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RESUMEN

Objetivo: Los diserios de mejora de la permeabilidad de las
protesis vasculares de pequerio calibre siguen siendo un obje-
tivo a conseguir, con la finalidad de obtener los mejores re-
sultados en cuanto a zonas que requieren revascularizacion
sanguinea. El recubrimiento artificial empleando células en-
doteliales 0 mesoteliales no ha conseguido mejorar dicha per-
meabilidad. Una de las alternativas, no disponiendo de vasos
naturales, sigue siendo la modificacion de los materiales pro-
tésicos, hasta conseguir resultados que mejoren las tasas de
trombosis y que, por tanto, logren un funcionamiento dptimo
de las protesis vasculares.

Material y métodos: Protesis vasculares de PTFE de 6 cm
de longitud y 4 mm de didmetro interno fueron recubiertas
con diferentes copolimeros en forma de hidrogeles. Los grupos
de estudio fueron establecidos de la forma siguiente: a) con-
trol (n=6) (PTFE sin recubrimiento); b) PHEMA (n=6)
(PTFE recubierto con poli-metracrilato de 2-hidroxietilo); ¢)
MS-20 (n=6) (PTFE recubierto con un copolimero formado
por poli-metracrilato de 2-hidroxietilo y dcido 2-metacriloilo-
xibenzoico); d) AAS (n=6) PTFE recubierto con dcido 2-
metracriloiloxibenzoico. Para el estudio de agregacion se dise-

{*) El presente trabajo ha sido realizado con una Ayuda de Inves-
' tigacién FISss 94-0033, SAL AE/00098/95.
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110 un circuito «ex-vivo» fémoro-auricular en perro, que se
mantuvo funcionando durante 45 minutos. Las plaquetas fue-
ron marcadas con In'"! para la realizacion de los estudios de
agregacion.

Resultados: El grupo control mostrd un awmento de la
agregacion plaquetaria en todo el tiempo de estudio. En las
protesis pretratadas con PHEMA y MS-20 se observo una
disminucion de la agregacion, obteniendo con el ASS una
disminucion de la agregacion estadisticamente significativa.
Conclusiones: Se observa una significativa reduccion de la
agregacion plaquetar cuando se emplean protesis recubiertas
con AAS., '

Palabras clave: Protesis vasculares; agregacion
plaquetaria; acido acetil salicilico.

SUMMARY

Introduction: One of the main aims in the design of small
calibre vascular prostheses is to improve the permeability of
the prosthetic material in order to achieve better revasculari-
zation. The artificial coating of such prostheses with endothe-
lial or mesothelial cells has not proved successful. One of the
alternatives currently under investigation is the modifica-
tion of prosthetic materials in an attempt to reduce the inci-
dence of thrombosis.

Material and methods: PTFE vascular prostheses (length
6 cm, internal diameter 4 mm) were coated with different
copolymers in the form of hydrogels. The following study
groups were established: a) Control (n=6) (uncoated PTFE);
b) PHEMA (n=6) (PTFE coated with 2-hydroxyethylpoly-
metracrilate); ¢) MS-20 (n=6) (PTFE coated with a copoly-
mer of 2-hydroxyethylpolymetacrilate and 2-Oxybenzoimeta-
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crilate; d) ASS (n=6) (PTFE coated with 2-Oxybenzoimetra-
crilate. Platelet aggregation on the prostheses was tested
using a custom disegned ex-vivo, femoro-auricular circuit in
the dog. Platelets were labelled with In''" oxine to evaluate
aggregation.

Results: The control group showed an increase in platelet
aggregation throughout the study period. Reduced aggrega-
tion was observed in protheses coated with PHEMA and
MS-20. Treatment with ASS resulted in a statistically signi-
ficant reduction in platelet aggregation.

Conclusions: A significant reduction in platelet aggregation
was observed prostheses were coated with AAS.

Key words: Vascular prostheses; platelet aggregation;
acetyl salicylic acid.

Introduccioén

La utilizacién de materiales protésicos vasculares si-
gue siendo en la actualidad una alternativa en la prdc-
tica quirdrgica vascular, a pesar de no constituir un
sustituto comparable al vaso natural, pues para ello
deberfan de tener una permeabilidad perfecta, formar
una nueva capa endotelial morfofuncionante, no desa-
rrollar una neointima patolégica, no ser susceptibles de
infecciones y, por tltimo, no sufrir deformaciones (1).

