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RESUMO

DUTRA, C. F. Andlise morfométrica digital na parede adrtica de suinos apos implante
de stents nao revestidos versus stents revestidos com dacron. Porto Alegre, 2001,
Dissertagcao (Mestrado), Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Os stents sdo dispositivos intravasculares implantados com o objetivo de dilatar ou fixar a
placa de colesterol contra a parede arterial. O objetivo avaliar dois tipos de stents de aco
inoxidavel, um recoberto com poliéster (dacron) e outro ndo recoberto, implantados na
aorta infra-renal de suinos jovens, foram avaliados por morfometria digital para medir o
espessamento intimal. Foi realizado um estudo experimental randomizado, separados em
dois grupos(stents nao revestidos e revestidos com dacron) e duas fases (I e II). Oito stents
recobertos com dacron e oito stents de ago inoxidavel (30mm de extensdo e 8 mm de
diametro), ndo revestidos, foram implantados através de abordagem retroperitoneal na aorta
infrarenal normal de 16 suinos normolipémicos. Para a passagem do sistema de implante,
foi necessario uma pequena arteriotomia na aorta distal (fase I). Apos quatro semanas, a
aorta com os stents foram removidas em monoblocos (fase II). Os valores de hematimetria
e do lipidograma foram coletados nas duas fases e ndo apresentaram alteragdes que
pudessem influenciar o estudo. Amostras de tecido dos sitios de fixagdo (proximal e distal)
dos stents foram retiradas, confeccionadas laminas, que foram coradas pelas técnicas de
hematoxilina e eosina de Verhoeff e enviadas para analise morfométrica digital. A camada
intima distal ndo apresentou diferenga estatistica significativa. A camada média proximal
das porc¢des proximal e da por¢do distal ndo apresentaram diferenca entre os grupos. Os
dois tipos de stents apresentaram 100% de perviedade, boa biocompatibilidade e boa
incorporacdo a parede aodrtica de suinos normolipémicos. A camada intima proximal do
grupo de stents revestidos com dacron apresentou espessura maior do que os stents nao
revestidos, mas com significancia estatisitica limitrofe.

Palavras chaves: espessamento intimal, stents, dacron, andlise morfométrica digital.



SUMMARY

DUTRA, C. F. Digital morphometric analysis on the aortic wall of pigs after implants
of non coated stents versus coated stents with dacron. Porto alegre, 2001, master thesis,
at the Federal University of Rio Grande do Sul.

Stents are intravascular devices implanted with the objective of dilating or fixing the
cholesterol plate against the arterial wall. To evaluate, by digital morphometry, the intimal
thickening after the placement of two different kinds of stents: polyester covered stainless
steel stents (Dacron) and non-covered stents implanted in young pigs’ infrarenal aortas. The
stents were made at the Biotransformation Laboratory of Federal University of Rio Grande
do Sul. The experiment was performed at the Biotério of University of Caxias do Sul,
carried out on two separate groups of pigs. Eight polyester-covered stainless steel stents
(Dacron) and eight stainless steel stents (30-mm long, 8-mm diameter) were deployed
through extraperitoneal approach in the normal infrarenal aorta of 16 normolipemic pigs.
To allow the passage of the delivery system, a small arteriotomy was performed (phase I).
After four weeks, the aorta with the stent was removed en bloc. (phase II). The values of
the hematimetric and lipid analysis did not show any changes that could influence the
study. Tissue samples of the fixing sites (proximal and distal) of the stents were taken.
Microscope slices were prepared and submitted to Verhoeff’s hematoxilin and eosin
techniques and sent to morphometric analysis.The intima immediately proximal to the
device was thicker in the group of covered stents with marginal significance. The distal
intimal layer, proximal medial layer of the proximal portion and distal portion did not
present statistical difference between the two groups. Patency was 100% in both groups of
these normolipemic pigs. After four weeks the intimal layer immediately proximal to the
covered stents was ticker when compared to uncovered stents, but this had a borderline
significance. The intimal layer distal to covered stents and the media proximal or distal to
the devices had similar morphometric features when covered and uncovered stents where
compared.

Key Words: intimal thickness, stainless steel stents, Dacron, morphometric analysis



1. INTRODUCAO

As técnicas endovasculares para o tratamento da doenca vascular arterial
apresentaram na ultima década importantes avangos, permitindo assim a realizacdo de
procedimentos percutaneos com menor morbimortalidade, menor tempo de internagao
hospitalar e custos mais baixos.

Os stents, sdo confeccionados apartir de uma armacao metalica, que pode ser de
aco, nitinol, tantalo e algiloy. Tém sido utilizados com a finalidade de dilatar uma estenose
arterial, ou fixar a placa de ateroma, quando ocorre uma dissec¢@o desta, apds realizagdo de
uma angioplastia (AHN e CONCEPCION, 1996).

