los efectos sobre este ultimo mecanismo de pérdida luminal. Esto

no representa necesariamente una limitacion porque los stents son los dispositivos
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utilizados en la mayoria de los procedimientos de intervencionismo actual, lo que
ademads ofrece la posibilidad de utilizar una herramienta muy cercana al terreno
clinico. La implantacion de stents como modelo de lesion experimental tiene, no
obstante, el inconveniente del coste, ya que solo se puede utilizar una unidad para
cada segmento arterial a estudiar. Ademas, se hace necesaria la disponibilidad de
técnicas especiales para el corte histolégico de la arteria por la presencia de la

estructura metalica del stent en la pared vascular.

3.7 La aterectomia direccional como modelo experimental

En el presente estudio se utiliza la aterectomia direccional para la
induccioén del dafio arterial. La aterectomia direccional se basa en la extraccion de
parte del tejido arterial mediante el paso de una cuchilla de formato esférico que
gira a gran velocidad en el interior de una superficie cilindrica de metal, que esta
parcialmente abierta para permitir el contacto de la cuchilla con el tejido (figura
1). La particularidad de esta forma de aterectomia es su capacidad de realizar un
corte excéntrico en la arteria y no circunferencial como los demas. El dispositivo
lleva incorporado en el extremo opuesto al de la cuchilla un pequefio balén que,
una vez inflado, sirve para empujar el catéter hacia la pared contralateral de la
arteria. Los restos del tejido cortado quedan atrapados en una estructura conica
acoplada al extremo mas distal del catéter. La aterectomia direccional es muy
conocida en la practica intervencionista y en la actualidad se sigue utilizando en

determinadas situaciones como el tratamiento de lesiones en bifurcacion.”® 8!

La realizaciéon de un corte de tamafio uniforme en la pared arterial
garantiza el dafio en la lamina elstica interna y de parte de la capa media en
practicamente todos los segmentos abordados. Para que se produzca este corte en
la pared, no obstante, es necesario que se utilice una relacion adecuada entre el
tamafio del dispositivo y el diametro de la arteria. Si el corte es profundo y el dafio
se extiende a la adventicia, como ocurre en determinados casos en la practica
clinica, la reaccion vascular resultante es muy intensa.*® A diferencia del modelo
de balén, que produce disrupciones localizadas de la capa media, muy

dependiente de la elasticidad del tejido, el dafio con la aterectomia es mas
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Figura 1: Detalle del extremo distal del aterotomo de Simpson.
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controlado y localizado y, al menos desde el punto de vista teérico, podria dar

lugar a resultados mas reproducibles.

Una ventaja de la aterectomia direccional como modelo experimental de
lesién coronaria en comparacion con la angioplastia con balén podria ser la
disponibilidad del dispositivo como vehiculo de liberacién local de farmacos.
Durante el inflado del balén del aterotomo, la apertura o ventana del dispositivo
queda en contacto directo con la pared arterial y de este modo se puede utilizar la
luz interna del catéter para la instilacion de drogas con potencial antiproliferativo
en el sitio exacto de la lesion vascular. Este recurso técnico se ha tenido en cuenta
a la hora de elegir el modelo experimental de lesion coronaria del presente
proyecto. Es importante resefiar que la utilizacion del aterotomo como técnica de
tratamiento local habia sido ensayada en un estudio previo realizado por nuestro
grupo.®? Se demostré que la administracién local a través del aterotomo de una
solucién con elevadas concentraciones de heparina (1500 UI) y de aspirina (135
mg) inmediatamente después de la lesién vascular lograba una inhibicién
significativa de la respuesta trombotica que sigue a la angioplastia coronaria
(figura 2).

De forma andloga a los demds modelos de lesion vascular, con la
aterectomia direccional se ha demostrado una relacion directa entre la profundidad
y extension del corte y el grado de respuesta neointimal.®' La secuencia de
eventos disparados por la agresion vascular y la respuesta celular obtenida es
también equiparable al modelo de balén o stents sobredimensionados. Gonschior
y cols* estudiaron 200 segmentos de arterias femorales y carétidas de cerdos
domésticos sometidas a una aterectomia direccional (dispositivo idéntico al
utilizado en este trabajo). Las muestras fueron preparadas en diferentes momentos
de la evolucidn tras la lesién y los animales fueron divididos en tres grupos de
acuerdo con la profundidad del corte: afectacion solamente de la intima, lesion de
la capa media y lesion hasta la adventicia. En los segmentos arteriales con lesion
limitada a la intima apenas habia proliferacion neointimal y ésta se limitaba
practicamente a la zona donde se habia apoyado el balén. En cambio, cuando
habia dafio de la capa media y de la lamina elastica externa se objetivaba una

intensa reaccion polimorfonuclear y mioproliferativa. Los cambios morfoldgicos
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Tto. Local " Arshomho  Amamedis  sgeaLER
Heparina/ AAS 16 0,68 + 0,89 0,97 + 0,96 438+ 1,85
Salino 16 2,00 + 2,28 0,65+ 0,37 5,37+ 1,82
p <0,05 0,23 0,16

Figura 2: Efectos de la administracion local de heparina y aspirina
a través del aterotomo de Simpson sobre la formacion de trombo y
sobre el area de la media y area de la lamina elastica externa
(LEE). Se observé una reduccion significativa del area de trombo.
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producidos después de la aterectomia tiene varias similitudes con los modelos de
lesion producida por baldn o stent: agregacion plaquetaria y formacién de trombo
a las pocas horas del dafio vascular, reaccion inflamatoria con infiltraciéon de
células polimorfonucleares, monocitos y macroéfagos y formacion de un tejido de

reparacion compuesto por CML modificadas.?’

En resumen, la aterectomia direccional en arterias coronarias porcinas
parece adecuada como modelo experimental de lesion vascular y puede utilizarse
en estudios de intervencion farmacoldgica para la reestenosis. Con respecto a la
eleccion de la aterectomia direccional como forma de inducir el dafio vascular en

este trabajo, se han tenido en cuenta algunas ventajas potenciales de esta técnica:

1) la posibilidad de inducir un dafio arterial mas controlado y homogéneo
entre los grupos de estudio que con la técnica del balon de angioplastia

sobredimensionado;

2) la presencia de un tejido de reparacion facilmente delimitado y

cuantificable;

3) la posibilidad de utilizar el mismo catéter de aterectomia como

instrumento de instilacion local del farmaco;

4) el menor coste en comparacion con los stents, ya que un mismo
dispositivo de aterectomia podria servir para varios segmentos

arteriales en animales diferentes;

5) la experiencia previa de nuestro grupo con esta técnica.
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4. Prevencion de la reestenosis

4.1) Tratamiento farmacolégico sistémico para el control de la

reestenosis

El control farmacolégico de la reestenosis ha sido el objetivo maés
frecuentemente perseguido por los cardidlogos intervencionistas desde la
introducciéon de la angioplastia coronaria. Sin embargo, hasta ahora no se ha
conseguido encontrar ninguna estrategia farmacologica de uso sistémico con
impacto suficiente sobre la reestenosis que apoye su utilizacion habitual en el

terreno clinico.

Se han probado numerosos firmacos en modelos experimentales y
clinicos, incluyendo agentes antitromboticos, antiinflamatorios, antineoplasicos,
inmunosupresores, inhibidores directos o indirectos de factores mitogénicos,
farmacos hipolipemiantes y terapia génica. Muchos de estos estudios no han
avanzado mas alla de la fase preclinica de ensayo en modelos animales. En otros,
los resultado positivos en modelos experimentales o en ensayos clinicos pequefios
no se han visto luego confirmados por estudios clinicos mas apropiados.®*?¥ La
tabla 3 ofrece una lista de varios de los diferentes grupos farmacolégicos hasta
ahora ensayados. Gran parte de estos agentes presentan excesiva toxicidad para su
utilizaciéon por via sistémica, como por ejemplo los inmunosupresores o
antineoplasicos, y han sido probados inicamente en alguna forma de tratamiento
local. A continuacidn se resumen los hallazgos mas relevantes con los principales
grupos farmacolégicos probados por via sistémica en la investigacion contra la

reestenosis.

4.1.a) Farmacos antitromboéticos

Dado el importante papel de las plaquetas y de la formacioén de trombo en
los estadios iniciales del proceso de reparacién vascular tras la angioplastia es
facil entender porque la atenuacidn de la accion de las plaquetas o de la trombina

ha sido objeto de varios estudios.
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La aspirina es parte del tratamiento rutinario de los pacientes sometidos a
intervenciones vasculares percutaneas por su eficacia contra la oclusién precoz del
vaso.®% No obstante, a pesar de alguna evidencia positiva en un modelo
experimental en conejos,”® su utilizacién no parece reducir la incidencia de

reestenosis segun los resultados de los estudios clinicos realizados.”'*

Otros antiagregantes plaquetarios mas potentes que la aspirina, como los
bloqueantes especificos de los receptores de tromboxano A, el vapiprost o el
sulotroban, también fracasaron en demostrar reduccion de la reestenosis
angiografica después de una angioplastia.””* La prostaciclina que es un
vasodilatador y antiagregante plaquetario natural producido por las células
endoteliales ha sido valorado en dos ensayos clinicos con resultados igualmente
negativos.”>”® No obstante, un estudio con un analogo de la prostaciclina, el
ciprostene, si encontr6 una reduccidon significativa de eventos adversos que
pudieron estar relacionados con la reestenosis (revascularizacion coronaria
repetida, infarto o muerte)’’ pero lamentablemente este farmaco no ha sido
evaluado en otros ensayos mas robustos y con seguimiento angiografico que

demostrara la reduccidn de la incidencia de reestenosis.

Otras drogas antitromboéticas de uso frecuente en combinaciéon con la
aspirina para prevenir las complicaciones agudas tras la angioplastia también han
sido evaluadas para la reestenosis. La ticlopidina se utiliza durante las primeras
semanas después de la implantacién de un stent o en algunos casos en sustitucion
a la aspirina. A pesar de su papel en la prevencion de la trombosis subaguda del
stent,”® diversos ensayos clinicos muestran que es ineficaz en la prevencion de la
reestenosis  postangioplastia.”'” Se ha explorado también el papel
antiproliferativo de la heparina sobre la respuesta postangioplastia. La heparina
que in vitro tiene una accidén directa, no dependiente de su accién antitrombotica,
sobre las CML inhibiendo la sintesis de DNA y RNA,'*®!% ha demostrado
ausencia de beneficios sobre la tasa de reestenosis en un ensayo clinico
aleatorizado con un tratamiento mas prolongado que el habitual después de una
angioplastia.'® Otros ensayos clinicos también han demostrado la ineficacia de

105,106

heparinas de bajo peso molecular, como la enoxaparina y la reviparina, y de

inhibidores directos de la trombina como la hirudina.!?’
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La potente accion antiplaquetaria del abciximab, un anticuerpo
monoclonal dirigido contra los receptores IIbllla de las plaquetas, llevé a la
realizacion de un importante ensayo clinico para valorar su papel en la reduccion
de las complicaciones inmediatas derivadas de la ACTP.'® El estudio incluy6 a
casi tres mil pacientes aleatorizados a recibir abciximab o placebo y demostr6 una
reduccion significativa de los eventos isquémicos tras la intervenciéon con este
farmaco, asi como un beneficio inesperado sobre la tasa de revascularizacion
repetida a los 6 meses (reduccion de 26%). Estos datos motivaron la realizacién
de otro estudio que analizo6 especificamente el aspecto de la reestenosis utilizando
ecografia intravascular y que demostro la ineficacia del abciximab para prevenir la

8 Oftros antagonistas de las glicoproteinas IIb/Illa, como el

reestenosis.
eptifibatide y el tirofiban también demostraron resultados favorables en cuanto a
la reduccion de complicaciones isquémicas tras las intervenciones coronarias

, . 1
percutaneas, pero ningiin efecto sobre la reestenosis.'®

4.1.b) Farmacos antiinflamatorios

Tratando de inhibir la participacion de las células inflamatorias en la
respuesta a la lesion, se ha estudiado el valor de los corticoesteroides en la
prevencion de la reestenosis. Los resultados de los ensayos clinicos demuestran la
ausencia de beneficios con la metilprednisolona administrada por via intravenosa
un dia antes de la ACTP."'%"! El uso mas prolongado de esteroides no ha sido

evaluado.

El tranilast, un farmaco con actividad antiinflamatoria y capacidad
demostrada para inhibir la proliferacion de CML y formacién de matriz
extracelular,'' ha sido estudiado en el mayor ensayo clinico aleatorizado para la
prevencion de reestenosis realizado hasta el momento (ensayo “Prevention of

8 En este estudio

Restenosis with Tranilast and its Outcome” o “PRESTO”).
11500 pacientes fueron asignados de forma aleatoria a recibir 600 o 900 mg de
tranilast durante 1 o 3 meses, o placebo, y seguidos por un afio después de la
intervencion coronaria. Los resultados del ensayo fueron negativos mostrando

ausencia de beneficio clinico o sobre la incidencia de reestenosis angiografica.
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Previamente, esta droga habia sido probada con éxito en modelos

113,114 115

experimentales e incluso en un ensayo clinico més pequefo.

4.1.c) Inhibidores de factores de crecimiento

En la respuesta postangioplastia, el didlogo entre CML, plaquetas
activadas y células inflamatorias se efectia mediante una serie de mediadores
bioquimicos, algunos de ellos conocidos como factores de crecimiento. Uno de
los mas importantes es el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF —
“platelet derived growth factor”-), liberado por las plaquetas, células endoteliales,
monocitos y las propias CML, que funciona como un potente estimulo de
quimioatraccion y mitogénico para las CML. Algunos estudios en modelos
experimentales sugieren que se puede conseguir una reduccién de la respuesta
reparadora tras la lesidon vascular con la inhibicion del PDGF mediante
anticuerpos policlonales''® o con trapidil.''” El trapidil fue evaluado en dos
ensayos clinicos con resultados muy prometedores.''®'"? En el “Studio Trapidil
versus Aspirina nella Restenosi Coronarica” (STARC), 384 pacientes sometidos
a intervencién coronaria percutanea fueron aleatorizados a recibir trapidil o
placebo y evaluados con angiografia a los 6 meses.'' En los 254 pacientes que
pudieron ser evaluados, la reestenosis ocurrié en 24,2% de los pacientes que
tomaron trapidil y en 39,7% en el grupo placebo (p < 0,01). Sin embargo, mas
tarde, la eficacia antiproliferativa del trapidil no pudo ser comprobada en otros dos

. 21
ensayos clinicos.'*"!

La angiopeptina es un analogo sintético de la somatostatina capaz de
inhibir la secrecion hipofisaria de la hormona de crecimiento y de disminuir la
formacion del factor de crecimiento similar a la insulina (“insulin-like growth
factor” o IGF-1)."** La angiopeptina demostré ser un inhibidor de la proliferacién
neointimal en modelos animales de reestenosis'>> y también fue objeto de
evaluacion en ensayos clinicos. Después de resultados prometedores en un estudio
escandinavo con 112 pacientes,'?* 1a evidencia en otros ensayos clinicos de mayor
tamafio es contraria a la eficacia de la angiopeptina como atenuador de la
reestenosis  postACTP.'”'* Recientemente se ha probado también Ila

angiopeptina en una forma de liberacion local utilizando un stent recubierto con el
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farmaco, y tampoco se ha apreciado una reduccién significativa del tejido

1.'¥” Otro ensayo con el octreotide, también

neointimal en este estudio experimenta
un analogo de la somatostatina, tampoco ha demostrado beneficios en cuanto a la

., . 12
reduccién de la reestenosis.'®

La intervencion farmacoldgica sobre otros factores de crecimiento, como
el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y el factor de crecimiento tumoral
(TGF-betal), ha sido también evaluada en modelos de proliferacion neointimal,
con resultados favorables.””!** No obstante, el papel de estos grupos
farmacolodgicos, tanto por via sistémica como local, estd pendiente de estudio en

modelos animales adecuados.