La hemocompatibilidad es la caracteristica funda-

mental que debe de tener el material protésico desti-
nado a uso vascular. Cuando el mismo se pone en con-
tacto con el flujo sanguineo se produce una reaccién
interfacial caracterizada por el depésito de proteinas
plasmaticas sobre la superficie del biomaterial, activdn-
dose la cascada de la coagulacién, lo que genera una
superficie trombogénica (2). Ninguno de los biomate-
riales disponibles hasta el momento actual presenta
propiedades o caracteristicas que eviten la adsorcion
superficial de protefnas del plasma sanguineo (3). Di-
cha adsorcién depende de fenémenos que suceden so-
bre la superficie protésica y determinan, en definitiva,
el cardcter antitrombogénico de los implantes. En los
primeros minutos del reestablecimiento del flujo san-
guineo, la adsorcién se puede producir de dos modos
diferentes: uno es el resultado del depésito preferencial
competitivo de la albiimina, fibrinégeno y y-globulina,
y el segundo aparece como consecuencia de la activa-
cién del sistema de la coagulacién. Si la primera protei-
na que se adhiere a la superficie es la albimina, parece

que se forma una superficie antitrombogénica (4), sin
embargo, si el biomaterial adsorbe preferencialmente
fibrinégeno o y-globulina se transforma en una super-
ficie altamente trombogénica (5). Pero no sélo influye
el tipo de proteina depositada, sino también la forma
de depésito en monocapa o multicapa (6). Por ello, el
modelo cinético de formacién de la cubierta protéica
comprende tres factores vinculantes: a) el estado de
la proteina con respecto a sus centros de adsorcién
(segtin lo cual la proteina se adhiere irreversiblemente
o lo hace de modo transitorio); b) la disminucién por
desnaturalizacién proteica, y c) la cantidad de protei-
nas adsorbidas de modo reversible que son eliminadas
secundariamente. La afinidad proteica es mayor cuan-
to mayor es la energfa libre superficie-agua. Por ello,
los criterios de hidrofobicidad (7, 8, 9) que llevarfan
a la formacién de una pelicula proteica estable se ba-
san en la formacién de una capa estable en la inter-
fase sangre/biomaterial que inhiba fundamentalmen-
te la adhesién plaquetaria y /o los factores de la coagu-
lacién.

Teniendo en cuenta estos aspectos, se han sugerido
numerosas modificaciones que permitan alcanzar
mayor tasa de permeabilidad protésica, siendo funda-
mental el lograr una cubierta celular de material auto-
logo (10, 11, 12), o bien modificar la propia superficie
luminal protésica (13, 14). Dentro de esta tiltima via, la
utilizacién de materiales poliméricos en forma de hi-
drogeles (15, 16, 17, 18) neutros, i6nicos y modificados
con agentes antitrombogénicos (19, 20) puede consti-
tuir una alternativa que inhiba la trombosis inicial que
conlleva al fracaso protésico,

El objetivo de este trabajo ha sido estudiar la efecti-
vidad de recubrimientos compuestos por hidrogeles
en forma polimérica o copolimérica que presentan acti-
vidad antitrombogénica, sobre prétesis vasculares de
PTFE. De las diversas composiciones ensayadas la for-
ma polimérica con derivados acrilicos del dcido acetil-
salicilico es la que mejores resultados aporta, con una
marcada reduccién del dep6sito plaquetario sobre la
superficie luminal recubierta.

Material y métodos
Animales de experimentacion

Fueron empleados 12 perros Mongrel, de un peso
comprendido entre 12 y 14 kg.
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Protesis vasculares

Se utilizaron prétesis vasculares de politetrafluoroe-
tileno expandido (PTFE) de 4 mm. de didmetro inter-
no, 6 cm de longitud y una porosidad de 20 um.

Preparacion de los recubrimientos

El poli-metracrilato de 2-hidroxietilo (PHEMA) es
un polimero acrilico de elevado peso molecular (Pm=
135.000) preparado por polimerizacién radical de me-
tacrilato de 2-hidroxietilo.

Mediante técnicas de polimerizacién se prepar6é un
copolfmero (MS-20), formado por metacrilato de 2-hi-
droxietilo y un derivado acrilico del dcido acetilsalicili-
co, el dcido 2-metacriloiloxibenzoico. La proporcién en
peso de ambos polimeros fue de 4/1 respectivamente.