Os stents podem ser revestidos, com tecido autégeno, como a veia safena, e
material sintético como: politetrafluoretileno expandido (PTFEe) e dacron (BYER et
al,1998;DOLMATCH et al,1996; SCHURMANN et al, 1997). Quando revestidos, os
stents, podem ser utilizados no tratamento de lesdes vasculares traumaticas, falsos-
aneurismas ¢ fistulas artério-venosas, mas a maior utilizacdo esta na indicagdo do
tratamento endovascular da doenga aneurismatica e nas dissec¢des da aorta(BARTORELLI
et al, 2000; CONSIGNY, 2000; YUAN, 1998).

As vantagens de utilizar um stent revestido na doenca arterial oclusiva, ¢ que o
tecido sintético forma uma barreira excluindo a placa fraturada da luz vascular e impede o

crescimento de células miointimais entre a malha do stent. As desvantagens sdo que o



material sintético representa um corpo estranho adicional na luz vascular, além de
necessitar um sistema de implante de maior calibre, aumentando assim os custos do
procedimento(DOLMATCH et al, 1996;CONSIGNY, 2000; YUAN, et al).

Apesar dos stents impedirem o recuo eldstico, através do remodelamento
geométrico positivo, eles ndo sdo indcuos para o sistema arterial. O implante de stents gera
uma resposta com formacdo de trombo, infiltrado de células inflamatorias e neointima
devido a lesdo endotelial expor os elementos subintimais, suscitando uma resposta
cicatricial com reparo da injaria(DOLMATCH, 2000).

A mais importante diferenga entre os materiais poliméricos (PTFE e PTE) ¢ os
stents ndo revestidos (metélicos), quanto a incorporacdo desses dispositivos pela parede
vascular, ¢ que os stents metalicos t€ém uma tendéncia a endotelizagdo maior que os
polimeros, talvez relacionada a superficie favoravel dos metais. Essas propriedades
provavelmente determinem uma ligacdo estavel com as proteinas, quando exposto ao fluxo
sanguineo, seguindo-se a fixacdo das células na malha metélica dos stents. A alta energia da
superficie dos metais ndo explica essas interacdes. A carga elétrica de superficie, as
propriedades quimicas e a textura, provavelmente, estao envolvidas (PALMAZ, 1993).

Em comparacdo com os stents ndo revestidos, os stents revestidos sdo menos
biocompativeis. Ha concordancia sobre as proteses de dacron e PTFE por apresentarem
endotelizacdo somente na regido perianastomotica. Em contraste, os sfents apresentam
endotelizacdo completa, observada em vdrios estudos experimentais com babuinos, caes,
suinos, ovinos e bezerros (PASQUINELLI et al).

A hipotese do nosso estudo era que o implante de uma endoprétese vascular tipo
stent revestido com dacron extrafino induza a um aumento de espessura na camada intima

(espessamento intimal) de maior grau que o stent ndo revestido.



Como o estudo visava avaliar as diferengas entre os dois tipos de stents, foram
utilizados stents autoexpansiveis, implantados e liberados na artéria aorta infrarenal dos
suinos, através de acesso extraperitoneal.

Os objetivos do nosso estudo foram analisar através de morfometria digital, o
espessamento intimal presente na parede arterial, nos sitios de implante proximal e distal,
de dois tipos de stents, ndo revestidos e revestidos com dacron extrafino e avaliar a
perviedade e a biocompatibilidade dos stents apds 4 semanas.

Assim, estamos em busca de uma endoprotese, que agrida o minimo possivel a
camada interna e a parede dos vasos, sem causar hiperplasia intimal e reestenose, e,
portanto com uma perviedade aceitdvel a longo prazo, quando comparada as técnicas

cirargicas classicas.



2. OBJETIVOS

A hipotese formulada ¢ que o implante de uma endoprotese vascular tipo stent
revestido com dacron extrafino induza a um aumento de espessura na camada intima
(espessamento intimal) de maior grau que o stent ndo revestido .

Os objetivos desta pesquisa foram:

1. Analisar, através de morfometria digital, o espessamento intimal presente na
parede arterial, nos sitios de implante proximal e distal, adjacente ao implante de dois tipos
de stents, ndo revestidos e revestidos com dacron extrafino.

2. Avaliar a perviedade e a biocompatibilidade, apdés 4 semanas, dos stents
produzidos pelo Laboratério de Transformacdo Mecanica da Escola de Engenharia da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, quando implantados em suinos jovens.



3 - FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Historico

As técnicas endovasculares obtiveram uma grande evolu¢do na ultima década,
principalmente devido ao incremento de material apropriado e aos avancos da inddstria
médica. Embora na tltima década tenham ocorrido os maiores avangos, ¢ oportuno lembrar
dos primeiros pesquisadores que comecaram a pensar em alternativas menos invasivas para
o tratamento da doenga vascular.

FOGARTY et al.(1963) inventaram o catéter-baldo para embolectomia, o que
representou um importante avango para a época, pois permitia que, através de uma incisao
na prega inguinal, at¢ mesmo sob anestesia local, fosse realizada uma abordagem num sitio
distante, realizando assim a remo¢ao do material trombético.