Otros mediadores importantes de la interaccion entre plaquetas, células
inflamatorias y CML son una serie de sustancias vasoactivas con funciones en la
regulacion fisiologica del tono vascular y también en la respuesta proliferativa del
musculo liso, como son la angiotensina II, la serotonina y las endotelinas. La
serotonina es un autacoide liberado por las plaquetas activadas que tiene una
accion mitogénica, vasoconstrictora y proagregante plaquetaria. El antagonista de
la serotonina, ketanserina, ha demostrado ya ser ineficaz en reducir la reestenosis

angiografica en un ensayo clinico aleatorizado."!

Los antagonistas de la enzima de conversion de angiotensina y los
antagonistas de la angiotensina II también han sido objeto de estudio en ensayos

7. . _1
clinicos, con resultados negat1v0s.64’65 ,132-134

Los donantes de 6xido nitrico, como la molsidomina, se han evaluado en
modelos experimentales y subsecuentemente en ensayos clinicos con resultados
favorables tras angioplastia con balén.'*>'*® Lamentablemente, esta linea de
investigacion no se ha seguido en la era actual, en que los stents son herramientas

casi rutinarias en las intervenciones percutaneas.

El antagonismo de las endotelinas representa otra via de tratamiento
antiproliferativo que permanece inexplorada en estudios clinicos. Las endotelinas
son importantes favorecedores de la proliferacion de las CML y pueden
representar una diana terapéutica mas en la prevencion de la reestenosis como

describiremos mas adelante.
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4.1.d) Otros firmacos de uso sistémico: hipolipemiantes, vasodilatadores

No todas las drogas de uso sistémico han sido ineficaces. El probucol es un
farmaco con una doble accién hipolipemiante y antioxidante que demostrd
reduccion de la reestenosis en modelos e)<pe1'ime:ntales.l39'141 Posteriormente, un
ensayo clinico multicéntrico, doble ciego y controlado con placebo, que incluyé
317 pacientes (estudio de probucol y multivitaminas) demostr6é una reduccién de
58% en la necesidad de una nueva revascularizacién después de una angioplastia
coronaria cuando se administraba probucol desde cuatro semanas antes del
procedimiento hasta el sexto mes de la angioplastia.142 En el analisis por ecografia
intravascular, la reduccién en la pérdida luminal progresiva observada en los
pacientes tratados con probucol en este ensayo se atribuyé fundamentalmente a
una atenuacion del remodelado concéntrico del vaso tras la angioplastia. La
eficacia de este farmaco se ha atribuido en su mayor parte al efecto antioxidante y
parece fundamental el tratamiento durante las cuatro semanas previas a la
intervencion para alcanzar niveles tisulares adecuados de la droga en la pared
vascular, lo que representa una importante limitacién practica de esta estrategia
terapéutica. En otro ensayo, que evalu6 el probucol y la lovastatina después de
una angioplastia coronaria y en el que se habia iniciado el farmaco solo una
semana antes de la angioplastia no se consiguié demostrar ninguin beneficio con
ninguno de estos dos agentes.' Ademas, el probucol tiene efectos negativos

sobre los niveles de HDL-colesterol por lo que se desaconseja su uso continuado.

También, se han realizado algunos ensayos clinicos utilizando inhibidores
de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa o estatinas. Las estatinas
tienen efectos antiproliferativos en modelos experimentales que pueden ser no
dependientes de su accion hipolipe:miante.l“"’145 No obstante, ya se ha comentado
que un ensayo clinico multicéntrico demostré que el tratamiento con lovastatina
iniciado una semana antes de la ACTP y continuado por seis meses es ineficaz
para reducir la reestenosis postangioplastia.146 Tampoco se han obtenido

resultados beneficiosos en otros estudios con pravastatina'?’ o fluvastatina.'*®

Dada la contribucién de la pérdida luminal secundaria al retroceso elastico

y las consideraciones relacionadas al mantenimiento de un estrés de corte
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favorable mediante un flujo coronario adecuado, los vasodilatadores han sido
frecuentemente utilizados como tratamiento coadyuvante en la ACTP. Los
calcioantagonistas son los mas frecuentemente utilizados. Ademas de su efecto
reductor del vasoespasmo, se ha argumentado sobre un papel atenuador de la
migracion de CML.” Algunos ensayos clinicos sirvieron para demostrar la
ausencia de efectos antireestenosis del diltiazem y del nifedipino,'*'*! aunque
hay datos positivos con el verapamil'> y un metaanalisis publicado
posteriormente deja dudas cuanto a la eficacia de los calcioantagonistas como
grupo.'>® Mas recientemente se revisé el papel del verapamil a dosis de 240 mg
diarios después de una angioplastia en vasos periféricos en un ensayo clinico
controlado con placebo.'* Los resultados fueron muy favorables al grupo de
tratamiento con verapamil. Se desconoce si este farmaco o grupo de farmacos
podria ofrecer respuestas diferentes después de una angioplastia periférica en

comparacion con la angioplastia coronaria.

Tabla 3: Agentes farmacologicos estudiados para la prevencion de la

reestenosis (adaptado de la referencia 73)

Agentes antiplaquetarios y antitrombédticos

Aspirina

Dipiridamol

Antagonistas del tromboxano (vapiprost, sulotroban, S-1452)
Inhibidores de la sintetasa de tromboxano

Prostaciclina y analogos (ciprostene, beraprost)

Aceites de pescado (omega-3, dcido eicosapentanoico, maxepa)
Ticlopidina

Dextrano

Heparina no fraccionada y heparinas de bajo peso molecular
Antitrombina III exégena

Inhidores de trombina (hirudina, hirulog, antistasina)

Inhibidores del factor Xa (antistasina)
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Cont. Tabla 3.

Warfarina

Inhibidor de factor tisular

Tromboliticos (tPA, urokinasa)

Antagonistas IIb/IIla (abciximab, tirofiban, eptifibatide)
Antagonistas Ib (VCL)

Agentes defibrinogeneizantes (ancrod)

Inhibidores de la fosfodiesterasa del AMPc (cilostazol)

Agentes antiinflamatorios

Esteroides
Antiinflamatorios no esteroideos (ebselen, sulfinpyrazona)

Antialérgicos (tranilast, pemirolast)

Antagonistas de factores de crecimiento

Antagonistas del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF): trapidil,
anticuerpos policlonales.

Antagonistas de la hormona del crecimiento (angiopeptina, octreotide, lanreotide)
Inhibidor Receptor de la Tirosina Kinasa (tyrophostin-47)

Antagonistas de serotonina (ketanserina)

Inhibidores de la enzima de conversion de angiotensina (cilazapril, captopril,
fosinopril, enalapril)

Antagonistas de la angiotensina II (irbesartan)

Antagonistas de la endotelina

Estrogeno

Antagonistas beta-adrenérgicos (carvedilol)

Donantes de 6xido nitrico (l-arginina, linsidomina, molsidomina)
Antagonistas de moléculas de adhesion de leucocitos y endotelio

Factor de crecimiento derivado del endotelio (VEGF)

Factor de crecimiento humano HGF

Vasodilatadores

Antagonistas calcio (diltiazem, nifedipino, nisoldipino, verapamil)

Antiproliferativos y antineoplasicos

R Cont. Tabla 3. ina,

Inhibidores de microtubulos (colchicina, taxol)
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Antineoplasicos varios (etoposide, vincristina, actinomycina D, azatioprina,

metotrexate)

Terapia Fotodinamica

8-metoxipsoralen

Photofrin

Hipolipemiantes

Aféresis de LDL
Estatinas (lovastatina, pravastatina, fluvastatina)

Probucol

Antioxidantes

Vitaminas Ey C

Probucol

Moleculares — Genéticas

Toxinas recombinantes

Oligonucleotideos (“antisenses”)

4.2) Tratamiento farmacolégico local

La mayor parte de los farmacos ensayados en estudios clinicos de
prevencion de reestenosis fueron previamente experimentados con éxito en
modelos animales de proliferacion neointimal tras lesion vascular, pero
frecuentemente las dosis utilizadas en los modelos de experimentacidon animal
fueron mucho mayores de las consideradas fisiologicas o adecuadas en terapia
clinica.!® La toxicidad y el riesgo de efectos adversos importantes de estos
farmacos cuando se utilizan a dosis altas por via sistémica en ensayos clinicos
constituyen la principal limitacién de estas estrategias. En este sentido y teniendo
en cuenta que la reestenosis es un problema local, la aplicacién del farmaco o sus
efectos selectivamente en el lugar de la angioplastia supone un abordaje mucho

mas atractivo.

Los dispositivos de tratamiento local para la prevencion de la reestenosis
se empezaron a utilizar a principio de los afios 90 y la mayor parte de los estudios

se basan en la infusiéon de farmacos antiproliferativos mediante catéteres-balon
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especificamente disefiados para ello.” Algunos farmacos ensayados en modelos
de tratamiento local se han administrado tinicamente por esta via, ya que serian
excesivamente toxicos para la administracién sistémica, como son los
antineoplasicos o inmunosupresores. Otro tipo de aproximacion farmacolégica
tipicamente utilizada solo por via local son varias formas de manipulacion génica,
por ejemplo, la inyeccién de toxinas quiméricas o de oligodeoxinucleotideos
(“antisenses”), técnicas impracticables por via sistémica.” En la actualidad estan
en marcha diversos estudios experimentales y clinicos basados en diferentes

técnicas de tratamiento local con diferentes fairmacos o terapia génica.

A pesar de que el concepto es enormemente atractivo, las varias formas de
tratamiento local tienen también sus limitaciones potenciales. Una de las mas
importantes es el tiempo de permanencia o retencion del farmaco en el sitio de la
lesion, que es frecuentemente insuficiente. Esta limitacion podria resolverse con
diferentes aproximaciones, como la utilizacién de farmacos con efecto mas
prolongado, por ejemplo, los anticuerpos monoclonales dirigidos a antigenos
clave en el proceso de reestenosis; la inyeccion de farmacos encapsulados en

15619 1a administracion del firmaco en

160-162

microesferas de polimeros especiales;

una plataforma de liberacion lenta como los stents recubiertos de polimeros.

Ademas del problema de la pobre eficiencia, la administracion local de una
droga a elevadas concentraciones en la pared vascular puede funcionar en algunas
situaciones como un estimulo adicional a la proliferacién celular inducida por el

63

propio farmaco,'® o bien por el propio mecanismo o dispositivo de infusién

local.'®

Recientemente se ha empezado a explorar el papel de diversos farmacos
con actividad antiproliferativa en la superficie del stent utilizando para ello, en la
mayoria de los casos, polimeros especiales adheridos a la superficie del stent. Esta
aproximacion permite reunir las ventajas de la intervencion con stent en cuanto a
resultados inmediatos y abolicion del retroceso elastico y remodelado constrictivo,
junto con la inhibicion de la proliferacién neointimal con fairmacos que pueden ser
liberados localmente de forma lenta y a elevadas concentraciones. Los resultados

165-170

iniciales en modelos experimentales y clinicos son muy esperanzadores y es

probable que esta combinacion de tratamiento local con un stent-farmaco sea en el
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futuro la estrategia habitual en la mayoria de las intervenciones coronarias
percutaneas. Particularmente eficaz parece ser el recubrimiento del stent con un
polimero que contiene rapamicina, un inmunosupresor con capacidad de
inhibiciéon de la proliferaciéon de linfocitos y CML. En el primer estudio de
analisis de seguridad y eficacia de este modelo de stents, implantado en 60
pacientes con lesiones relativamente sencillas se observo practicamente ausencia
de crecimiento neointimal segun las observaciones de la ecografia intravascular a
los 6 meses.'®® Recientemente se publicaron los resultados del primer ensayo
clinico con el mismo modelo de stent.'®” En este estudio, 238 pacientes fueron
divididos de forma aleatoria en dos grupos: un grupo tratado con el stent
farmacoactivo y el otro con el mismo modelo de stent pero sin polimero y sin
farmaco. A los seis meses, la pérdida luminal era practicamente nula en el grupo
de stents con rapamicina, mientras que en el grupo control un 27% tenia
reestenosis. Estos resultados son unicos en la historia del intervencionismo
coronario y de confirmarse en otros estudios mas grandes representaria un paso de
gigante en el tratamiento percutaneo de la enfermedad coronaria.'®® Ademas, estan
actualmente en marcha otros ensayos clinicos con diferentes stents recubiertos de

diferentes farmacos.!®'7°

Sin embargo, no todos los stents con farmacos tienen la capacidad de
reducir las tasas de reestenosis y ya se han comunicado resultados desfavorables

con determinados modelos.'”

Algunos problemas con estos dispositivos todavia
sin aclarar son: 1) la posibilidad que el propio firmaco o el polimero tenga un
efecto directo téxico sobre la intima;'%*'’! 2) la presencia de un crecimiento
neointimal tardio, en un periodo en que el firmaco ya no esté actuando pero la
malla metalica del stent sirva de estimulo a la inflamacién y proliferacion

celular;'”!

3) la presencia de reestenosis en aquellas zonas que fueron dafiadas por
el instrumental de angioplastia pero no cubiertas por el stent farmacoactivo, por
ejemplo en los bordes del stent o en ramas laterales, o 4) la posibilidad de que, al
menos con algunos modelos, la trombosis tardia sea mas frecuente que con stents
no recubiertos por la ausencia de un proceso “fisiologico” de cicatrizacién.'” Las
respuestas a todas estas dudas estan pendientes de andlisis en los varios estudios

actualmente en marcha.
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4.3) Braquiterapia, Sonoterapia

Ademas de la estrategia farmacologica, en los ultimos afios ha aparecido la
braquiterapia intracoronaria también como arma muy prometedora en la lucha
frente a la reestenosis.'”>'% La braquiterapia utiliza el efecto antiproliferativo de
la radiacion ionizante para reducir la pérdida luminal progresiva en el segmento
dilatado. Se ha demostrado ya su eficacia en el tratamiento de la reestenosis
intrastent y de lesiones largas o en injertos venosos. Sin embargo, existen ciertas
dudas acerca de su eficacia a mas largo plazo y sobre todo del beneficio en
lesiones de novo, que representan la gran mayoria de las lesiones tratadas.'®* La
recurrencia de la lesion después de la irradiacion suele incidir sobre los bordes del
segmento tratado, especialmente en aquellas zonas dafiadas con el dispositivo de

angioplastia pero que no son irradiadas (“geographical miss”).'$?

Estos aspectos,
junto con la necesidad de una antiagregaciéon potente durante un tiempo
prolongado y, ademas, las dificultades logisticas propias de la técnica, en concreto
la necesidad de coordinacion estrecha entre cardidlogos intervencionistas,
radiooncologos y radiofisicos, suponen una importante limitaciéon para la
aplicacién generalizada de esta estrategia en pacientes sometidos a angioplastia

coronaria.