El dcido 2-metacriloiloxibenzoico se preparé previamen-

te, de acuerdo al método descrito por San Roman et al. en
1987 (18).

El copolimero MS-20 se caracterizé por resonancia
magnética nuclear. Presenta una estructura quimica ca-
racterfstica, en la que las unidades del derivado acrilico
del 4cido salicilico se distribuyen al azar en las cadenas
del copolimero y los restos de dcido salicilico se encuen-
tran unidos a las macromoléculas como sustituyentes
laterales.

Se preparé también un homopolimero del derivado
acrilico del 4cido acetilsalicilico (AAS), con elevado peso
molecular (Pm=87.000) y naturaleza no cristalina, que
forma peliculas de espesor controlado sobre superficies
con excelente adhesion. Se elaboraron peliculas de 0,4-
0,5 mm por evaporacién lenta, de una solucién de los
polimeros o copolimeros (10% peso/volumen) en N,N-
dimetilformamida, seguido de secado a bajas presiones.

Marcaje de plaquetas con Oxinato de In'"!

De cada animal de experimentacién se extrajeron 20
ml de sangre total, a partir de la cual se realiz6 un plas-
ma rico en plaquetas (PRP) mediante centrifugacién a
1000 rpm durante 10 minutos. Se llevé a cabo un re-
cuento del niimero de plaquetas existentes en el PRP y
se procedi6 al marcaje de las mismas con 100 pCi/ml de
oxinato de In-111. Para ello, se realizé una incubacién
del PRP con el radiofdrmaco durante 15 minutos. A con-
tinuacién se procedi6 a la eliminacién del sobrante de
radiofdrmaco por medio de centrifugaciones sucesivas.

Mediante un contador de particulas y se midi6 la
cantidad de radiofdrmaco incorporado a la superficie
" plaquetar, a fin de determinar la eficacia del marcaje

previa a la incorporacién de la suspensién celular en
el animal de experimentacién.

Circuito «ex vivo» :

Una vez anestesiados los animales, se aislaron ambas
Arterias femorales y se abordé la Auricula derecha a
través de una esternotomia media, estableciendo un
shunt externo entre ambas Arterias femorales y dicha
cavidad cardiaca segin metodologfa previamente des-
crita por nosotros (20).

Microscopia electrénica de barrido

Las muestras obtenidas fueron fijadas en glutaralde-
hido al 3% durante 2 h. y pasadas a buffer Milloning
(pH 7,3). A continuacién, las muestras fueron deshidra-
tadas en una serie creciente de acetonas (desde acetona
al 30% hasta acetona pura) y, posteriormente, someti-
das a punto crftico en un Polaron E-3000 para su com-
pleta desecacién. Por dltimo, fueron metalizadas en
oro-paladio para su posterior observacién en un mi-
croscopio electrénico de barrido Zeiss 950 DSM.

Diseiio experimental

Grupo Control (n=6): Formado por prétesis de PT-
FE sin ningtn tipo de recubrimiento.

PHEMA (n=6): Formado por prétesis de PTFE re-
cubiertas con poli-metacrilato de 2-hidroxietilo.

MS-20 (n=6): Formado por prétesis de PTFE recu-
biertas con un copolfmero a base de poli-metacrilato
de 2-hidroxietilo y dcido 2-metacriloiloxibenzoico.

AAS (n=6): Formado por proétesis de PTFE recu-
biertas con el derivado acrilico del dcido acetilsalicili-
co (4cido 2-metacriloiloxibenzoico).

Las prétesis vasculares fueron mantenidas en circui-
to durante 45 minutos, midiéndose la cantidad de ra-
diofdrmaco depositado sobre la superficie protésica al
inicio del circuito y posteriormente, cada 10 minutos,
hasta completar el tiempo total en que las prétesis son
sometidas a la accién del flujo.

El andlisis estadistico fue realizado mediante el test
U de Mann-Witney para comparacion entre grupos.

Resultados

La eficacia del marcaje plaquetar estuvo comprendi-
da entre el 89,3% y el 93,5%.
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En el grupo control, a microscopfa electrénica de ba-
rrido, se observaron pequefios agregados trombogéni-
cos sobre la superficie luminal de las prétesis de PTFE
sin recubrimiento (Fig. 1). En este grupo, se aprecian
células sanguineas colonizando las zonas internodales
de proétesis y agregados plaquetarios, con células atra-
padas, sobre la superficie luminal.