Em 1964, DOTTER e JUDKINS inventaram o cateter coaxial, com graduacao,
para ser introduzido na luz arterial com vistas a realizagdo de angioplastia transluminal.
Realizaram a dilatagdo de lesdes estenosantes e obstrutivas em 11 membros inferiores de
nove pacientes. Os autores sugeriram o uso de uma tala, a que chamaram de splint, de

localiza¢ao endovascular ou paravascular, com a finalidade de manter a perviedade do vaso



com posterior reendotelizacdo. DOTTER (1969) foi o primeiro cirurgido vascular a utilizar,
de maneira experimental, uma endoproétese vascular de forma tubular, tipo molas espirais,
em uma artéria poplitea canina .

GRUNTZIG (1979) inventou, em 1974, o baldo coaxial para a realizacdo de
angioplastia transluminal percutanea, uma importante conquista para a comunidade médica.
Apesar dos resultados iniciais, a angioplastia isolada apresentou um importante indicie de
reestenose, principalmente nas artérias corondrias, onde foram realizadas as primeiras séries
de casos.

Em 1983, CRAGG et al., mais DOTTER et al. descreveram seus trabalhos
experimentais com o implante de molas espirais de nitinol, em quatro cdes, com ampla
perviedade entre uma a quatro semanas. MAASS et al. (1984) publicaram o relato sobre
suas endoproteses de dupla hélice implantando-as em aorta e veia cava de caes. PALMAZ
(1985) inventou um stent balao dilatavel, fabricado de uma malha de aco. No mesmo ano,
VOLODOS apud VORWERK et al. (1998) utilizou um tubo reto endoluminal, para doenga
aterosclerotica obstrutiva em humanos. WHRIGHT et al. (1985) relataram o uso, em caes,
de um stent em forma de “zig-zag”.

Em 1991, PARODI relatou o seu trabalho pioneiro no tratamento endovascular da
doenca aneurismatica. Atualmente, ha uma série de stents disponiveis no mercado que

serdo citados posteriormente.



3.2 Constituicao e Propriedade dos stents

Os stents ou endoproteses vasculares sdo dispositivos intravasculares, usados para
manter a estrutura e a perviedade arterial. Quanto a armacdo metalica utilizada na
confecc¢ao dos stents disponiveis no momento, sdo: a) o ago da série 300, especialmente o
316L, uma liga metalica de niquel-titanio chamado nitinol. O nome nitinol deriva do local
de origem da manufatura (the Nickel Titanium Naval Ordinance Laboratory); b)outros
metais, como o tantalo ¢ o Elgiloy, uma liga metalica de constituicdo nao fornecida pelo
produtor, também sdo utilizados (DYET e SCHURMANN in DYET et al., 2000).

GOTMAN (1997) refere que os stents de aco inoxidavel sdo constituidos por uma
liga metalica de ferro, cromo e manganés, possuindo também tragos de outros metais,
como: molibdénio, manganés, cobre e carbono. Embora esses outros elementos constituam
uma pequena percentagem do total, eles podem alterar a estrutura cristalina do metal,
alterando assim as propriedades da liga metalica. Nos dispositivos de ago inoxidavel,
utilizados para fins médicos, um dos mais importantes constituintes ¢ o cromo. Uma
concentragdo de pelo menos 12% de 6xido de cromo ¢ necessario para revestir a superficie
externa do metal, com o intuito de evitar a corrosdo a que o metal estd exposto devido ao
conteudo sanguineo.

Os stents de nitinol sdo compostos principalmente de niquel-titdnio, mas contém
tracos de outros metais, como cobalto, cromo, magnésio e ferro. Tipicamente o niquel
forma de 54 a 60% da composicdo do peso. Variagdes na constitui¢do podem afetar as
caracteristicas das propriedades do metal. O nitinol possui duas caracteristicas peculiares
que sdo: a memoria térmica e a hiperelasticidade. A memoria térmica pode existir sob duas

formas: em baixas temperaturas, a forma martensintica, e, em altas temperaturas, a forma



austenitica, na qual o dispositivo assume sua forma definitiva quando ¢é exposto a
temperaturas elevadas. A temperatura austenitica pode ser modificada através de duas
maneiras: modificando a propor¢ao de niquel — titdnio e o tratamento pelo aquecimento.

Quando o metal ¢ resfriado, torna-se maleavel e flexivel (hiperelasticidade), mas,
quando atinge a temperatura corporal (37°C), o metal se torna duro e resistente. Da mesma
forma que os stents de aco inoxidavel, o dispositivo, quando implantado dentro do sistema
vascular, fica recoberto por uma fina camada de 6xido. Nesse caso, entretanto, se forma o
oxido de titdnio que estabiliza a superficie interna do stent , prevenindo a reacdo dos ions
de niquel com os tecidos do corpo humano. O niquel tende a promover reagdes alergénicas,
principalmente na superficie cutdnea. Nao hé relatos publicados até hoje desse tipo de
reagoes relacionados aos implantes de stents de nitinol. Em solugdo salina, o nitinol tem
maior resisténcia a corrosao do que o ago inoxidavel. Apesar disso, pode ocorrer corrosao,
principalmente se o “filme” de 6xido € rompido em fortes solugdes salinas.