Mis recientemente se viene explorando también la eficacia de la
aplicacién de ultrasonidos de alta intensidad por via intravascular mediante un
catéter especificamente disefiado para este fin (sonoterapia). E1 método se basa en
observaciones in vitro de que los ultrasonidos que producen cavitaciéon pueden
inhibir la migracion y proliferacion de las CML.'#18 Se ha demostrado
inhibicién del area neointimal en un modelo porcino de reestenosis coronaria.'®

Esta estrategia estd pendiente de evaluacion en ensayos clinicos.
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5. Papel biolégico de las endotelinas

5.1) Concepto y descripcion de las endotelinas

En 1985 se describid la existencia de un factor vasoconstrictor en un cultivo
de células endoteliales bovinas.'® Pocos afios maés tarde, Yanagisawa y cols
publicaron la secuencia de aminoécidos del factor y lo llamaron endotelina.'® Las
endotelinas (ET) son una familia formada por cuatro peptideos de 21
aminodacidos: ET-1, ET-2, ET-3 y ET-4. La ET-1 es la isoforma predominante en
los tejidos bioldgicos.'® Desde su descripcion inicial ha sido intensa e incesante
la investigacion sobre su importancia en la fisiologia vascular y en varios estados
patoldgicos como la hipertension arterial sistémica, insuficiencia cardiaca, la

disfuncién endotelial y el shock.

Las ET son producidas a partir de un precursor comun, la preproendotelina,
que es clivada por una endopeptidasa resultando en una forma intermedia, la “big-
ET”. La big-ET, a su vez, da origen a las ET sobretodo por la accion de la enzima
convertidora de ET (ECE) (figura 3). Se han identificado varias isoformas de la
ECE.'® Las ECE-1 y ECE-2 clivan big ET-1, big ET-2 y big ET-3 y se sabe de la

existencia de una ECE-3 que es especifica para la big ET-3.

Las ECEs se localizan en las células endoteliales, cardiomiocitos, macréfagos
y en las células musculares lisas.'® Estas enzimas no son especificas para las ET,
sino también hidrolizan otros peptideos como la bradikinina, substancia P y la
insulina.'*®"! La acci6n de las ECEs no es la tinica via por la que se forman las
ET. En ratas deficientes en ECE-1, los niveles de ET-1 se reducen un tercio
unicamente, lo que indica una importante producciéon no dependiente de la
ECE." La expresién celular de las ECEs varia en funcién de una serie de
mediadores locales, como por ejemplo determinadas citokinas'® o la propia ET-

1,"* y de mediadores sistémicos como las lipoproteinas de baja densidad.'”

La regulacion de la sintesis y expresion de la ET-1 es multifactorial, como se
resume en la tabla 4. Uno de los aspectos mas interesantes en este proceso es la
liberacién inmediata de ET-1 en respuesta a estimulos mecanicos, como el
estiramiento del vaso'® y el estrés de corte en la pared.'”’ Hasdai y cols'®

estudiaron los niveles sistémicos e intracoronarios de ET-1 en 20 pacientes
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sometidos a una angioplastia coronaria con balon. Los niveles aumentaban en las
muestras sanguineas obtenidas en la zona distal al segmento dilatado (8.4 + 0.9 a

16.4 + 2 pg/mL, p < 0,05) y no se modificaban en la coronaria proximal o en las

Tabla 4: Factores reguladores de la sintesis de endotelina (ref 189)

Factores estimuladores Factores inhibidores
Estiramiento pulsatil Oxido Nitrico
Estrés de corte Prostaciclina
Acidosis Peptideos natriuréticos
Hipoxia Estrogenos
LDL oxidada
Glucosa

Bajos niveles de estrogenos
Obesidad

Cocaina

Trombina

Angiotensina II
Vasopresina

Factores de crecimiento: VEGF

VEGEF = factor de crecimiento vascular dependiente del endotelio

muestras obtenidas en arteria femoral. Estos datos apuntan hacia una participacién
precoz de la ET-1 en el proceso de reparacion vascular, aparte de implicarla en el
espasmo arterial observado en algunos casos durante la instrumentalizacion de los
Vasos necesaria para una intervencion terapéutica. Varios factores de riesgo para
la enfermedad aterosclerotica sirven también de estimulo para la produccion de
ET-1, como las lipoproteinas de baja densidad,'” 1a hiperglucemia,'”® 1la
obesidad,'”® y el déficit de estrogeno.””® La hipoxia es otro importante estimulo

para la sintesis de ET-1.2"'
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5.1.a) Receptores para las endotelinas: ET, y ETg

Las acciones bioldgicas de las ET se producen en los mamiferos por
intermedio de dos tipos de receptores: ETa y ETg.2%?® Estos receptores difieren
en la afinidad con las ET y también en la accion. El receptor ETa se localiza
basicamente en las CML, su activacién produce vasoconstriccion y tiene alta
afinidad por la ET-1 y ET-2 y baja afinidad por la ET-3. Los receptores ETx
actian en la membrana celular elevando los niveles citosélicos de inositol-
trifosfato y de calcio, a través de la estimulacion de fosfolipasa C. El receptor ETp
se encuentra predominantemente en el endotelio,”” donde produce vasodilatacién
a través de la liberaciéon de 6xido nitrico y prostaciclina, pero también estd
presente en el musculo liso vascular,”® donde su accién es vasoconstrictora.’?®
Otra funcién de los receptores ETjy es la de aclaramiento de la ET-1 circulante,
particularmente durante el paso de la sangre por la circulacion pulmonar.206 El
mecanismo de accion y los mediadores intracelulares de los receptores ETp son
escasamente conocidos, pero, al menos en las CML donde la accién es similar a la

de los receptores ET 4, los efectos sobre los niveles citosolicos de calcio deben ser

similares.

En la actualidad se dispone de bloqueantes especificos de los receptores ETa
y ETp, asi como de bloqueantes mixtos ETA/ETg (tabla 5). La utilizacién de estos
farmacos ha permitido ampliar enormemente los conocimientos sobre el papel de
la ET-1 en los tejidos bioldgicos, asi como su participacion en varios estados
patoldgicos como la insuficiencia cardiaca, hipertensioén arterial, insuficiencia

renal y aterosclerosis.

5.1.b) Acciones cardiovasculares de la ET-1

El control del tono vascular depende de un equilibrio entre factores
vasodilatadores y vasoconstrictores, liberados en la circulacion sanguinea en
funcion de una serie de estimulos reguladores. El mantenimiento de este equilibrio
a nivel local es funcion del propio endotelio vascular, mediante la produccion de

algunos de los principales agentes, como son el 6xido nitrico y la prostaciclina
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con una accion relajadora del musculo liso y por otro lado de las ET, con un papel

vasoconstrictor. La ET-1 es uno de los mas potentes vasoconstrictores conocidos.

Tabla 5: Principales antagonistas de los receptores de endotelina

disponibles.

Farmaco Linea de investigacion
Antagonistas ET

BQ-123 Varios —uso intravenoso solamente
BMS-193884 IC
L-754142 Isquemia renal
LU-135252 (darusentan) IC, HP, Aterosclerosis, IR
PD-156707 IC

Ro-61-1790 Hemorragia subaracnoidea
TA-0115 IC
ZD-1611 HP
Antagonistas ET,/ETg
J-104132 HTA
PD-142893 IR
PD-145065 Hemorragia subaracnoidea

R0-47-0203 (bosentén)

Ro0-61-0602 (tezosentan)
SB-209670

IC, HTA, IM, Transplante, IR, HP,
aterosclerosis

IC — uso intravenoso

Nefropatia por contraste

Hemorragia subaracnoidea, transplante,

TAK-044
aterosclerosis
Antagonistas ETg
BQ-788 Varios- uso intravenoso solamente
A-192621 Varios

IC = insuficiencia cardiaca, HP = hipertension pulmonar, IR = insuficiencia

renal, HTA = hipertension arterial, IM = infarto de miocardio

Modificada de la ref 207.
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En el endotelio, la producciéon de ET-1 va dirigida predominantemente

. . .y, . 2
hacia la capa muscular de la arteria (secrecion abluminal) 08

donde, mediante
estimulacién predominantemente ET A, pero también ETg, induce la contraccion
del musculo liso vascular. La ET-1 tiene ademas una accién mitogénica para las

210211 v de factores de

CML,* aparte de favorecer la liberacién de citokinas
crecimiento.’'? Otras acciones de la ET-1 son la de estimular la formacion de
proteinas de la matriz extracelular,!>?'* 1a atraccion de macréfagos”® y adhesién
de neutréfilos.?'® La estimulacién del crecimiento de la poblacién de las CML se
produce a partir de la produccion endégena de ET-1, es decir, proveniente del

217
y

propio tejido muscular (accién autocrina) parece mediada sobre todo por los

189.217 aunque podrian participar también en cierta medida los

receptores ETa,
receptores ETs.2'?"® Por todo lo expuesto, parece razonable atribuir a la ET-1 un
papel clave en la respuesta hiperplasica de las CML relacionadas a la aterogénesis,

hipertension arterial y reestenosis.

5.1.c) Distribucion de los receptores ET, y ETg en los tejidos

La accidon biolégica de la ET-1 depende fundamentalmente de las
concentraciones relativas de receptores ETa y ETp. La subpoblacion de receptores
de ET-1 y su distribucién varia en funcioén de la especie animal utilizada como
modelo experimental. En ratas sometidas a angioplastia de las carotidas se ha
observado un incremento marcado de los niveles de RNAm de receptores ETA y
menos llamativo de los receptores ETg pocos dias después de la lesion vascular.?”
En cambio, en conejos sometidos a denudaciéon endotelial de las carotidas
predomina la expresion de los receptores ETg en el tejido neointimal.”** En el
modelo porcino, mas parecido con el humano, la relacién ETA:ETs en la capa

media tras lesion coronaria es aproximadamente 2:1 2

La mayor parte de los receptores presentes en las CML humanas son del
subtipo ETA.?**** En cambio, en el endotelio, los receptores ETg son los que
predominan. Como se ha sefialado anteriormente, la activacion de los receptores
ETg en el endotelio produce un efecto vasodilatador y antiproliferativo, por
intermedio de la accién del 6xido nitrico y prostaciclina. Por lo tanto, cabria

suponer que, en condiciones normales, la respuesta predominantemente
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vasoconstrictora producida por la ET-1 se debe a un efecto mayor de los
receptores ETa y ETg presentes en el musculo liso vascular, contrarrestados por la
accion de los receptores ETp del endotelio. De hecho, Verhaar y cols?**
demostraron que un antagonista selectivo ETa, el BQ-123 tiene un efecto
vasodilatador directo cuando administrado en arterias braquiales de voluntarios
sanos. Dicho efecto vasodilatador era atenuado con la infusion concomitante de
un antagonista ET (BQ-788), o cuando se inhibia la sintesis de 6xido nitrico. El
antagonista ETg, administrado de forma aislada, tenia un efecto vasoconstrictor.
En concordancia con estos hallazgos, la respuesta sistémica a la administracion de

BQ-788 en individuos sanos es el incremento de la resistencia vascular periférica,

aunque no se produce un incremento significativo de la presion arterial media.’?

Las diferentes acciones de los subtipos de receptores de ET-1 sugieren que el
antagonismo selectivo ET4 seria el mas apropiado para bloquear la participacion
de la ET-1 en la patogénesis de la hipertension arterial, insuficiencia cardiaca y
del proceso aterosclerdtico. No obstante, en contraste con las arterias de
individuos normales, en las que predominan los receptores ET 4 en la capa media,
en presencia de enfermedad coronaria aterosclerosa, la proporcion de los
receptores ET5 y ETg en el tejido de proliferacion es similar (ETa 51% y ETs
49%),2° 1o que argumenta a favor de la importancia de bloquear también los
receptores ETp. Ademas, en la insuficiencia cardiaca parece existir una mayor
accidn vasoconstrictora sistémica de los receptores ETy de la que esta presente en
individuos sanos.??’ Si consideramos la mayor participacién de los receptores ETg
una vez producida la hiperplasia celular propia de determinados procesos
patoldgicos como la aterosclerosis y la hipertension arterial, el bloqueo no
selectivo ETA/ETg parece el mas apropiado en el terreno clinico, y, por lo tanto,

también en el experimental.

5.1.d) Endotelinas, aterogénesis e hiperplasia vascular

Existe suficiente evidencia para sugerir que las ET son peptideos con

propiedades aterogénicas. Se ha demostrado que la ET-1 es capaz de estimular de

217

forma directa la proliferacion de las CML.” " Ademas, la actuacion farmacolégica

sobre los receptores ETA en ciertos modelos experimentales de aterogénesis
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reduce la aparicion de los cambios ateroscleréticos iniciales.””®**’ Por ejemplo, en
ratas deficientes en apolipoproteina-E, la inhibicién de los receptores ET reduce
la aterosclerosis sin alterar la concentracion plasmatica de colesterol o la presion
arterial.??® Los efectos favorecedores de la aterogénesis no se limitan al estimulo
de la proliferacion de CML; también incluyen una mayor producciéon de los

213214 asi como la participacion de células

componentes de la matriz extracelular,
inflamatorias.?'>*!® Por lo tanto, la hipétesis de una relacién entre ET y

arteriosclerosis esta correctamente respaldada por modelos experimentales.

También en el terreno clinico se puede encontrar evidencia de la relacion entre
ET y enfermedad aterosclerosa. Por ejemplo, los niveles de ET-1 estan
aumentados en el plasma de pacientes con enfermedad coronaria,”” y también en
el tejido aterosclerdtico humano.?'?** Ademas, se ha observado una asociacién
entre factores de riesgo clasicos para arteriosclerosis y ET-1.""° La presencia de
LDL oxidada aumenta la expresion de ET-1 por el endotelio porcino y humano.**

Las ET también parecen estar involucradas en la hipertrofia vascular

2527 aparte de un efecto sobre el miocardio,

producida por la hipertension arterial
induciendo hipertrofia ventricular,”®® lo que influye de forma clara sobre la
morbilidad y mortalidad de los pacientes hipertensos. La ET-1 puede tener
ademas un papel directo en la patogénesis de la hipertension arterial, aunque los
niveles plasmaticos de ET-1 no estdn sistematicamente elevados en la

hipertension arterial esencial.*®’

Los pacientes trasplantados tienen niveles elevados de ET-1 tanto a nivel
plasmatico cuanto en el tejido vascular coronario.*® Estos datos, aunados a la
similitud entre varios aspectos de la fisiopatologia del proceso de arteriosclerosis
y la enfermedad vascular del injerto, hacen suponer que las ET pueden también

estar involucradas en la arteriopatia obliterante propia del trasplante cardiaco.

