MATERIAL SUPLEMENTARIO

MÉTODOS

Modelo animal y procedimiento

Se emplearon 12 animales para valorar la evolución de la reendotelización, seleccionando dos periodos distintos: seguimiento de 7 días (6 animales) y de 3 días (6 animales). Los animales (cerdos domésticos de raza Large White de 2 meses de edad y 25 ± 3 kg) se obtuvieron de la Granja Experimental de la Universidad de León. Todos los procedimientos experimentales y el manejo de los animales se realizaron de acuerdo con la normativa europea y nacional de protección de los animales de experimentación (Directiva 86/609/CE, R.D. 223/1988), bajo la supervisión del comité ético de nuestra universidad. Los animales fueron pretratados con clopidogrel (300 mg) y ácido acetilsalicílico (325 mg) un día antes del procedimiento. Tras la implantación, recibieron ácido acetilsalicílico (100 mg) y clopidogrel (75 mg) hasta el final del seguimiento.

Los animales fueron sedados con una combinación de ketamina (5 mg/kg), midazolam (0,5 mg/kg) y atropina (0,04 mg/kg) en inyección intramuscular. Posteriormente, se administraron por vía intravenosa propofol (4 mg/kg), besilato de atracurio (0,5 mg/kg) y fentanilo (2 μg/kg) hasta alcanzar el nivel adecuado de anestesia demostrado por la ausencia del reflejo de retirada de extremidades. Tras la intubación, se mantuvo la anestesia inhalatoria con isoﬂurano 1,5-3% (1,5 l/min). Se realizó arteriotomía carotídea abierta y se canalizó la arteria con introductor de 7 Fr. Se administraron 200 UI/kg de heparina intravenosa. Con control angiográfico, se colocó un catéter guía de 6 Fr AL1 modificado de 40 cm de longitud (Cordynamic-Iberhospitex S.A., Barcelona, España), especialmente diseñado para el protocolo y la canulación selectiva de ambos ostia coronarios. Se monitorizaron durante el procedimiento la frecuencia cardiaca, presión arterial y electrocardiograma. 

Procesado de las muestras y análisis
Tras completar el seguimiento programado, se sacrificó a los animales, previa administración intravenosa de heparina (400 UI/kg), mediante sedación con azaperona intramuscular (2 mg/kg) y administración intravenosa del agente eutanásico T-61#R (InterVet, Salamanca, España). Los corazones fueron extraídos y las arterias coronarias perfundidas in situ con PBS (suero salino tamponado con fosfato), para fijarlas despuñes en formol tamponado al 10%, a una presión de 60-80 mmHg. Tras 24 h de fijación, se cortaron longitudinalmente las arterias en dos mitades con la ayuda de un microscopio quirúrgico. Ambas mitades fueron procesadas para el análisis en microscopio electrónico de barrido (SEM), siguiendo la técnica previamente descrita:
– Lavados en PBS: 3 veces en 1 h en frío.

– Posfijación en tetróxido de osmio al 2%, en oscuridad y temperatura ambiente durante 2-3 h.

– Lavados en PBS: 3 veces en 1 h.

– Deshidratación en serie creciente de etanol durante 1 h en cada uno de ellos: 30, 50, 70, 80, 90 y 96% x 3, 100% x 2 + 12 h. Temperatura ambiente para evitar recondensación. 

– Desecado por punto crítico: se hacen varios lavados en CO2 líquido para sustituir el alcohol, a 10 °C. Después se calienta hasta los 40 °C y se alcanzan las condiciones del punto crítico (40 °C y 90 atm).

– Recubrimiento con oro: se someten las muestras a un bajo vacío con argón (0,05 mbar) y se aplica un voltaje de 30 mA para recubrir las muestras con una fina capa de oro (30-40 nm).

Las superficies luminales se examinaron mediante un microscopio electrónico de barrido JSM-6480 LV (JEOL, Tokio, Japón). La discriminación de las células endoteliales se basó en criterios morfológicos: células poligonales con bordes distintivos entre ellas, núcleos prominentes y de tamaño regular, que mantienen un alto grado de organización entre sí, lo que proporciona un aspecto general de empedrado, formando una monocapa confluente. Se caracterizó los demás tipos celulares valorando su tamaño y su aspecto morfológico. 