Outros tipos de stents a base de cobalto e cromo, como os stents de tantalo e
Elgiloy (liga metalica com informagdes nao divulgadas), também estao disponiveis. Outros
metais, como ferro, niquel e molibdénio e ainda outros elementos, fazem parte dessa liga
metalica. Como o cromo possui uma forte resisténcia a corrosao € uma grande resisténcia
ao stress (fadiga), esses stents podem ser usados em areas de dobras e topografia de
articulagdes (DYET e SCHURMANN in DYET et al., 2000).

A escolha do tipo do metal depende basicamente de duas propriedades que sao:
biofuncionalidade e biocompatibilidade. Biofuncionalidade ¢ o grau pelo qual o metal ¢

exigido a desempenhar determinadas fungdes, tais como: resisténcia a corrosao, fadiga do



metal e deformidade. Biocompatibilidade ¢ a capacidade do metal em permanecer inerte
apos ser implantado, sem promover reagao tipo corpo estranho ou liberagao de ions.

DYET e SCHURMANN (1997) afirmam que o stent ideal deve ser de facil
manejo, tanto na hora da introdug¢do no sistema de implante, quanto na hora da liberagao
(implante). Deve ainda ser maleavel, ter radiopacidade e, uma vez liberado, deve assumir o
contorno do vaso, tendo propriedades de flexdo e extensdo (flexibilidade) e resisténcia a
retracdo elastica e a for¢a de deformidade externa (forga radial). O stent ideal ndo pode ser
trombogénico e deve, tdo rapido seja possivel, tornar-se endotelizado sem provocar
hiperplasia intimal. A trombogenicidade, sem davida, ¢ um dos fatores mais preocupantes
no momento do implante de um stent, havendo relatos de trombose aguda, principalmente
em artérias coronarias e femoral superficial.

A aplicagdo de stents para tratamento da doenca arterial oclusiva das extremidades
tem ganho ampla aceitagdo clinica, mas sua seguranga e sua eficicia ainda permanecem
incertas. A tecnologia dessas endoproteses esta em desenvolvimento, os dados sdo escassos,
e o seguimento a longo prazo (follow-up) € curto. Os stents parecem ter um papel
importante, principalmente quando uma angioplastia com baldo ndo tem um resultado
satisfatorio. Contudo, tais dispositivos intravasculares ndo previnem a reestenose e a

hiperplasia intimal (SCHATZ, 1989).



3.3 Os stents revestidos

Nos ultimos anos, os polimeros tém sido utilizados com maior freqiiéncia, tanto
pela técnica cirurgica como pela endovascular. Os materiais poliméricos utilizados sdo o
polietileno tereftalato (PTE), politetrafluoretileno (PTFE) e o poliuretano (PU). Os dois
primeiros tém sido usados, com uma certa frequéncia, como enxertos vasculares, enquanto
o poliuretano estd sendo usado de maneira experimental. As vantagens e as limitagdes do
material polimérico devem ser avaliadas através de suas propriedades biomecanicas e
biologicas para aplicagdo vascular. Um material ideal para implante deve ser:
tromboresistente, mecanicamente estdvel com o passar do tempo, deve ser facilmente
incorporado pelo tecido, mas ndo incitar resposta proliferativa, inflamatéria ou
degenerativa. Por exemplo: a tromboresisténcia e a reagdo tecidual sdo mais importantes
em vasos menores, ¢ a durabilidade ¢ importante nos vasos de maior calibre (PALMAZ,
1993).

Das propriedades fisicas dos polimeros vasculares, a energia de superficie
influencia o fendmeno de biocompatibilidade precoce e tardia. A energia de superficie ¢ um
parametro fisico que define, entre outras coisas, o comportamento dos fluidos e a superficie
do material. Embora a energia ideal , necessaria para a biocompatibilidade, seja discutivel,
ha uma forte correlagdo entre altos niveis de energia e o aumento da trombogenicidade
nesses materiais supracitados.

Os trés polimeros em questdo tém diferentes propriedades mecanicas. O PTE ¢
relativamente rigido e ¢ manufaturado como arranjo das fibras. Por esta razdo, esses
materiais se apresentam como formas téxteis. As duas formas de fabricacdo mais comuns

sdo: o woven e o knitted (Dacron®) , sendo que esse ultimo ¢ mais empregado como



material endovascular, por apresentar um baixo perfi. O PTE woven pode ser
manufaturado numa espessura de 0,lmm ou menos. Contudo, o PTE woven nao ¢ elastico
e tende a enrugar e dobrar facilmente, tendo assim dificuldade para assumir o contorno
sinuoso e tubular dos vasos sanguineos. Os PTE #knitted (Dacron®) s3o mais flexiveis e
maleaveis, particularmente quando manufaturados com pontes transversas. Contudo, a
grande espessura da parede limita seu uso endovascular. Um perfil mais baixo torna-se
necessario. O PTE, principalmente o woven, torna-se rigido apds o implante, o tecido
permanece tenso devido ao efeito do ancoramento dos ramos do stent que serve para
ancorar a endoprotese e manté-la na forma tubular. O PTFE ¢ substancialmente pléstico e,
por isso, apds o implante, exerce uma pequena forca elastica residual que parece ndo
desaparecer com o tempo.