En resumen, la inhibicion de la acciéon de la ET con farmacos bloqueantes de
sus receptores aparece como un objetivo terapéutico muy atractivo en aquellas
situaciones en las que la hipertrofia del musculo liso vascular participa en la
patogénesis y tiene impacto prondstico, como la enfermedad aterosclerosa o la

hipertension arterial sistémica.
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6. Antagonismo de los receptores de endotelina para la

prevencioén de la reestenosis

Dado el papel de las ET en el estimulo a la proliferacion del musculo liso y
formacion de matriz extracelular, el bloqueo de los receptores de ET es una buena
alternativa a explorar en el intento de controlar la reestenosis postangioplastia. De
forma andloga a lo que ocurre en el tejido aterosclerético humano, en
determinados modelos experimentales de reestenosis, la expresion tisular de ET-1
estd aumentada después de la lesién vascular.’'® Ademas, la propia infusién de
ET-1 puede aumentar el grado de proliferacion neointimal, lo que sugiere una

relacién causa/efecto, mas que un simple marcador de la enfermedad.**°

El papel de los antagonistas de la ET-1 en la prevencion de la reestenosis
ha sido objeto de estudio en diferentes modelos experimentales de reestenosis.?*"”
252 1 a respuesta obtenida con el antagonismo de la ET-1 es variable segun el
modelo experimental y la metodologia aplicada. Por ejemplo, en ratas tratadas
tanto con antagonistas selectivos ET, como no selectivos ETA/ETg y después
sometidas a denudacion endotelial, la respuesta en general es la atenuacion de la
respuesta neointimal y la reduccidn de la incorporacion de timidina, ' 2% aunque
en algunos estudios no ha sido asi.** En conejos sometidos a denudacion
carotidea con baldn, el antagonismo especifico ETa con BQ 123 ha sido, sin
embargo, ineficaz, probablemente por una mayor participacién de los receptores
ETg en este modelo animal.*’ La informacién obtenida de estos modelos
experimentales sirve de base para profundizar en el conocimiento del papel de la
ET-1 en el proceso de reparacion vascular, pero dificilmente se puede extrapolar
al proceso de aterosclerosis o reestenosis humana y se hace necesario la
confirmaciéon de estos hallazgos en otros estudios in vivo mas apropiados. El
modelo porcino presenta mayor similitud con el modelo humano y por lo tanto es
mas apropiado para estudiar los efectos de las diferentes actuaciones sobre la

reestenosis.

En el modelo porcino, algunos estudios sugieren que el tratamiento
sistémico con bloqueantes especificos de los receptores ETa pueden reducir el

grosor de neointima secundario a la lesién vascular.?¥%° Burke y cols**®
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estudiaron los efectos de un antagonista especifico ET5 (A-127722.5) en un
modelo porcino de angioplastia con balén en arterias carétida e iliaca. El farmaco
se administré por via oral empezando tres dias antes de la angioplastia y se
continud un total de 4 semanas. Se compararon los resultados con un grupo de
animales que recibieron placebo y un tercer grupo que recibié un antagonista de
los receptores de angiotensina (captopril). A las 4 semanas se observé una
reduccion significativa del area neointimal, en las arterias iliacas de los animales
tratados con el antagonista ET s, aunque los efectos fueron menos marcados en las
arterias cardtidas. Los animales tratados con captopril también presentaron menor
proliferacion neointimal comparados con el grupo placebo, pero el efecto
antiproliferativo fue menos llamativo que con el bloqueo de los receptores ETa.

249 analizaron los efectos de tres dosis diferentes de

McKenna y cols
ABT147627, otro bloqueante especifico ETa, administrado por via oral en un
modelo de stent intracoronario sobredimensionado. Estos investigadores
encontraron una reduccidon significativa de la respuesta neointimal, aunque la
magnitud de esta reduccion no fue uniforme entre los grupos debido a diferencias
en el grado de lesion inducida. Los segmentos con lesion tenian una concentracién
de ET-1, medida por inmunohistoquimica, més elevada que los segmentos no
lesionados, particularmente en las zonas proximas a la superficie metalica del
stent, indicando una participacion directa de la ET-1 en los tejidos dafiados. Otro
grupo describié resultados similares con un farmaco diferente (LU135252),
también con una accidon especifica para los receptores ETA.*° Un hallazgo
interesante de este estudio fue el aumento similar encontrado en la concentracion
de los dos tipos de receptores ETA y ETg en el tejido de reparacion (relacion
ETA/ETg de 1,6:1). El bloqueo selectivo ET4 se asocié a una reduccion de la
expresion de las dos poblaciones de receptores. Estos hallazgos sugieren que un
bloqueo no selectivo ETA/ETg podria ser mas eficaz en la atenuacion de los

efectos de 1a ET-1 sobre el tejido de reparacion.

Con base a lo expuesto hasta aqui, se puede suponer que el bloqueo no
selectivo ETA/ETg deberia ser similar o mas eficaz que el antagonismo ETx
aislado, considerando que ambos receptores estan presentes en el tejido

neointimal formado.?*®! De hecho, en un estudio de cultivo de venas safenas
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humanas, un modelo validado de hiperplasia intimal, se observé una reduccién
significativa de la proliferacion de CML con un antagonista ETA/ETp (bosentan) y
con un antagonista ETg (BQ 788), pero no con un bloqueante especifico ET4 (BQ
123).2'® Sin embargo, en el unico estudio in vivo que analizé los efectos de un
antagonista dual ETA/ETg (L-749,329), también en un modelo porcino de stents
intracoronarios, los efectos sobre la respuesta neointimal intrastent parecen

. 1
discretos.?

Las discrepancias entre estos resultados pueden ser debidas a diferentes
propiedades farmacocinéticas de las drogas analizadas o a una diferencia real
entre el bloqueo selectivo ET, y el bloqueo mixto ET4/ETg. El bloqueo de los
receptores ETp presentes en el endotelio sano tedricamente podria ser perjudicial
al reducir las concentraciones de sustancias vasodilatadoras y antiproliferativas.
Considerando las diferentes concentraciones de receptores ETp en el tejido
muscular liso en relacion con estados patologicos como la aterosclerosis y
probablemente la reestenosis,”® parece evidente la necesidad de ampliar el
conocimiento sobre los posibles efectos de un antagonismo dual ETA/ETg sobre el
proceso de reestenosis antes de extrapolar la informacion disponible a la

investigacion clinica.
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7. Antagonismo de los receptores de endotelina con

bosentan: efectos cardiovasculares

El bosentdin (Ro 47-0203, Actelion Ltd., Allschwil, Suiza) es un
antagonista no peptidico mixto ETa/ETj activo por la via oral (figura 4). Mientras
son varios los farmacos disponibles con propiedades bloqueantes de los receptores
de ET (tabla 5), el bosentan es el (inico que se encuentra en una avanzada fase de
investigacion clinica®® y ya estd aprobado para el tratamiento de enfermedades

como la hipertensiéon pulmonar priman'a.253

Los efectos hemodinamicos agudos del bosentan van a depender de las
condiciones experimentales. En la rata no se objetivan cambios en la tensiéon
arterial cuando se administra bosentan intravenoso.”* De forma similar, Choussat
y cols®® demostraron que en perros no anestesiados una dosis de 3 mg/kg de
bosentdn por via intravenosa no tiene efectos significativos sobre la presion
adrtica, gasto cardiaco o indices de contractilidad ventricular. Sin embargo,
después de inducir insuficiencia cardiaca con estimulacién ventricular a alta
frecuencia, la misma dosis de bosentan es capaz de reducir la presion arterial
media y la resistencia arterial periférica y aumentar el volumen de eyeccion a
partir del primer minuto de la infusion y con el pico de accién ocurriendo a los 25
minutos. La administraciéon de bosentin produce un aumento sistematico de las
concentraciones plasmaticas de ET-1 y no de big-ET, lo que indica un
desplazamiento del péptido de sus receptores ET4 o ETg y no un incremento de la

producci(')n.25 5257

En pacientes con insuficiencia cardiaca crénica, la administracion de
bosent4n produce una disminucién de las resistencias sistémica y especialmente
de la pulmonar, asi como un incremento en el gasto cardiaco, particularmente en
los pacientes con niveles elevados de ET-1 en plasma.”>’ Wenzel y cols?®
estudiaron los efectos del bosentdn intravenoso (200 mg) sobre la circulacién
coronaria en 14 pacientes con enfermedad aterosclerética diagnosticada. Después
de la administracién de bosentan, se produjo una disminucién significativa de la

presion arterial sistlica, pero no de la diastolica, y un discreto aumento de la



Figura 4: Estructura quimica del bosentan
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frecuencia cardiaca. Se observd un aumento en el didmetro de las coronarias, tanto
en el vaso estendtico como en otras arterias, tomadas como control. No se
produjeron cambios significativos en la velocidad de flujo coronario o en el flujo
de reserva coronario. Estos hallazgos sugieren que las ET contribuyen a la
regulacion del tono vascular coronario y que el bosentdn podria ser 1util en el

control de las manifestaciones derivadas de la isquemia coronaria.

El bosentan tiene una biodisponibilidad de aproximadamente 45-50%
cuando se administra por via oral en voluntarios sanos.”?®! La droga se tolera
bien tanto por la via oral cuanto por la via intravenosa y no produce cambios
significativos en la tension arterial o frecuencia cardiaca basales.”*?%? La ingesta
de alimentos no tiene efectos relevantes sobre la absorcion.’®* Las concentraciones
pico en plasma ocurren a las 6,5 horas aproximadamente y la vida media es de
poco mas de 7 horas.”®' El bosentin es metabolizado mayoritariamente en el
higado y se elimina en casi su totalidad por via biliar.?*' Los metabolitos no llegan

a tener concentraciones activas en plasma.

El bosentan estd disponible comercialmente en algunos paises para el
tratamiento de la hipertension pulmonar primaria. Mientras son varios los estudios
experimentales y clinicos que analizan el papel de este farmaco en el tratamiento

252 no s

de enfermedades como la hipertension arterial e insuficiencia cardiaca,
dispone de informacion sobre sus efectos en la respuesta reparativa de la pared

arterial en un modelo porcino de angioplastia coronaria.
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8. Antagonismo de los receptores de endotelina con

bosentan: estudios experimentales y clinicos.

8.1) Bosentan en la hipertension arterial sistémica

La ET-1 puede ejercer un papel en la patogénesis de la hipertension
arterial, aunque los niveles plasmaticos no estan elevados de modo consistente en
pacientes con hipertension  arterial esencial 2****  Individuos con
hemangioendoteliomas productores de ET-1 manifiestan hipertension arterial que

285 Varios estudios en el campo experimental sugieren que

revierte tras la cirugia.
el antagonismo de los receptores de ET puede ser una forma atractiva de controlar

la hipertension arterial.

La administracién de bosentdn reduce la presion arterial sistémica en los
modelos de hipertension arterial sensibles a la sal en ratas, pero no en los modelos
de ratas espontaneamente hipertensas.252 De todos modos, aunque la caida de la
presion arterial es discreta en ciertos modelos experimentales, el bosentan ha
demostrado una reduccion de la hipertrofia ventricular y de la fibrosis perivascular

y subendocardica en animales con hipertensic’>n.266'267

Debido a los efectos del receptor ETg en la liberacion de 6xido nitrico y el
papel vasoconstrictor predominante del receptor ET4, existe una controversia aun
no resuelta sobre si el antagonismo de la ET-1 a utilizar en el tratamiento de la
hipertension arterial debe ser exclusivamente sobre los receptores ETA o mixto
ETA/ETg.'¥** El bloqueo selectivo ETa, pero no el combinado ETA/ETs, es
capaz de mejorar la funcién endotelial, independiente de sus efectos sobre la
tensién arterial.2%®2% Por otro lado, el bloqueo solo de los receptores ETa puede
ejercer un efecto paraddjico vasoconstrictor en determinadas circunstancias
debido a la potenciacion de la acciéon sobre los receptores ETg libres en el
musculo liso.?’® En ratas hipertensas de tipo Dahl se consigue un mejor control de
la tension arterial con el bosentan, comparado con el BQ-123, un antagonista
selectivo ETA, aunque los efectos de estos dos farmacos son similares en otro

modelo experimental.?*?
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El posible papel terapéutico del bosentin en la hipertensién arterial
esencial fue analizado en un ensayo clinico con 293 pacientes con hipertension
arterial leve o moderada.’’! Los pacientes fueron aleatorizados y agrupados en
uno de cuatro regimenes diferentes de bosentan oral (100 mg, 500 mg, 1000 mg y
1000mg/12 h), enalapril (20 mg/24 h) o placebo. Se observé una buena tolerancia
al bosentan y una reduccion significativa de la presion arterial de magnitud similar
a la del enalapril, sin evidencia de taquicardia refleja o activacién neurohormonal.
El beneficio terapéutico del bosentan a largo plazo en la hipertension arterial

queda pendiente de evaluar en ensayos clinicos especificamente disefiados.

8.2) Bosentan en la insuficiencia cardiaca.

La ET-1 es un factor neurohormonal importante en la fisiopatologia de la
insuficiencia cardiaca. En los modelos experimentales de insuficiencia cardiaca, la

'y la ET-1 miocardica’” estan marcadamente elevadas.

ET-1 circulante
También se demuestran niveles plasmaticos elevados de ET-1 en los pacientes
con insuficiencia cardiaca cronica. Las concentraciones en plasma de ET-1 se
correlacionan de forma directa con los trastornos hemodindmicos y con los
sintomas.””” Ademas, se ha demostrado una correlacién entre los niveles de big-

ET-1yla supervivencia.m7

Los mecanismos de la elevacion de la ET-1 en la insuficiencia cardiaca no
estan claros. Posiblemente la distension vascular en la circulaciéon pulmonar,
relacionada con la elevacion de las presiones de llenado intracardiacas sirva de

1.2"* Otros mecanismos adicionales podrian ser

estimulo para la produccion de ET-
la activacidon de mecanismos baroreflejos, la depresion de la actividad de los
receptores ETp pulmonares y la activaciéon de otros sistemas neurohormonales
como la angiotensina II y catecolaminas, que también estimulan la produccion de

ET-1.2

Aparte de los efectos en la elevacion de la resistencia vascular periférica y
pulmonar, la ET-1 tiene un impacto negativo en la insuficiencia cardiaca por
facilitar la hipertrofia y fibrosis vascular y miocardica. Ademas, la ET-1 influye

en la regulacion de la eliminacidn renal de sal y agua.’”’ La infusién de ET-1 en



56

voluntarios sanos produce una reduccion del flujo plasmatico renal y de la tasa de

filtracion glomerular.275

Dados los efectos hemodinamicos deletéreos de la ET-1 en la insuficiencia
cardiaca y teniendo en cuenta los beneficios terapéuticos de la manipulacién
farmacoldgica de la reaccion neurohormonal en el prondstico de estos pacientes,
parece razonable que el antagonismo de los receptores de ET sea un objetivo a
evaluar. Aqui, como en la hipertension arterial, también existe controversia en
cuanto al bloqueo selectivo ETa o mixto ET/ETg. La mayor parte de los estudios

clinicos estan hechos, hasta el momento, con el bosentan.