Fig. 2. Explicacion en el texto.

El recubrimiento polimérico con 2-hidroxietilmeta-
crilato (PHEMA), presenta una clara disminucién de
células sangufneas y, en los lugares de depdsito pla-
quetar, éstas forman agregados en los que se pueden
apreciar plaquetas activas y, algunas de ellas, bien ad-
heridas a la superficie del PTFE (Fig. 2).

El grupo MS5-20 no aporté nuevos efectos antiad-
herentes para plaquetas y, sin embargo, en pequefias
dreas, se puso de manifiesto una activacién del sistema
fibrinogénico con la formacién de amplias redes de fi-
brina sobre la superficie del PTFE (Fig. 3).

Fig. 3. Explicacion en el texto.

No obstante, cuando se ensayaron los recubrimien-
tos con derivados acrilicos del dcido salicilico, el hidro-
gel conformé una ldmina que, tapizando los lugares
internodales de la malla de PTFE, contribuye a formar
una cubierta homogénea sobre la cual s6lo se obser-
va un escaso depésito de plaquetas de un modo ais-
lado.

Estos resultados proporcionan al polimero de dcido
salicilico (AAS) una baja capacidad para la adhesién de
plaquetas (Fig. 4), siendo sus valores estadfsticamente
significativos con respecto a los otros grupos estudia-
dos. La valoracién cuantitativa del isétopo incorpora-
do en las plaquetas que se han depositado sobre el
hidrogel al comienzo y al final del circuito «ex vivo» se
muestran en la Tabla I.
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Fig. 4. Explicacion en el texto.

Discusion

Las propiedades del écido acetilsalicilico como an-
tiagregante plaquetario se mantienen en la formacién
de los hidrogeles de recubrimiento para prétesis vascu-
lares de pequeno calibre, mostrando una marcada
reduccién en el habitual depésito de plaquetas sobre el
PTFE sin recubrimiento alguno. Este tipo de recubri-
mientos de hidrogeles ha sido ensayado previamente
por nuestro grupo empleando otros biomateriales co-
mo el Dacron (21).

Los hidrogeles de derivados del metacrilato (PHE-
MA) forman una fina pelicula sobre la superficie del
biomaterial, creando una superficie antitrombética que
impide el depdsito de material celular sanguineo al pa-
so del flujo (22).

Sin embargo, el depoésito polimérico sobre el PTFE
no forma una capa homogénea, existiendo soluciones
de continuidad en donde se incrementa el riesgo de
acumulo de material trombético.

Cuando se emplean geles copoliméricos (MS-20) los
resultados obtenidos son similares al grupo anterior
con PHEMA. Estos parece indicar que la incorporacién
del dcido acetil salicilico en el gel no tiene una libera-
cion tan efectiva como cabria esperar, por lo menos en
el tiempo ensayado por nosotros.

Sin embargo, cuando el hidrogel s6lo se conforma
con los derivados del AAS, su efectividad farmacolégi-
ca es inmediata, lo cual se traduce en un menor depési-

Porcentaje de radiofarmaco depositado sobre la
superficie protésica al inicio y a la finalizacién
del circuito «ex vivo» (*p<0.01)

CONTROL PHEMA MS-20 AAS
INICIO 0,27+0,008 0,2620,1 0,29:0,08 0,18£0,1"
FINAL 0,05+0,04 0,10+0,06 0,09£0,07 0,010,007
Tablal

to de plaquetas marcadas. La valoracion cuantitativa
se corrobora con las imdgenes que ofrece la microsco-
pia electrénica de barrido, donde se muestra que las
plaquetas que aparecen sobre la superficie del hidrogel
simplemente estdn adheridas pero no muestran signos
de activacién, ya que se mantienen de forma homoge-
nea y redondeada.

La efectividad farmacolégica del dcido acetilsalicili-
co ha sido bien probada, tanto en modelos sobre vaso
nativo como sobre biomateriales, aunque el modo de
administracién sea a través de la via sistémica y no de
aplicacién local, como en este caso, donde el farmaco
liberado del hidrogel pone suficiente actividad para in-
hibir la agregacion.

De estos resultados podemos inferir que los recubri-
mientos de hidrogeles de polimeros acrilicos de acetil
sobre la superficie del PTFE reducen significativamen-
te la agregacién plaquetaria.
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