A maioria dos stents revestidos que estdo sendo utilizados clinicamente possuem
cobertura de material sintético, ndo biodegraddvel, de poliéster (polietileno, Dacron®),
politetrafluoretileno (PTFE), ou menos freqiientemente poliuretano (PU) (CRAGG e
DAKE, 1997). As proteses de dacron e PTFE tém sido utilizadas por varias décadas como
substituto, principalmente em vasos calibrosos. Contudo, até hoje, nenhuma protese
conseguiu se equiparar em termos de perviedade aos enxertos de veia e artéria autdlogas.
Comparados com os ultimos, os materiais poliméricos apresentam um aumento da
trombogenicidade, reducdo na elasticidade, acotovelamento (kinking), degeneracao,
indugdo da resposta inflamatoria e aumento da hiperplasia neointimal, principalmente no
sitio anastomotico. Apesar do PTFE ser menos trombogénico que o dacron, ¢ amplamente

aceito que esses enxertos devam ser evitados em vasos menores que 5 ou 6mm, porque a



falha do enxerto ¢ freqliente, devido a trombose do enxerto ou hiperplasia intimal do sitio
anastomotico (PASQUINELLI et al., 1990).

A mais importante diferenga entre os materiais poliméricos (PTFE e PTE) ¢ os
stents ndo revestidos (metélicos), quanto a incorporacdo desses dispositivos pela parede
vascular, ¢ que os stents metalicos tém uma tendéncia a endotelizagdo maior que os
polimeros, talvez relacionada a superficie favoravel dos metais. Essas propriedades
provavelmente determinem uma ligacao estavel com as proteinas, quando exposto ao fluxo
sanguineo, seguindo-se a fixacdo das células na malha metalica dos stents. A alta energia da
superficie dos metais ndo explica essas interagcdes. A carga elétrica de superficie, as
propriedades quimicas e a textura, provavelmente, estdo envolvidas (PALMAZ, 1993).

Em comparacdo com os stents ndo revestidos, os stents revestidos sdo menos
biocompativeis. Ha concordancia sobre as proteses de dacron e PTFE por apresentarem
endotelizacdo somente na regido perianastomotica. Em contraste, os sfents apresentam
endotelizacdo completa, observada em vérios estudos experimentais com babuinos, caes,
suinos, ovinos e bezerros (PASQUINELLI et al., 1990).

DUDA et al.(2000) estudaram as propriedades fisicas de diversos tipos de stents
disponiveis no mercado. Os de aco inoxidavel estudados foram: Bridge, Bridge X, Palmaz
Long-Medium, Palmaz Large, Palmaz-Schatz, Perflex; e os de nitinol foram o Memotherm,
o Smart, o Simphony e o de mediloy, o Wallstent. Foi avaliado o peso total dos stents como
um indicador da massa metélica, flexibilidade e radiopacidade. A for¢a radial foi
determinada nos stents expansiveis por baldo e a forca de resisténcia radial e de resisténcia
externa, nos stents auto-expansiveis. Os stents expansiveis por baldo e os auto-expansiveis
tém comportamentos diferentes, quando expostos a pressao externa. Os primeiros, quando

submetidos a uma for¢a externa que ultrapasse sua forca de tensdo maxima, tornam-se



permanentemente deformados, e os auto-expansiveis tendem a colapsar, quando expostos a
uma forca externa. Entretanto, se essa forga for aliviada, podem recuperar sua forma
anterior. A aplicagdo clinica disto é que os stents expansiveis por baldo ndo sdo indicados
nas artérias cardtidas e também ndo podem se adaptar ao crescimento do colo de um
aneurisma excluido através de uma endoproétese. Os stents tipo Palmaz apresentaram uma
alta for¢a radial, que variou de 12,8 N/cm, para o Palmaz-Schatz Long-medium, a
18,8N/cm, para o Palmaz medium e o Palmaz large, de 17,9N/cm, ndo apresentando
diferenga significativa ao anterior. Isso se explica porque os angulos existentes entre a
malha do stent ser de 4 - 9mm para o Palmaz medium é maior apds expandido, do que o
Palmaz large (8 — 12mm). O teste usado para medir a pressdo radial foi uma Alga Mylar,
que exerce um stress circunferencial.

Entre os stents expansiveis por baldo temos os stents de PALMAZ, cujas
vantagens sdo seu facil implante, uma expansdo de 6:1, um baixo perfil, pouca quantidade
de metal, compreendendo a area (10%) e facil expansibilidade.

Como aplicacdo pratica disso, devemos lembrar que esses tipos de stents ndo
devem ser usados na regido subclavia-axilar, pois um posicionamento entre a clavicula e a
primeira costela pode funcionar como um “quebra-nozes”, exercendo uma forca externa

que pode comprimir ou colapsar esses stents.