Los modelos experimentales de insuficiencia cardiaca demuestran un
importante beneficio potencial del tratamiento con bosentin. Cuando se induce
disfuncion ventricular secundaria a infarto en la rata o en el modelo canino, la
administracién de bosentan reduce la postcarga, aumenta el flujo sanguineo renal,
atentia la hipertensién pulmonar y aumenta la supervivencia.207’254’276’277 Hasta
ahora, se ha probado el bosentan en dos ensayos clinicos de fase II y en otros dos
de fase III. En el primero de estos estudios, 24 pacientes con insuficiencia
cardiaca cronica fueron divididos en dos grupos de forma aleatoria: bosentan
intravenoso (100 mg y después de 60 minutos otros 200 mg) o placebo.257
Comparado con el placebo, el bosentin redujo significativamente la presion
arterial sistémica y las presiones de llenado ventricular y aumenté el indice
cardiaco. Mas marcada fue la reduccion de las presiones pulmonares (reduccién
de 33% en la resistencia vascular pulmonar). El segundo estudio de fase II,
también aleatorizado, doble ciego y controlado con placebo, incluyé a 36
pacientes con insuficiencia cardiaca sintomatica, funcidn sistélica ventricular
izquierda reducida, ya tratados con digoxina, diuréticos e inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina.”’® El bosentan se administré por via oral (1,0 g/12
h) durante 14 dias y se analizaron los efectos hemodindmicos y sobre la actividad
neurohormonal. De forma similar a lo encontrado previamente con el fairmaco
intravenoso, el bosentdn se asocié a una reduccion de las resistencias vasculares

sistémica y pulmonar, incremento del gasto cardiaco, sin aumento de la frecuencia

cardiaca o de la actividad simpatica. Uno de los pacientes no tolerd las dosis
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administradas del farmaco por hipotension. No se registraron otros efectos

secundarios.

Se han disefiado dos ensayos clinicos de fase III con bosentdn.>*”” En un
estudio piloto (ensayo “Research on Endothelin Antagonism in Chronic Heart
Failure” 0 REACH-1”) se evalud la seguridad y papel terapéutico del bosentén en
pacientes con insuficiencia cardiaca crénica, en clase funcional III o IV, a pesar
del tratamiento estdndar. El estudio se interrumpié precozmente por elevacion de
las transaminasas hepaticas en el grupo tratado con bosentan a dosis de 500 mg/12
horas. Los resultados presentados sugieren mejoria funcional y reduccién de las
hospitalizaciones. A raiz de este ensayo se disefié otro estudio con criterios de
inclusion similares y con una dosis mas baja de bosentan, 125 mg/12 horas (el
“Endothelin Antagonist Bosentan for Lowering Cardiac Events” o ENABLE).
Los pacientes fueron seguidos por un minimo de 9 meses. Los resultados
divulgados hasta el momento sugieren ausencia de beneficios clinicos en cuanto a
la combinaciéon de mortalidad global y hospitalizaciéon por insuficiencia

cardiaca.?”’

En conclusioén, aunque existe un beneficio tedrico del bloqueo de las ET en
la insuficiencia cardiaca crénica, no se han podido demostrar efectos favorables
del bosentdn cuando se administra de forma cronica en pacientes ya tratados con
otros vasodilatadores. Logicamente, estos datos no se pueden extrapolar a los
demas antagonistas de las ET selectivos para los receptores ET5o o mixtos
ETA/ETg. Queda pendiente aclarar si estos efectos adversos, no observados en
otros estudios con bosentan, tiene relacion con la situaciéon hemodinamica de los
pacientes con insuficiencia cardiaca grave o guardan relacidon con interacciones

medicamentosas.

8.3) Bosentan en la hipertension pulmonar primaria

Los efectos del antagonismo de las ET sobre la resistencia vascular
pulmonar hacen que esta aproximacion farmacolégica sea especialmente atractiva
para el tratamiento de la hipertensiéon pulmonar primaria. La hipertension
pulmonar primaria es una enfermedad muy debilitante caracterizada por el

aumento de las resistencias en el arbol pulmonar y frecuentemente asociada a fallo
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cardiaco derecho. Las alternativas de tratamiento disponibles se limitan a la
anticoagulacion con dicumarinicos, calcioantagonistas y epoprostenol. Sin
embargo, la mayoria de los pacientes permanecen muy sintomaticos a pesar del
tratamiento, y ademas la infusiéon de epoprostenol de manera continua tiene el
inconveniente de necesitar el implante de un dispositivo de infusion, es costosa y
los efectos adversos son frecuentes.”*® Recientemente se han introducido anélogos

281 282,283

de la prostaciclina por via oral (beraprost)” y por via nasal (iloprost) con

resultados clinicos muy esperanzadores.283

Existe una evidencia sustancial de que las ET pueden estar involucradas en
la patogénesis de la hipertension pulmonar primaria o de la hipertension pulmonar
asociada a esclerodermia. La ET-1 estd aumentada en el plasma y en los pulmones
de los pacientes afectados.”® El antagonismo de la ET-1 reduce de forma
consistente las presiones pulmonares en todos los modelos experimentales de
insuficiencia cardiaca.?”” En ratas con hipertensién pulmonar inducida por
hipoxia, el tratamiento previo con bosentdn previene la aparicién de la
vasoconstriccién pulmonar, reduce la hipertrofia ventricular derecha y el
remodelado vascular propios de este modelo experimental.285 En un modelo
porcino de hipertension pulmonar, tanto el antagonismo ET. cuanto el dual
ETA/ETg con bosentan tenia un efecto atenuador de la respuesta hipertensiva

. . .2
asociada a hipoxia.”

En pacientes con hipertension pulmonar primaria o secundaria a
esclerodermia, la administracion de bosentdn por via intravenosa reduce la
resistencia vascular pulmonar de manera dosis-dependiente.”®” Lamentablemente,
también produce hipotension sistémica lo que limita los posibles beneficios del
tratamiento agudo por via intravenosa.”®’ La experiencia clinica con bosentan oral
en la hipertension pulmonar primaria o asociada a esclerodermia es favorable.
Channick y cols®®® realizaron un estudio controlado, aleatorizado y doble ciego,
en 32 pacientes que recibieron bosentan oral hasta un maximo de 125 mg/12 horas
durante 3 meses o placebo. Se observé una caida marcada en la resistencia
vascular pulmonar con bosentan e incremento del gasto cardiaco, asociado a una
mejoria de los indices objetivos de capacidad funcional. Mas recientemente se

publicaron los resultados de un ensayo clinico multicéntrico de disefio similar que
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agrup6 a 213 pacientes asignados de forma aleatoria a recibir placebo o bosentan
(125 mg/12 horas o 250 mg/12 horas).?® Los resultados fueron también positivos,
con una mejoria significativa en la capacidad funcional de los pacientes tratados
con bosentan. Estos hallazgos han servido de base para la aprobacion del bosentan

en Estados Unidos para el tratamiento de la hipertension pulmonar.253

8.4) Bosentan en la prevencion del vasoespasmo cerebral.

El vasoespasmo cerebral asociado a la hemorragia subaracnoidea se
caracteriza por una vasoconstriccion persistente y cambios estructurales de la
pared arterial relacionados a disfuncion endotelial, proliferacién del musculo liso
y trombosis. Se considera que la ET-1 puede estar implicada en la fisiopatologia
de este fendmeno. De hecho, en los modelos experimentales de vasoespasmo
inducido por hemorragia subaracnoidea, la administraciéon de bosentan disminuye

significativamente la respuesta vasoconstrictora en los vasos cerebrales. "%

Los resultados de un ensayo clinico aleatorizado y controlado con placebo
sugieren que el bosentan, administrado por via intravenosa, es capaz de atenuar el

espasmo arterial cerebral en pacientes con hemorragia subaracnoidea.??

8.5) Bosentan en la prevencion de la reestenosis

Ya hemos visto como los antagonistas de la ET-1 parecen tener un posible
papel en la reduccion de la proliferacién intimal que se produce como respuesta a
la agresion vascular. A pesar de su avanzada fase de investigacion experimental y
clinica en comparacién con otros antagonistas de la ET-1, la posible accién
antiproliferativa del bosentan no ha sido evaluada hasta el momento de forma

apropiada.

El antagonismo dual ETA/ETp puede atenuar la respuesta proliferativa en
modelos de lesion vascular de pequefios animales de una forma similar a como lo

hacen los bloqueantes ET, 221247292253

Especificamente, la eficacia
antiproliferativa del bosentin solo se ha probado en estudios experimentales

preliminares. En ratas sometidas a dafio endotelial en la aorta toracica, la
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incorporacion de timidina, un marcador de proliferacién celular, se redujo un 35%
cuando los animales eran pretratados con bosentan.”” El bosentan tiene un efecto
atenuador de la proliferacion neointimal que sigue al dafio vascular producido de
distintas formas en las carétidas de conejos.293 Por 1ltimo, se ha demostrado que
el tratamiento oral con bosentan puede reducir la enfermedad vascular del injerto
en un modelo de trasplante cardiaco heterotépico en ratas.”>* Cabe pues pensar
que el bloqueo no selectivo ETA/ETg con bosentan pueda ser beneficioso en la
prevencion de la respuesta exagerada a la lesion vascular. En el presente estudio
se evalia el papel del bosentan administrado por via oral y también mediante una
novedosa técnica de infusion local sobre la respuesta neointimal generada en

arterias coronarias porcinas sometidas a una angioplastia.
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II. HIPOTESIS

El bloqueo de los receptores de endotelina reduce la respuesta proliferativa
tras la angioplastia coronaria. La administracién local de concentraciones elevadas
de bosentan durante la intervencién coronaria y directamente sobre la zona de la
pared arterial lesionada es tan o mdas eficaz reduciendo la respuesta
mioproliferativa como la administracién por via oral del mismo compuesto, y sin

los efectos secundarios que esta pueda tener.
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III. OBJETIVOS

1- Evaluar los efectos de un antagonista no selectivo ET/ETg de los receptores
de endotelina-1 (bosentidn) sobre la respuesta mioproliferativa tras la lesion

vascular en coronarias porcinas.

2- Comparar los efectos de la administracion local y administracion sistémica por
via oral del antagonista de receptores de endotelina-1 en la formacion de tejido

neointimal.

3- Correlacionar los efectos conseguidos tras el bloqueo local o sistémico de los
receptores con la expresion de la endotelina en el tejido neointimal o

reestenotico.

4- Evaluar la utilidad de la aterectomia direccional como modelo experimental de

reestenosis coronaria.
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IV. METODOLOGIA

1. Animales de experimentacién

Para los experimentos se utilizaron 34 cerdos comunes (Yorkshire) con
pesos entre 30-40 kg. El estudio cumpli6 estrictamente el Real Decreto 223/1988
de 14 de Marzo (B.O.E. del 18 de Marzo) y la Orden de 13 de Octubre de 1989
(B.O.E. del 18 de Octubre) sobre proteccion de los animales utilizados para
experimentacion. Se utilizaron 6 animales para el estudio de la eficacia del
bosentan oral en el modelo porcino y 28 animales para el estudio de valoracion

del efecto antiproliferativo del farmaco propiamente dicho.

2. Estudio de eficacia del bosentan oral en el modelo

porcino

Dado que los datos por ahora existentes sobre la utilizacion de bosentan en
modelos experimentales se han obtenido en otras especies animales o utilizando
vias de administracion del farmaco diferentes a la via oral, en este proyecto se
hizo necesario evaluar en primer lugar si la dosis utilizada generalmente en otras
especies animales por via oral es eficaz en nuestro modelo porcino bloqueando de
forma significativa los receptores de ET-1 en la pared vascular. Para ello se
estudiaron 6 animales en los que, tras induccién anestésica con ketamina (3
mg/kg), propofol (2 mg/kg) y fentanilo (0,15 mg), se procedié a intubacion
endotraqueal y ventilacion mecanica, seguida de canulacién quirurgica de la
arteria cardtida derecha con un introductor valvulado 6 French (Axcess OF,
Maxxim Medical, Athens, TX, USA). En cada animal se canularon ademas al
menos dos venas superficiales en la oreja para garantizar una administracion
adecuada de la medicacion durante los experimentos. A través del introductor
carotideo se monitoriz6 de forma continua la presion arterial y la frecuencia

cardiaca utilizando un poligrafo convencional de 4 canales (Monitor H-200-XL,



64

Mennen Medical Inc., NY, USA). Ambas sefiales se digitalizaron y grabaron en
un ordenador personal convencional utilizando el programa DI-200 (DATAQ
Instruments, Inc., Akron, EEUU)

Se estudiaron dos grupos de 3 animales (disefio experimental en la figura
5). El grupo de tratamiento recibi6 una dosis de 30 mg/kg de bosentan por via oral
2 horas antes de la induccion anestésica y canulacion arterial. El farmaco fue
amablemente cedido por Actelion Ltd., Allschwil, Suiza y las dosis utilizadas
estan basadas en otros modelos experimentales (Dr. M. Clozel, comunicacién
personal). El grupo control no recibié tratamiento previo alguno antes de la
induccion anestésica. Se registraron la presion arterial y frecuencia cardiaca
basales tras la canulacion arterial y siempre después de 10 minutos de espera para
la estabilizacion de las condiciones hemodindmicas del animal. Después de este
registro basal se administraron 0,3 nmol/kg de big-ET porcina (Big Endothelin 1,
1-39, Porcine, Novabiochem, Suiza) por via intravenosa y se registré y grabd la
sefial de presion y el electrocardiograma de forma continua durante los siguientes
30 minutos. La dosis administrada de big-ET se calculé segun el resultado de
otros estudios en modelos experimentales similares.”**** Para el analisis de los
resultados se utilizaron los valores maximos registrados durante el periodo de
monitorizaciéon. Se compararon los valores hemodindmicos en condiciones
basales y tras la administracion de big-ET entre ambos grupos utilizando el
analisis de la t de Student (SPSS 8.0, SPSS Inc. Chicago, IL, USA). Se rechazé la

hipétesis nula de igualdad si el valor de p era menor de 0,05.

En condiciones basales, la presion arterial sistolica, diastdlica y media
estaban significativamente mas bajas en el grupo tratado con bosentan que en el
grupo control (Tabla 6). La frecuencia cardiaca basal fue similar en ambos grupos.
Tras la administracion de un bolo intravenoso de big-ET se observé un
incremento marcado de la presion sistdlica, diastolica y media en el grupo control,
mientras este incremento fue significativamente menor en el grupo tratado con

bosentan (tabla 7 y figura 6).



Grupo A: Bosentan Registro FC y TA

n

0 2 horas r 10 min — 30 min 1
Bosentan 30 mg/kg/VO Canula%ién Bié—ET Fintl
arterial
Grupo B: Control Registro FC y TA
m| 2 horas l,—‘ 10 min 7 30 min - 0O
Salino Canulacion B'g'ET Final
arterial

Figura 5: Disefio experimental del estudio de analisis de dosis
(detallado en el texto). FC= frecuencia cardiaca, PA= presion
arterial, Big-ET= big-endotelina
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Tabla 6: estudio de analisis de dosis. Variables hemodinamicas basales.

Grupo Control  Grupo Bosentan Valor p

PA sistdlica (mm Hg) 151 (12) 109 (6) 0,006
PA diastdlica (mm Hg) 112 (11) 80 (6) 0,01
PA media (mm Hg) 128 (13) 95 (7) 0,02
Frecuencia cardiaca (Ipm) 99 (11) 104 (12) 0,59

PA= presion arterial. Los valores estan representados como media (DE)

Tabla 7: estudio de analisis de dosis. Valores hemodinamicos tras

administracion de Big-ET.

Grupo Control Grupo Bosentan  Valor p
PA sistdlica (mm Hg) 209 (11) 128 (3) <0,0001
PA diastdlica (mm Hg) 146 (1) 100 (5) <0,0001
PA media (mm Hg) 171 (6) 115 (4) <0,0001
Frecuencia cardiaca (Ipm) 98 (9) 93 (3) 0,43
Incremento en la PA media (mm 42 (8) 20 (10) 0,05
Hg)
Incremento en la PA sistdlica 58 (3) 19 (9) 0,002
(mm Hg)
Incremento en la PA diastdlica 34 (12) 19 (10) 0,19
(mm Hg)

PA= presion arterial. Los valores estan representados como media (DE).