3.4 Constituicao da Parede Arterial

A parede arterial é constituida de trés camadas: intima, média e adventicia. A
camada intima se compode de endotélio e subendotélio e esta separada da camada média
pela lamina elastica interna. O endotélio esta revestido em sua face luminal por uma rica
camada de carboidratos, ou glicocalice, que recobre de maneira continua a face interna dos
vasos, constituindo a primeira barreira entre o sangue circulante e o intersticio. O
subendotélio ¢ composto de duas camadas: a imediatamente sob as células endoteliais,
chamada de proteoglicanos, e outra, mais espessa, chamada de musculo eléstica, composta
de células musculares lisas, fibras elasticas e colageno. A lamina elastica interna separa a
camada intima da camada média. A camada média ¢ constituida por uma série de tubos
concéntricos que formam uma densa malha de fibras elésticas e de células musculares lisas,
constituindo praticamente um Unico tipo de célula dessa camada. No limite mais externo da
camada média estd a lamina elastica externa que separa a camada média da adventicia. A
adventicia ¢ constituida por tecido conjuntivo frouxo. Na adventicia, podem ser
encontrados vasos linfaticos e nas artérias de maior calibre encontram-se vasos arteriais e

venosos — os vasa vasorum € nervos (WISSLER, 1968).

3.5 Importancia do Endotélio na Protecdo da Parede Vascular

O endotélio reveste todos os vasos do corpo, sendo a estrutura mais importante de
comunicagdo entre o fluxo sanguineo e a parede vascular. O endotélio sadio tem
propriedades antiadesivas e antitrombdticas, e isto ¢ importante para a manutencao do fluxo

sanguineo. O endotélio serve como uma barreira permeavel e previne a entrada de agentes



nocivos na parede vascular. As células endoteliais apresentam funcdo secretéria e
produzem substancias vasoativas. Portanto, um endotélio funcionante sustenta a
homeostasia da parede vascular. A fun¢do endotelial ¢ enfraquecida por fatores de risco
como: hipertensdo, hiperlipidemia e hiperglicemia. Esses fatores de risco contribuem para
um aumento na permeabilidade celular levando a um edema intimal e ao influxo de
macromoléculas na parede arterial. A seguir, ocorre a diminui¢do na formacdo do acido
nitrico nas células endoteliais ocasionando queda nas propriedades vasorelaxantes. Por
ultimo, ocorre um aumento na expressdo das moléculas de adesao promovendo aderéncia

de leucocitos a parede vascular (HALLER in BORN e SCHWARTZ, 1997).

3.6 Fisiopatologia da Reestenose

O principal objetivo de uma angioplastia com baldo ¢ aumentar o didmetro luminal
de uma artéria com estenose e reduzir a lesdo aterosclerdtica. Os mecanismos pelos quais a
angioplastia aumenta o didmetro luminal sdo os seguintes, em ordem de magnitude:

e tensdo circunferencial da parede arterial produzindo rompimento da
placa de colesterol e da lamina elastica interna e tensdo irreversivel das fibras de
colageno da parede arterial;

e redistribuicdo da placa longitudinalmente;

e compressdo da placa e extrusao de liquido;

e embolizacdo da placa.

A lesdo ou destruicao do endotélio pela angioplastia resulta em uma reducdo ou

eliminagdo dos fatores derivados do endotélio, os quais, normalmente, inibem a adesdo, a



agregacao plaquetdria e a formacdo de trombo (6xido nitrico, prostaciclina e ativador do
plasminogénio tecidual). Os fatores que inibem o recrutamento de leucdcitos (6xido nitrico,
produgdo de quimiotaxia e selectina)inibem a contragdo do musculo liso vascular (6xido
nitrico e prostaciclina) e também a proliferagdo e migragdo do musculo liso (prostaciclina,
oxido nitrico e heparan sulfato).

Com a ruptura da placa, sdo expostas as superficies trombogénicas subjacentes que
resultam na adesdo plaquetaria, na agregacdo e na degranulagdo, liberando o fator de
crescimento derivado das plaquetas, que € um potente quimioatraente e mitdgeno para as
células musculares lisas. Também ¢ liberado o fator tecidual que ativa a via de coagulacao
extrinseca que leva a formagdo de trombina promovendo a formagdo de fibrina e a
proliferacdo das células musculares lisas (CONSIGNY, 2000).

Na camada média, apds angioplastia, ocorre lise de células musculares lisas e
tensdo irreversivel da elastina e do colageno. Dependendo do grau da injuria, pode ocorrer
aumento da contratilidade arterial (vasoespasmo) em resposta a liberagdo de serotonina
derivada das plaquetas, ou endotelina derivada das células endoteliais lesadas. A lesdo da
camada média pode aumentar a condutividade dos fluidos e a diminui¢do da espessura da
parede, fatores que afetam a permeabilidade arterial para os fatores de crescimento e
citoquinas (CONSIGNY et al., 1986).

Viérios fatores técnicos influenciam os efeitos da angioplastia na parede arterial.
Exemplificando: um aumento da propor¢do baldo-artéria aumenta a tensdo arterial que
diminui a probabilidade do recuo elastico, mas também aumenta a probabilidade de lesdo
arterial e morte celular. O aumento do tempo de permanéncia de insuflacdo do baldo nado
causa alteracdes significantes na placa, mas aumenta a lesdo das células musculares lisas e

a diminuigdo da contratilidade arterial (CONSIGNY, 2000).



Quando ¢ realizada uma angioplastia com baldo, pode ocorrer lesdo da camada
adventicia e dos miofibroblastos nela contidos. Essas células podem contribuir para a
reestenose, migrando para a intima e aumentando sua espessura. Tais células podem evitar
a expansdo arterial (remodelamento positivo) por ocupar espago adventicial e induzir a
contratura arterial (remodelamento negativo), por um processo semelhante ao da contratura

da lesdo (SCOTT et al., 1996).

3.7 Remodelamento Geométrico Vascular

Remodelamento geométrico ¢ uma alteracdo estrutural da parede vascular em
resposta & injuria, com aumento ou diminuicdo da circunferéncia arterial total, com
variagdo em graus e magnitude, na formagao neointimal. Isso ¢ reconhecidamente um dos
maiores componentes no processo de reestenose (MINTZ et al., 1994; DI MARIO, 1995).

Portanto, o termo remodelamento vascular ¢ usado geralmente para referir ou a
dilatacdo ou a constricao da area total do vaso. Porque os eventos de cicatrizacdo da lesdo
envolvem alteracdes nos constituintes da parede vascular e de seu calibre, todo processo
reestendtico e de cicatrizagdo pode ser visto como remodelamento (FAXON et al., 1997).

O remodelamento expressa mudancas no didmetro do vaso, através de quatro
processos celulares, pelo menos: crescimento, morte, migragdo e producdo ou degradagdo
da matriz extracelular. Fatores de crescimento locais, substiancias vasoativas e estimulos
hemodinamicos sdo os mediadores envolvidos nesse processo (SCHWARTZ et al., 1998).

A importancia do remodelamento geométrico se deve as alteracdes relativamente
pequenas no didmetro arterial, podendo resultar em importantes altera¢des na luz do vaso.

Apés uma angioplastia, parece haver uma estreita relagdo entre 4rea intimal e



remodelamento, com um aumento paralelo no tamanho do vaso. Na reestenose, a
quantidade de remodelamento parece ser menor do que qualquer grau de espessamento
intimal O remodelamento geométrico positivo apds angioplastia, observado previamente
em aterosclerose, shunt arteriovenoso e enxertos vasculares de alto fluxo podem fazer parte
do mecanismo de feedbak fisiolodgico que coloca um stress constante na parede arterial. O
fluxo sanguineo regula o didmetro vascular através do shear stress ou stress de
cisalhamento (STAAB et al., 1995)..

POST et al. (1997), através de um estudo em artérias iliacas e femorais de suinos
Yucatan, que receberam dieta aterogénica, apos 42 dias, avaliaram a relacdo entre
remodelamento geométrico, apds angioplastia, ou implante de stents e a relagdo do
remodelamento geométrico com a formagdo neointimal. A andlise foi realizada através de
ultra-som intravascular e histomorfometria. Foi demonstrado que havia forte correlacio
entre angioplastia e remodelamento geométrico e correlagdo fraca com a area de hiperplasia
intimal. Nas artérias onde foram implantados stents, houve fraca correlagdo entre
remodelamento geométrico, € moderada correlagdo com hiperplasia intimal quando houve

reduc¢do da luz vascular.

3.8 Eventos Celulares e Moleculares no Implante de um Stent

Uma série de processos celulares e complexos moleculares contribuem na
cicatrizacdo intravascular dos stents. Esse processo de cicatrizagdo reflete uma resposta
programada, tipo corpo estranho, na implantacdo no sistema vascular e resulta em quatro
tipos de tecido: trombo, neointima, endotélio e infiltrado de células inflamatorias. A

localiza¢do e a extensdo de cada tipo desses quatro tecidos sdo influenciados através de



varios fatores relacionados ao proprio implante da endoprétese, localizacdo da malha
metalica do stent, o tipo de enxerto que o reveste, a microestrutura e a porosidade da
endoprotese.

No momento do implante das endoprdteses vasculares ocorre um certo grau de
lesdo da parede vascular. Mesmo os stents auto-expansiveis necessitam ser dilatados com
baldo para se acomodarem melhor a parede arterial. Os stents expansiveis por baldo, por si
sO, necessitam de um cateter baldo para se expandirem no sistema arterial, causando, as
vezes, dano a parede arterial no momento do implante, com ruptura da camada média e da
lamina elastica interna (DOLMATCH, 2000).