Con estos datos se concluyd que, en nuestras condiciones experimentales,

una dosis de 30 mg/kg de bosentan por via oral es capaz de atenuar de forma

significativa los efectos fisiologicos de la ET en el cerdo, considerandose esta

dosis como apropiada para su uso en el estudio del efecto antiproliferativo del

bosentan planteado en este proyecto.
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Figura 6: Variacién en la presidon arterial media entre un grupo de
animales tratado con bosentan 30 mg/kg/VO antes de la administracién
de big-endotelina y un grupo control. El incremento de la presion
arterial es significativamente mayor en el grupo control.
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3. Grupos de estudio

Para el estudio del efecto antiproliferativo del bosentdn como
consecuencia de la lesion vascular, los animales fueron asignados a 3 grupos de

tratamiento:
1) grupo control: no tratamiento farmacolégico (n=10);
2) grupo de tratamiento sistémico con bosentan (n=9);

3) grupo de tratamiento local con bosentan (n=9).

Los animales del grupo control solo recibieron la dosis de heparina no
fraccionada inicial tras la canulacién arterial y no recibieron ningin otro
tratamiento farmacoldgico durante ni después de la angioplastia. Los animales del
grupo de tratamiento sistémico fueron tratados durante los 30 dias siguientes a la
intervencién con bosentin administrado por via oral (mezclado con pienso en
polvo) a una dosis tinica diaria de 1000 mg (aprox. 30 mg/kg para un animal de
30-35 kg de peso) comenzando dos horas antes de la angioplastia. Esta dosis esta
basada en la demostracion de una inhibicidon funcional significativa con bosentan

de los efectos de la big-ET en el subestudio descrito previamente.

Los animales del grupo de tratamiento local recibieron una dosis unica de
bosentan (30 mg en 1 ml de suero salino isoténico), administrado a través de la
ventana del aterotomo y sobre la superficie vascular dafiada inmediatamente
después de realizados los cortes en la pared arterial y antes de la retirada del
aterotomo. Esta dosis es empirica y se eligié por ser la maxima concentracion
posible para el volumen total administrado a través de la ventana del aterotomo.
La infusién local se hizo de forma lenta (durante 1 minuto) y habiéndose
rellenado previamente el interior del aterotomo con la solucion del farmaco para
asegurarse que, desde el inicio de la instilacién local el farmaco entraba en

contacto con la superficie vascular dafiada.
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4. Aterectomia direccional en coronarias porcinas

Tras induccién anestésica, intubaciéon endotraqueal y ventilacion
mecanica, se canuld la arteria femoral derecha donde se coloc6é un introductor
valvulado 10 French (Fast-cath, Diag Corporation, Minnetonka, MN, USA).
Previa administraciéon de 100 U/Kg de heparina no fraccionada (Heparina 5%,
ROVI S.A., Madrid) por via intraarterial, se realizé el sondaje selectivo de la
arteria coronaria izquierda o derecha utilizando un catéter guia 9,5 French (DVI,
Inc. Temecula, CA, USA). A continuacion se avanzé una guia de angioplastia de
0.014” hasta el segmento proximal de la arteria coronaria a tratar, y sobre la guia
se avanzé el aterotomo direccional de Simpson (AtheroCath GTO 7F, DVI, Inc.
Temecula, CA, USA). Para inducir la lesion en la pared coronaria, se infl6 el
balén del dispositivo hasta una presion de 2 atmoésferas y a continuacion se realizd
un total de 4 avances de la cuchilla sobre la pared arterial sin modificar la posicion
del aterotomo (figura 7). Tras desinflar el baldn, se retird el aterotomo y se realiz6

una angiografia de control para valorar la permeabilidad del vaso lesionado.

5.Tratamiento local con el aterotomo direccional de

Simpson

Los animales asignados a tratamiento local con bosentdn recibieron el
farmaco Unicamente a través del aterotomo (figura 8). El aterotomo de Simpson
dispone de tres luces: una para permitir el paso de la guia de angioplastia, otra
para inflar y desinflar el balén y una tercera para permitir el purgado de la ventana
distal que permite el contacto entre la cuchilla y la pared vascular. La infusion
local se realizaba en este modelo experimental a través de esta ultima. Para ello,
antes de situar el dispositivo en el interior de la coronaria, esta luz era
debidamente purgada y después rellenada con la solucién que contenia el farmaco
de estudio, en un total de 1 ml, para asegurar que todo el volumen administrado
durante la infusion en la pared arterial a través de la ventana del aterotomo

contenia la misma concentracion del farmaco. Se dejaba conectada la jeringa con
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Figura 7: Representacion esquematica del procedimiento de
aterectomia. A: el aterotomo es situado en un segmento de la
coronaria libre de ramas laterales importantes. B: tras el inflado del
balén la cuchilla del dispositivo se apoya en la pared contralateral de
la arteria, se acciona el movimiento de la misma y se efectian los
avances para lograr una lesion en la pared. C: en los animales
asignados a tratamiento local se infunde el farmaco antes del
desinflado del balon sobre la zona lesionada.



Figura 8: Detalle del extremo proximal del aterotomo de Simpson
(figura 8A), con la solucion farmacologica preparada para la
infusion local (figura 8B).
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la solucidon farmacolégica conteniendo 1 ml adicional para la infusion local, para

su administracion después de realizada la aterectomia (figura 8 A).

Tras realizar los cortes en la pared arterial tal y como se describe en el
apartado previo, se mantenia el balén del dispositivo inflado para asegurar una
correcta aposiciéon de la ventana del aterotomo sobre la superficie vascular
dafiada. En esta situacion se infundia la solucién conteniendo 30 mg de bosentan

en un volumen total de 1 ml a través de la luz del dispositivo.

6. Procesamiento y analisis morfométrico de las muestras

Después de 30 dias con dieta normal administrada ad livitum, los animales
fueron sacrificados y sus arterias coronarias se procesaron para valoracién
histomorfométrica de la respuesta mioproliferativa tras la angioplastia coronaria.
En el momento del sacrificio, se anestesiaron de nuevo los animales y tras
intubacion endotraqueal y ventilacion mecanica, se les practicé una esternotomia
media seguida de clampaje de la aorta ascendente, apertura de drenaje venoso y
perfusion a presion fisiologica (80 mmHg) de las arterias coronarias con una
solucién de PBS (tampdn fosfato salino, 1 1) seguida de paraformaldehido al 4%
hasta la correcta fijacion en distension del arbol coronario. Después se procesaron
los segmentos coronarios intervenidos para histomorfometria realizdndose 10
secciones transversales a intervalos de 2 mm en cada area vascular de interés.
Todas las secciones fueron teflidas convencionalmente con hematoxilina-eosina,
tincion tricromica de Masson y orceina. Para la estimacién del grado de dafio
vascular inducido por la aterectomia, se utilizd una clasificacion basada en el

58 con las modificaciones

“score” previamente publicado por Schwartz y cols,
necesarias para ajustarse a las caracteristicas especificas del dispositivo de
angioplastia utilizado en nuestro estudio (tabla 8). En el analisis morfométrico se
midié el area del vaso (4rea contenida en la ldmina elastica externa -LEE), el area
de neointima, el area de la capa media y el area de la luz. Todas las mediciones se
realizaron en la seccidon con mayor grado de lesion en cada arteria y en un

segmento de referencia sin lesion de la pared vascular.
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Tabla 8: Clasificacion o “score” del grado de lesion de la pared arterial.

Grado |Hallazgos

0 Ausencia de dafio vascular
1 Dafio limitado a la intima. LEI integra.
2 LEI rota. Afectacién <25% de la circunferencia del vaso. La

adventicia esta respetada.

3 LEI rota. Afectacion >25% de la circunferencia arterial. La

adventicia esta respetada.

4 LEE rota. Afectacion <25% de la circunferencia del vaso.

5 LEE rota. Afectacion >25% de la circunferencia del vaso.

LEI = lamina el4stica interna, LEE = lamina elastica externa.

Para el anélisis morfométrico se excluyeron aquellas arterias sin lesion
vascular apreciable o con lesion leve sin discontinuidad de la lamina elastica
interna (LEI) (score < 2), ya que al igual que en otros modelos experimentales
similares, es necesario la existencia de lesion vascular significativa, con rotura al
menos de la LEI, para inducir una respuesta mioproliferativa suficiente y
susceptible de inhibicion con intervenciones farmacolédgicas o de otro tipo.>® Las
mediciones morfométricas fueron realizadas por dos investigadores de forma
independiente y los valores discrepantes fueron resueltos mediante consenso y
participacion de un tercer investigador. Para el analisis morfométrico se utilizo el
programa informatico Qwin de Leica v. 5,0 (Leica Imaging Systems Ltd,

Cambridge, Inglaterra).

7. Inmunohistoquimica para endotelina en Ila pared

vascular

Para la localizaciéon inmunohistoquimica de endotelina en la pared
vascular, se escogio la seccion con mayor dafio de la pared en cada una de las
arterias tratadas. Las secciones asi seleccionadas fueron desparafinadas,

rehidratadas e incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente con una
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solucién de albumina bovina al 3% y solucién salina tamponada Triton-X 0,5M
Tris (TBT) al 0,05%. Después, las secciones se incubaron durante la noche con
una diluciéon 1:800 de un anticuerpo policlonal de conejo anti-ET-1 (Peninsula
Laboratories, Inc., Belmont, USA). Posteriormente, se incubaron durante 20
minutos con un anticuerpo secundario marcado con biotina (anticuerpo de raton
antiinmunoglobulina de conejo) segun las directrices del fabricante. A
continuacion y tras un lavado, las secciones se incubaron durante 20 minutos con
estreptavidina fosfatada alcalina. Después, la actividad fosfatasa se pone de
manifiesto utilizando un colorante rojo (Fast Red chromogen, Sigma, St Louis,
USA) que tifie las zonas de inmunoreaccion del anticuerpo primario con el
antigeno especifico, en nuestro caso la endotelina. Finalmente, las secciones
fueron tefiidas suavemente con hematoxilina de Mayer. Como controles, se
utilizaron secciones de tejido incubadas con el anticuerpo primario previamente
tratado con una solucion de 10nM de ET-1 y secciones incubadas con suero

normal de conejo en lugar de anticuerpo primario.

8. Anadlisis estadistico

Se compard la respuesta proliferativa tras la lesion vascular en los 3 grupos
de tratamiento considerandose el area neointimal en términos absolutos como
variable dependiente. Las variables continuas se compararon, por grupos de

tratamiento, con el test de Kruskal-Wallis.

Se realiz6 un analisis de regresion lineal multiple para la evaluacién de la
proliferacion neointimal en los distintos grupos de tratamiento, utilizando en el
modelo como variables independientes el score o grado de lesion vascular, el area
de referencia del vaso, y el area total del vaso en la zona de lesidon para la
correccion de las posibles diferencias en el tamafio de los vasos y los cambios
geométricos debidos al corte en la pared arterial. Se evaluaron las interacciones
entre tratamiento y las variables independientes. Se presentan los betas ajustados y
su intervalo de confianza al 95%. Se consideraron significativos los valores de p

inferiores a 0,05.
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V. RESULTADOS

Durante la angioplastia coronaria 2 animales fallecieron debido a oclusion
trombética aguda y fibrilacion ventricular (1 en el grupo de tratamiento local y 1
en el grupo de tratamiento sistémico). Ademds, se excluyeron del analisis
morfométrico 2 arterias en el grupo control y 3 arterias en el grupo de tratamiento
local por no presentar lesion de la pared arterial mas alld de la LEI a pesar de
haber realizado la aterectomia coronaria, y 1 arteria méas en cada uno de los 3
grupos de tratamiento por presentar una rotura vascular masiva (afectando a la
préctica totalidad de la circunferencia arterial) haciéndose imposible la realizaciéon
de las mediciones morfométricas descritas. Componen pues, finalmente, los
grupos de estudio 7 arterias en el grupo control, 7 arterias en el grupo de

tratamiento sistémico, y 4 arterias en el grupo de tratamiento local.

1. Tamano del vaso, grado de lesién y proliferacién

neointimal

En la tabla 9 se detallan las mediciones morfométricas realizadas en los 3
grupos de estudio. Como dato a destacar, se observé de manera generalizada un
aumento significativo en el 4area del vaso en el segmento sometido a la
aterectomia, con respecto al drea del vaso en la zona de referencia en los tres
grupos de estudio (area del vaso en el segmento lesionado 4,16 + 1,40 mm?; area
del vaso en el segmento de referencia 3,25 + 1,52 mm?, p = 0,026). Existia una
correlacidn positiva entre este incremento, o estiramiento del vaso, producido por
la aterectomia y el area de proliferacién neointimal medida a los 30 dias de la
intervencion (r = 0,69; p<0,001) (Figura 9). También se encontr6 una correlacion
positiva entre el grado de lesion valorado mediante el score, y el 4area de

proliferacién neointimal (r = 0,71 ; p<0,001) (Figura 10).
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Figura 9: Gréfico de regresion lineal que demuestra la correlacion entre el
incremento del area de lamina elastica externa (LEE) y el area de
neointima. Incremento en LEE = (LEE en el segmento con mayor grado de
dafio) — (LEE en el segmento de referencia)
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Figura 10: Correlacion entre el score de dafio y el crecimiento neointimal.
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Tabla 9: Variables morfométricas medidas en los tres grupos de estudio.

Los valores estan representados como medias (desviacion estandar).

Control Sistémico Local P (k-w)
(n=7) m=17) (n=4)
Area LEE-ref (mm?) 3,07 (1,98) 3,61(1,49) 2,91(0,48) 0,53
Area LEE-les (mm?) 4,09 (1,70) 4,59 (1,24) 3,54(1,10) 0,39
Score 4,608 46,8 40012 0,59
Area neointima (mm?) 1,60 (1,10) 1,15(0,53) 1,13(0,80) 0,69
Neointima/Area LEE-les 0,37 (0,14) 0,26 (0,12) 0,30 (0,19) 0,30

LEE-les = lamina elastica externa del segmento lesionado. LEE-ref = lamina

elastica externa del segmento de referencia.

2. Tratamiento con bosentan y proliferacion neointimal

En términos absolutos el area de neointima fue algo mayor en el grupo
control que en ambos grupos de tratamiento, pero esta diferencia no fue
estadisticamente significativa (tabla 9). Cuando la respuesta proliferativa se
corrigié para el tamafio del vaso (relacion neointima/area de LEE) se observé una
tendencia a una menor respuesta proliferativa en los dos grupos de tratamiento
(0,30 + 0,19 en el grupo local y 0,26 + 0,12 en el grupo sistémico, frente a 0,37 +
0,14 en el grupo control), a pesar de un grado de dafio similar (score 4,6 + 0.8 en

grupo control, 4,0 + 1,2 en grupo local y 4,6 + 0,8 grupo sistémico).

Se construyé un modelo de regresién lineal multiple incluyendo los dos
grupos de tratamiento, el score de dafio y areas de LEE en el segmento de
referencia y en el segmento de lesion (tabla 10). Mediante este analisis se observo
una correlacion negativa independiente significativa entre el tratamiento sistémico
con bosentan y el grado de proliferacién neointimal (coeficiente beta = -0,56
mm?; IC 95% -1,1/-0,02; p = 0,045). Por otro lado, no se observd correlacion
significativa entre el tratamiento local con bosentdn y el 4area neointimal

(coeficiente beta = -0,02 mm?; IC 95% -0,67/0,64; p = 0,96). El grafico de la
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figura 11 expresa la relacion entre el tamafio del vaso y la proliferacion neointimal
observada en los 3 grupos de estudio. Se observa que la pendiente de la relacion
entre el area de neointima y el tamafio de la arteria era significativamente menor
en el grupo de tratamiento sistémico comparado con el grupo control y el grupo de
tratamiento local (p = 0,001). Para un andlisis mas preciso de los efectos del
tratamiento sistémico con bosentan sobre la proliferacion neointimal se construyé
un segundo modelo de regresion lineal miltiple que incluye la interaccion entre el
grupo de tratamiento sistémico y el area de LEE (interaccion grupo sistémico-area
LEE). Los datos se encuentran reflejados en la tabla 11. En la figura 12 se

muestran ejemplos representativos de las secciones arteriales de cada grupo.

Tabla 10: Analisis de regresion para el estudio del drea de neointima (R?

= 0,78; p = 0,001)

Coeficiente B 1C 95% p
Univariado
Control x Sistémico -0,44 -1,41/0,53 0,53
- Control x Local -0,46 -1,60/0,68 0,40
Area LEE-les 0,38 0,14 /0,62 0,005
Area LEE-ref 0,09 -0,20/0,38 0,51
Score 0,65 0,26 /1,03 0,003
Muttivariado
Control x Sistémico -0,56 -1,11/-0,02 0,045
Control x Local -0,02 -0,67 /0,64 0,96
Area LEE-les 0,54 0247084 0,002
Area LEE-ref 0,28 -0,52 / -0,04 0,024
Score 0,34 -0,01/0,70 0,054

LEE-les = lamina eldstica externa medida en el segmento lesionado; LEE-ref =

lamina elastica externa medida en el segmento de referencia,
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Figura 11: Correlacién entre el area del vaso (4rea de la lamina elastica
externa) y area neointimal entre los diferentes grupos de tratamiento. La
pendiente de la interaccion es diferente en el grupo I (grupo de
tratamiento sistémico) comparada con los demas grupos.




Figura 12: Secciones representativas (orceina) de los animales tratados con
bosentan por via sistémica (I), bosentan administrado por la ventana del
aterotomo (II) y control (III). Se observa como la administracion del
farmaco por via oral reduce la cantidad de neointima en comparacién con
los demas grupos, a pesar de una profundidad de corte similar (dafio a la
adventicia).
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Tabla 11: Analisis de regresion lineal multiple incluyendo la interaccién
entre area de LEE y asignacién a grupo de tratamiento sistémico (R? =

0,91; p < 0,001). La variable dependiente es el drea de neointima.

Coeficiente B IC 95% p
Control x Sistémico 1,045 -0,40/2,49 0,13
Interaccion grupo-area LEE -0,37 -0,68 / -0,06 0,026
Area LEE-les 0,77 0,51/1,03 0,0001
Area LEE-ref 0,34 -0,54/-0,14 0,005
Score 0,30 -0,03 /0,62 0,068

LEE-les = lamina elastica externa medida en el segmento lesionado; LEE-ref =
lamina elastica externa medida en segmento de referencia. Interaccion grupo-area
LEE representa la variable construida a partir de la interaccion entre el tratamiento

sistémico con bosentan y el tamafio del vaso.

3. Inmunolocalizaciéon de la endotelina en la pared

vascular.

Las secciones controles incubadas con suero de conejo normal o con
anticuerpo primario preincubado con ET-1 no demostraron tinciéon especifica
alguna. En los segmentos no dafiados de los vasos se observo inmunoreactividad
para ET en el endotelio y en la adventicia, en zonas adyacentes a las c¢lulas
endoteliales capilares. En las zonas dafiadas, se encontré tincién para ET también
en el tejido neointimal, sobre todo en los bordes rotos de la capa media. Mediante
una escala semicuantitativa de tinciéon roja de leve a moderada y severa, se
demostrd que las arterias de los animales tratados con bosentan oral tenian menos
zonas ET-positivas que los animales tratados con bosentén local o los del grupo

control (figura 13).
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Figura 13: Inmunohistoquimica para endotelina-1.

(A) Segmento arterial de un animal control: abundante ET-1
(tincién en rojo) en el tejido neointimal (flecha) y en la adventicia
(*). (B) animal tratado con bosentan oral. Se observa menor
tincion de ET-1 en tejido neointimal (flecha) y adventicia (*) (A y
B= x250). (C) y (D) las imagenes A y B, respectivamente, estan
magnificadas (x400); se observa una imagen mas cercana del tejido
neointimal.
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VI. DISCUSION

En el presente estudio se analizan los efectos del antagonismo de los
receptores ET, y ETg con bosentén sobre el proceso de reparacion vascular en un
modelo porcino de lesién coronaria. Se evaluo el papel del farmaco administrado
por via oral y también a través de la instilacion local directamente sobre la zona de
lesiéon, haciendo uso de ciertas caracteristicas especiales del aterotomo
direccional. Los datos obtenidos demuestran que la administraciéon oral de
bosentdn inhibe parcialmente la proliferacion neointimal que sigue a la
intervencion coronaria en este modelo experimental. La cantidad de tejido
neointimal, medido por el area de neointima a los 30 dias de la angioplastia, se
correlaciond de forma positiva con el incremento del area del vaso en la zona de
lesiéon y con la profundidad del corte realizado. Después de la correccion para
estos dos indicadores del grado de lesion vascular, y también para el tamafio total
del vaso, la formacion de neointima fue significativamente menor en los animales
tratados con bosentan oral que en los animales del grupo control (tablas 10 y 11).
Por otro lado, la via de administracidon local utilizada en este estudio resultd

ineficaz reduciendo la proliferacion neointimal tras la intervencién coronaria.

1. Aterectomia direccional y proliferaciéon neointimal

En este estudio se utiliz6 la aterectomia direccional como herramienta de
lesién vascular. En el modelo porcino de reestenosis coronaria la forma mas
frecuente de inducir la lesion es la dilatacion con balén y, mas recientemente, la
implantaciéon de stents sobredimensionados. No obstante, se decidio utilizar el
aterotomo de Simpson en base a una serie de potenciales ventajas. En primer
lugar, por la posibilidad de conseguir un dafio mas severo y controlable que el
producido por el balén de angioplastia o los stents. De hecho, en mas de la mitad
de las muestras arteriales el corte llegaba a la adventicia, en contraste con la
severidad del dafio conseguido en otros estudios similares, donde la lesién suele
limitarse a la capa media.”®*' Considerando que la profundidad y extension del

45,58

dafio se correlacionan con la severidad de la respuesta reparadora, se puede
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inferir que este método induce una reaccion vascular muy apropiada para la
evaluacion de farmacos con potencial antiproliferativo. En contrapartida, el
nimero de animales con muestras validas para el analisis final era mas reducido
que lo esperado, ya que 5 de los 28 cerdos no pudieron ser utilizados debido a la
agresividad de la técnica, incluyendo 2 animales fallecidos debido a
complicaciones agudas de la intervencion coronaria. Con respecto a estos tltimos
datos, cabe resefiar que la no utilizacién de agentes antiplaquetarios en nuestros

experimentos pudo influir en la tasa de trombosis aguda.

La severidad del dafo vascular con la aterectomia, medida por el score
disefiado en este estudio, tenia una correlacion positiva clara con el grado de
proliferacién (R = 0,71; p < 0,001), de una forma similar a la observada en otros
estudios.” Sin embargo, la clasificacién del grado de lesién no fue la tnica
variable utilizada para la cuantificacion del dafio. La aterectomia direccional, al
modificar la arquitectura vascular, produce un aumento global de la circunferencia
del vaso como parte del mecanismo de dilatacion.*'*** En este estudio se pudo
comprobar una relacion muy estrecha entre esta dilatacion y la severidad del dafio,
y consecuentemente una correlacion clara con el grado de proliferacion neointimal
en todos los grupos de estudio (R = 0,69; p < 0,001). Estos hallazgos parecen
especificos de la aterectomia, ya que no estan descritos en otros modelos
experimentales. Para permitir una correcta valoracion de los efectos del farmaco
en este modelo, esta expansion de la circunferencia arterial fue una de las

variables incorporadas al analisis multivariado.

Ademas de las consideraciones relacionadas a la severidad de la lesion, la
aterectomia aportaba como ventaja adicional la posibilidad de, con el mismo
dispositivo de dilatacidn, realizar una infusion local del firmaco a elevadas
concentraciones y que impactara contra la pared arterial. A pesar de que existen
dispositivos especificamente disefiados para el tratamiento farmacologico local, la
utilizacion de la ventana del aterotomo permitia infundir la droga en el exacto
sitio de la lesién y ademas de una forma menos costosa. Este estudio no estaba
disefiado para analizar la eficacia de esta metodologia como vehiculo de
instilacion de drogas y en este sentido se desconoce el tiempo de permanencia del

farmaco en el local de infusion. No se puede descartar, por lo tanto, que una de las
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razones para el fracaso del grupo de bosentan local en inhibir el crecimiento

neointimal podria ser la escasa actuacion del farmaco en el sitio de lesion.

Por 1ltimo, con respecto al modelo experimental con stents
intracoronarios, la aterectomia direccional cuenta con la ventaja de un coste
econémico mucho mas reducido, ya que un mismo aterotomo puede servir para
varios experimentos. Ademas, la preparacion histologica de las arterias sometidas
a aterectomia no necesita ningun dispositivo especial para el corte de las muestras,
como en el caso de los stents intracoronarios. En la época en que se disefi6 este
estudio, el desarrollo de los stents recubiertos por polimeros que pueden servir

como vehiculo de tratamiento local estaba en su fase mas preliminar.

2. Antagonismo de los receptores de endotelina y

proliferacién neointimal: estudios previos

La mayoria de los datos que apoyan un papel antiproliferativo de la
inhibiciéon de la ET-1 procede de experimentos con farmacos selectivos para los
receptores ETA.2! El receptor ETa es el que predomina en las CML y es el
principal mediador de la respuesta vasoconstrictora y proliferativa producida por
la ET-1. Por otro lado, el receptor ETg tiene, en condiciones fisioldgicas, una
accion relajante del musculo liso y antiproliferativa, mediada de forma indirecta a
través del endotelio.’® Teniendo en cuenta estos factores, pareceria mis
apropiado el bloqueo selectivo ETA. Sin embargo, los receptores ETg también
estan presentes en las CML en una concentracidon variable que depende de la
especie animal y de las condiciones experimentales, donde ejercen una accion
similar a la de los receptores ET4.>?® El equilibrio habitual entre los efectos de los
dos subtipos de receptores puede estar alterado cuando ya se ha avanzado en el
proceso de aterosclerosis o reestenosis, condiciones en las que aumenta la
subpoblacion de receptores ETg en la pared vascular’® y en las que no se cuenta
con un endotelio funcionalmente normal. El presente estudio demuestra por
primera vez en el modelo porcino de angioplastia coronaria que un antagonista
mixto ETA/ETg de los receptores de ET-1 es capaz de atenuar la respuesta celular.

No es posible, sin embargo, comparar la magnitud de estos efectos con los
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producidos por los bloqueantes selectivos ETa en otros trabajos. La controversia
sobre la estrategia antiproliferativa mas eficaz, en concreto, antagonismo dual
ETA/ETg o selectivo ET,, solo se podra resolver con estudios especificamente

disefiados.

Los resultados aqui presentados contrastan con los de un estudio reciente
en el que se evalia un bloqueante mixto ETA/ETg (L-749,329) en un modelo
porcino de dafio vascular con stents,' en el que se observé una reduccién no
significativa de la proliferacién neointimal. Estas diferencias se pueden explicar
por varios factores. En primer lugar, el tipo y el grado de dafio producido por la
aterectomia direccional es considerablemente diferente del que produce la
implantaciéon de stents. Al realizarse un corte profundo de parte de la pared
arterial, con pérdida de parte de las tres capas de la arteria, incluida la lamina
elastica externa, se induce la formacion de una cantidad de tejido de reparacién
mucho mayor que la provocada por las fracturas puntuales de los stents sobre la

25 .
9%°! el score medio

estructura vascular. De hecho, en el estudio del L-749,32
estimado en el grupo de tratamiento con el farmaco era de 2,07, lo que refleja
dafio de la lamina elastica interna y de la capa media, con rotura de la lamina
elastica externa en la minoria de los casos. Es posible, por lo tanto, que el mayor
grado de lesién y mayor volumen de tejido neointimal formado permita una mejor
apreciacion de los efectos antiproliferativos del antagonismo de la ET-1. En
segundo lugar, entre los dos estudios se han utilizado métodos diferentes de
cuantificar el tejido neointimal formado. La practica de medir el grosor de la
neointima en lugar del area, como utilizado en el estudio con L-749,329, puede
llevar a diferentes conclusiones. En general, es mas dificil observar diferencias en
el cambio de la cantidad de tejido midiendo solamente su grosor. En el caso de la
aterectomia direccional se produce un corte selectivo en la pared que tiene
profundidad variable y, a diferencia de la implantacion de stents, la proliferacién
neointimal no es uniforme a lo largo de la circunferencia del vaso, por lo que las
mediciones del area son las tUnicas validas. Por ultimo, las diferentes vias de
administracion del firmaco (oral frente a intravenosa) pueden haber resultado en
una distribucion diferente del antagonista de la ET-1 en los tejidos diana,

favoreciendo la mayor eficacia del bosentan en nuestro estudio.”"
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3. Tratamiento local frente a tratamiento sistémico

En el presente trabajo se intenté aprovechar las caracteristicas del
aterotomo para infundir el fAirmaco directamente sobre el lugar de la lesion. Esta
técnica permite utilizar de forma sencilla un mismo dispositivo para inducir la
lesidn coronaria y el tratamiento local con farmacos, aunque es importante resefiar
que no ha sido evaluada previamente en otros estudios. El bosentin se administr6
en una unica dosis a elevadas concentraciones, pocos segundos después de los
cortes en la pared arterial. En estas condiciones experimentales no se observo una

reduccién del area de neointima respecto al grupo control.

La administracién local de farmacos para la prevencion de la reestenosis es
una alternativa muy atractiva de tratamiento, ya ensayada por varios grupos de
investigadores y con algunos resultados positivos, basicamente en estudios
preclinicos. En muchos casos, el tratamiento local supone la utilizaciéon de un
catéter diferente del utilizado para tratar las estenosis coronarias, lo que representa
un coste adicional y aumenta la complejidad de la revascularizacion percutanea,
ademas de no asegurar que toda la superficie vascular dafiada esté adecuadamente
cubierta con el farmaco. Por este motivo, los dispositivos que pueden servir al
mismo tiempo para el tratamiento percutaneo de las lesiones y para la aplicacion
local de sustancias antiproliferativas tienen un interés evidente. En este contexto,
el recubrimiento de los stents con firmacos con potencial antiproliferativo,
recientemente incorporado al campo experimental y clinico, representa el mayor

avance en la bisqueda de una solucién eficaz de la reestenosis.'*>'%’

Son varias las razones que explicarian la falta de efecto antiproliferativo
del bosentan administrado por via local y en dosis unica en la pared arterial en
nuestro estudio. El aumento en la expresién de receptores de ET-1 en la pared
vascular tiene lugar entre los dias 1 y 3 para el receptor ETg y 3 y 7 para el
receptor ET, tras la angioplastia, segin un estudio hecho en un modelo de

angioplastia carotidea en ratas.”'® Esta secuencia temporal de eventos sugiere que
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una inhibiciéon muy precoz y no continuada de estos receptores no actuaria durante
todas las etapas en que la ET-1 pueda jugar su papel en el proceso reparador de la
pared vascular. En nuestro estudio, no se valor el tiempo de permanencia del
bosentén instilado en la pared vascular, y, a pesar de infundirse el firmaco con la
arteria coronaria ocluida y la ventana del aterotomo firmemente incrustada en la
pared vascular, no se puede descartar que una vez retirado el catéter de
aterectomia se produzca un rapido lavado del farmaco hacia la circulacion distal.
Finalmente, no se puede descartar tampoco que la aplicacion directa del farmaco
sobre la pared tuviera un efecto toxico o irritante que contrarresté.ra cualquier
efecto antiproliferativo. De todos modos, no seria adecuado extrapolar estos
resultados a otras estrategias de tratamiento local con bosentdn. Reconociendo la
eficacia del farmaco por via sistémica, es razonable suponer que alguna forma de
administracion local mdas eficaz que la presentada en este trabajo, en una
plataforma de liberacion lenta como pudiera ser un stent recubierto de polimero,
seria una aproximacion mas atractiva que el tratamiento oral a dosis elevadas y

con potencial para efectos adversos.

4. Integracién de los resultados en la fisiopatologia de la

reestenosis coronaria

Los resultados de este estudio confirman la hipétesis previa de una accién
antiproliferativa del bosentan en el tejido vascular. Con base en los mecanismos
bioldgicos involucrados en la aterogénesis y reestenosis, se entiende que las ET
tienen un papel muy precoz en la transformacién y proliferacion celular vy,
posteriormente, en la formacion de la matriz extracelular (figura 14). La ET-1 es
liberada inicialmente por el endotelio en respuesta a una lesion, como el
estiramiento del vaso producido por el dispositivo de dilataciéon coronaria o
cambios en el estrés de corte.'”®'”’ Ademds, una vez producida la respuesta
trombotica, algunos mediadores procoagulantes como la trombina, pueden
potenciar la liberacion"de ET-1.2%%7 A su vez, la activacién plaquetaria y de

células inflamatorias promueven un estimulo adicional a la produccién de ET-1 a
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Figura 14: Papel de la endotelina-1 (ET-1) en la respuesta proliferativa tras
lesion. FC = factores de crecimiento; IL = interleuquinas.
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través de los mismos mediadores bioquimicos que estimulan la transformacién y

proliferacion de las CML, como factores de crecimiento e interleuquina-1 [298-300

La participacion de la ET-1 en el proceso de reparacion vascular se ve
reflejada en el incremento de sus concentraciones en los segmentos arteriales
sometidos a aterectomia, especialmente en el tejido neointimal formado, como ha
quedado demostrado en este trabajo y en otros estudios.”*'*****° La poblacién de
receptores de ET-1, tanto ETA cuanto ETp, aumenta aproximadamente tres veces
con respecto a los segmentos de referencia no dafiados después de una
angioplastia con balén en el modelo porcino.?*® En cultivos in vitro de CML se ha
visto que la densidad de estos receptores se correlaciona de modo positivo con la

capacidad proliferativa.>"!

Las ET estimulan de forma directa los monocitos circulantes y macréfagos
activados.'>*'® La atraccién de estas células al sitio de lesién tiene la propiedad
de magnificar la respuesta proliferativa, a través de la liberacion de factores de
crecimiento, interleuquinas y factor de necrosis tumoral** Las ET también
promueven de forma directa la proliferacién de CML?*'"?'#3% y fibroblastos.’®®
Los mecanismos de actuacion de las ET sobre la proliferacion celular aun son
pobremente conocidos. Se ha sugerido que la actividad mitogénica se produce por
la activacién de la proteina quinasa C.’*>*% Recientemente se ha identificado que
la mitogénesis inducida por las ET es dependiente de la entrada de calcio en la
célula a través de canales de calcio no voltaje-dependientes.’***" Es probable, por
lo tanto, que el mecanismo implicado tenga relacion con cambios estructurales
producidos en estos canales de calcio a raiz de la unién de las ET a sus receptores
en CML, cuando estas células pasan de un fenotipo contractil a un estado

sintético/proliferativo.*”

Por lo tanto, las ET, a través de su efecto sobre los receptores ET» y ETg ,
tienen un papel mediador claro en la formacién de la respuesta a la lesion
vascular, empezando por la fase mas inicial de activacion de plaquetas y células
inflamatorias, hasta la transformacién y proliferacion de los grupos celulares

implicados en la construccion del tejido de reparacion.
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5. Limitaciones del presente trabajo experimental

El presente trabajo tiene las limitaciones propias de los modelos
experimentales de reestenosis. Una de las mas importantes estd en el hecho de
inducir una lesién sobre una arteria sana. Si bien la respuesta proliferativa
obtenida en estas arterias permite evaluar la actividad del farmaco, se desconoce si
este efecto seria el mismo en coronarias con alto contenido de material
aterosclerdtico y en las que, por lo tanto, pueden participar otros mediadores
bioquimicos en el proceso de reparacion vascular. Ademads, la presencia de otros
factores moleculares o genéticos de los pacientes con aterosclerosis pueden
intervenir directamente en el proceso, como la mayor presencia de lipoproteinas

de baja densidad oxidada, la hiperinsulinemia o la hipertension arterial.

A pesar de que se considera el modelo porcino el mas idéoneo para el
estudio de la reestenosis, en este modelo experimental existe dificultad para
realizar estudios a mas largo plazo. El analisis mas detallado de la respuesta a la
lesion implicaria la evaluacion de los efectos del remodelado sobre la luz arterial.
La constriccion de la adventicia es la responsable por el mayor componente de

3644 v probablemente

pérdida luminal después de una angioplastia con balén
también tras aterectomia direccional.*®*’ Aunque el periodo de 4 semanas
utilizado en este y en la mayoria de los estudios experimentales de reestenosis es
suficiente para apreciar los efectos del farmaco sobre la proliferacion celular,
puede que la observacion completa de los mecanismos involucrados en la pérdida
luminal necesitara un tiempo mas prolongado.’> De todos modos es en las
primeras semanas tras lesion cuando tiene lugar la maxima actividad proliferativa,

tanto de CML cuanto de miofibroblastos, que son los promotores finales de la

mayor parte de los fendémenos que ocurren en reparacién vascular postlesion.

Dadas las diferencias entre la respuesta vascular producida por la
aterectomia direccional y aquella secundaria a los stents, particularmente en lo
que se refiere a la presencia permanente de material protésico en la pared arterial,
no se puede asegurar que los efectos antiproliferativos del bosentan fueran de la
misma magnitud si el firmaco fuera utilizado en una arteria tratada con stent. Por

otro lado, dado que la reestenosis producida después de la colocacion de un stent
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se debe en casi su totalidad a la proliferacion de tejido neointimal, es razonable

considerar que el antagonismo dual ETA/ETg debiera ser igualmente eficaz.

En este estudio no se observaron diferencias en las complicaciones
relacionadas a la intervencion coronaria entre el grupo que recibié tratamiento
local con bosentan y los demas grupos. No obstante, el tamafio de la muestra no
permite descartar un efecto toxico directo producido por el firmaco o un dafio
mecanico adicional inducido por el volumen administrado sobre la pared arterial.
Tras el analisis de los datos morfométricos, que demuestran ausencia de
beneficios del tratamiento local con respecto a la inhibicion del crecimiento

neointimal, se optd por no ampliar este grupo de estudio.

6. Implicaciones clinicas de nuestros resultados

El papel antiproliferativo del bosentan demostrado en el presente trabajo
tiene implicaciones sobre la reestenosis y también sobre otros procesos
relacionados con la respuesta vascular a la lesion endotelial, como la aterogénesis

y la hipertension arterial.

La posibilidad de atenuar la reestenosis tras intervencion coronaria
percutanea con un antagonista de la ET-1 es una de las mdas importantes
implicaciones. Desde los primeros afios de la angioplastia la busqueda de una
alternativa farmacolégica para la reestenosis ha sido incesante. El bloqueo de los
receptores de ET aparece como una via mas a explorar en estudios clinicos
especificamente disefiados. No obstante, antes de plantear un ensayo clinico con
bosentan oral con un tamafio suficiente para demostrar un beneficio sobre la
reduccion de la reestenosis deben considerarse algunas cuestiones. En primer
lugar, es ampliamente reconocido que varios de los firmacos que fracasaron en
reducir los fenémenos clinicos relacionados con la reestenosis tuvieron

previamente un resultado favorable en modelos experimentales.®® En algunos
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casos el modelo experimental previamente utilizado era probablemente
inapropiado.“’65 En otras situaciones, las dosis utilizadas eran excesivamente altas
para su aplicacién en el terreno clinico. Esta ultima puede ser una limitacion
importante para un ensayo con bosentdn por via sistémica. Si se planteara un
estudio clinico con bosentan por via oral éste deberia realizarse con una dosis muy
inferior a la utilizada en este trabajo para evitar la aparicion de efectos
secundarios, por lo que no se podria asegurar la inhibicién suficiente de la
respuesta vascular a la angioplastia. De hecho, en un ensayo clinico de
insuficiencia cardiaca, en el que se utilizaron dosis orales de bosentan
proporcionalmente inferiores a las de este estudio, la mayor frecuencia de
elevacion de transaminasas en el grupo tratado con bosentdn oblig6 a la
interrupcion prematura del estudio.>”> Por lo tanto, antes de elaborar un ensayo
clinico aleatorizado con bosentan por via oral los beneficios sobre la proliferacion
neointimal deberian confirmarse, quiza en un estudio piloto, con una dosis inferior

a la del presente estudio.

En segundo lugar, la situacién actual en que se encuentra la investigacion
para la reestenosis, hace dificil justificar un ensayo clinico con cualquier farmaco
administrado por via sistémica. Recientemente se han dado a conocer los
resultados de algunos estudios con stents especiales recubiertos de un polimero
biocompatible que puede contener agentes antiproliferativos, como el sirolimus o
el paclitaxel.'"7° Los resultados a los 6 meses con el stent de sirolimus
demuestran ausencia de cualquier crecimiento neointimal apreciable por ecografia
intravascular en el interior del stent.'"’ La posibilidad de conseguir una tasa de
reestenosis de 0% ha llevado al entusiasmo tanto de investigadores como de
cardidlogos intervencionistas y clinicos. Aunque hacen falta mas datos antes de
concluir que la reestenosis ha dejado de ser un problema y que estos dispositivos
son seguros a largo plazo, es muy poco probable que un firmaco administrado por
via oral consiga resultados tan atractivos como los presentados hasta ahora. No
obstante, no todos los farmacos antiproliferativos son eficaces en la superficie de
un stent (actinomicina D — datos todavia no publicados). En este sentido, es
posible que determinados agentes sean directamente toxicos y funcionen como un
estimulo mas a la respuesta tromboética e inflamatoria en las concentraciones

necesarias para obtener un efecto antiproliferativo. Dado el efecto
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antiproliferativo del bosentdn administrado por via sistémica, seria interesante
comprobar si el mismo farmaco administrado en la plataforma de un stent podria
inhibir el crecimiento neointimal de forma suficiente para tener un impacto sobre
la reestenosis. Ademas, agentes como el bosentan u otros antagonistas de la ET-1
podrian actuar también como vasodilatadores coronarios previniendo el espasmo
distal en la coronaria tratada. Por otro lado, hay que reconocer que no todas las
lesiones son abordables con stents. Algunas coronarias muy tortuosas o
calcificadas, lesiones ostiales o en bifurcacion, con cierta frecuencia son tratadas
solamente con balén o dispositivos de aterectomia. La disponibilidad de un
tratamiento sistémico eficaz en la reduccion de la reestenosis es deseable por lo

tanto para estas situaciones, aun con la disponibilidad de stents farmacoactivos.

Ademas de las implicaciones de este estudio sobre la investigacion de la
reestenosis, hay que considerar los posibles efectos del antagonismo de las ET en
otras afecciones vasculares. Numerosos estudios apoyan la relacion etiopatogénica
entre el sistema de ET y la enfermedad aterosclerética.’” Asi, se ha demostrado
una relacién entre la expresion de ET en células endoteliales y la presencia de
lipoproteinas oxidadas de baja densidad.** La ET-1, ademas de un efecto directo
sobre las CML y sobre la sintesis de colégeno,31° puede participar indirectamente
en la formacién de tejido aterosclerético mediante interacciéon con otros

% y angiotensina I1.>!' Las

mediadores bioquimicos, como factores de crecimiento
conclusiones obtenidas con bosentan y con otros antagonistas de la ET sugieren la
hipétesis de un papel de este grupo de farmacos en la prevencién de la

enfermedad aterosclerdtica, que debiera ser corroborada en estudios clinicos.

El antagonismo de las ET es una via atractiva para controlar la
hipertension arterial. Aparte de la eficacia de este grupo de farmacos como
antihipertensivos,””" el bloqueo de los receptores de ET podria aportar un control
directo sobre la hipertrofia del misculo liso vascular y del ventriculo

266,267

izquierdo, elementos que alteran negativamente el pronoéstico.

En resumen, los hallazgos de este estudio confirman que el bloqueo de los
receptores de ET es una alternativa a explorar en estudios clinicos apropiados para

la prevencion de la reestenosis postangioplastia coronaria y posiblemente en la
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prevencion de otras enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis, la

hipertension arterial o la insuficiencia cardiaca.
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VII. CONCLUSIONES

1. La aterectomia direccional es un método valido de inducir lesion arterial
en coronarias porcinas, en general mas agresivo que los modelos
experimentales basados en la dilatacién con balén o implantacién de

stents.

2. La cantidad de neointima tras aterectomia direccional en coronarias
porcinas es proporcional a la profundidad del corte sobre la pared vascular

y al estiramiento o sobredilatacion de la arteria en la zona de angioplastia.

3. La administraciéon de farmacos a través del dispositivo de aterectomia
direccional es factible y permite el tratamiento local en el sitio donde se ha

inducido la lesién, inmediatamente después de la misma.

4. En el tejido neointimal formado tras angioplastia coronaria la expresion de
endotelina estd aumentada, sobre todo alrededor de las zonas de rotura de

la capa media de la pared vascular.

5. La administracién oral de bosentan, un antagonista de los receptores ETA 'y
ETg de ET, reduce de forma significativa la cantidad de neointima que se

forma tras lesion vascular en un modelo porcino.

6. La administraciéon local del mismo firmaco en dosis unica sobre la
superficie vascular dafiada durante la intervencién coronaria resulta
ineficaz en reducir la cantidad de neointima en este modelo porcino de

lesion vascular.

7. La administraciéon oral del bosentan reduce la cantidad de endotelina
presente por inmunohistoquimica en el tejido neointimal tras lesion

coronaria en un modelo porcino.
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