A resposta bioldgica aos enxertos tipo Dacron® ¢ caracterizada por uma capsula
fibrosa que reveste a superficie externa da prétese, e, a microscopia, observa-se abundante
matriz extracelular que infiltra a malha do tecido. A superficie luminal ¢ composta de
material fibrindide compactado, com auséncia de células endoteliais, exceto nas areas
vizinhas da anastomose. Quando usados, como um implante endovascular em vasos de
menor calibre, induzem a uma intensa reacdo celular composta de células tipo “corpo
estranho” e camadas concéntricas de linfocitos e eosinofilos. Essa reacdo tecidual, restringe
a luz vascular, levando, as vezes, a trombose. Os enxertos PTE suscitam um aumento de
trombogenecidade quando comparados ao PTFE, por suscitarem uma aumento da atividade
pré-coagulante dos macréfagos. O aumento da trombogenecidade e a forte reacdo tecidual
dos enxertos tipo dacron fazem do PTFE expandido o substituto ideal nos vasos com
calibre de 6mm ou menores. Contudo, na pratica, ndo foi encontrada diferenca de
perviedade nos by-pass de localizagdo infra-inguinal. Baseada nessas informagdes, pode-se
dizer que os stents recobertos com PTFE expandido teriam preferéncia nos vasos inferiores

a 6mm. A reacdo histoldgica aos poliuretanos ndo estd bem conhecida devido ao seu



limitado uso experimental (KALMAN et al., 1993; HANLIM et al.,1978; MURPHY et al.,
1992).

O sucesso de um implante de um stent vascular depende de uma minima trombose
e de uma rapida endotelizagdo. Apdés uma angioplastia, ocorre dissec¢do da média e da
intima, com exposi¢do dos elementos subintimais aos elementos da corrente sanguinea. Isso
traz como resultado a deposicdo de plaquetas e a formacdo de trombo, proliferagdo de
fibroblastos e hiperplasia intimal. No local da dissec¢do, o fluxo sanguineo torna-se
turbulento devido a camada intima tornar-se irregular, contribuindo assim para a deposicao
excessiva de plaquetas e fibrina. Posteriormente, ocorre hiperplasia intimal e conseqiiente
restenose (FAXON et al., 1984).

A modificacdo da morfologia apos o implante do stent apresenta uma seqiiéncia
bem definida de eventos. Inicialmente ocorre a formacdo de trombos e o aprecimento de
uma inflamagao aguda logo apds o implante e, posteriormente, o crescimento de neointima.
O aumento da inflamacao, ap6s o implante do stent, esta associado com injiria da camada
média e penetracdo da malha do stent no nucleo lipidico. Uma lesdo da camada média e a
desproporc¢do relativa do diametro do stent em relacdo a luz arterial estdo associados com
hiperplasia intimal (FARB et al., 1999).

E importante no momento de realizar-se uma dilatagio em um stent ou stent
revestido, esta deve ser feita delicadamente com o intuito de se evitar a reestenose no sitio
distal de implante do stent (FARB et al., 1999 e DOLMATCH, 2000).

A porcdo metalica das endoprdteses também influencia na cicatrizagdo. O
esqueleto metalico serve de suporte a uma barreira polimérica (graft). A estrutura metalica
¢ um importante determinante na formag¢ao do trombo e, por sua vez, o trombo serve de

nicho para a formagdo da neointima. Dentro de poucos segundos ap6s o implante, fibrina e



outras proteinas plasmaticas se depositam na estrutura metalica exposta ao fluxo sanguineo
(PALMAZ, 1993).

Foi evidenciado que, dentro dos primeiros quinze minutos em que o stent €
exposto a corrente circulatéria, as plaquetas e leucdcitos aderem a superficie do stent que
esta recoberto por fibrina, contribuindo para a formagdo do trombo inicial. O grau de
trombo que se forma na malha do sfent, nesta fase, influenciard o crescimento neointimal
subseqiiente (SCHATZ, 1989).

DOLMATCH et al. (1996) demonstraram que, apds varios dias, células
miointimais  primitivas e células inflamatérias  (macrofagos e  leucdcitos
polimorfonucleados) sdo vistos dentro do trombo. O processo se continua com a deposi¢do
de matriz coldgena, proliferagdo de células miointimais ¢ o desenvolvimento de uma
camada monocelular endotelial. Embora essa resposta esteja relacionada a exposi¢do no
momento do implante da endoprotese, ndo hé razdo para acreditar que esse processo seja
diferente em outras endopréteses que sdo projetadas com a estrutura metalica por fora da
malha de tecido e ndo expostas ao fluxo sanguineo.

ROBINSON et al. (1989) estudaram a resposta celular e subcelular de stents
implantados na aorta e artérias iliacas de coelhos. A microscopia Optica e a eletronica
revelaram que as células endoteliais e pseudoendoteliais aderem a protese logo no primeiro
dia apds o implante do stent. Aparentemente, logo ap6s o implante do stent, ocorre uma
trombose localizada, levando a uma organizagdo do trombo. Células musculares lisas e
células inflamatorias migram para o local do implante, levando & incorporacdo do stent na
parede arterial. Uma confluente camada endotelial se regenera dentro de duas a quatro

s€émanas.



3.9 Hiperplasia Intimal

A hiperplasia intimal tem sido responsavel pela reestenose e possivel trombose em
vasos de pequeno e médio calibre apds cirurgia vascular reparadora, tais como:
endarterectomia carotidea, by-pass com veia ou protese. Os resultados de estudos
experimentais, que serdo citados posteriormente, tém revelado que a hiperplasia intimal
pode ser causada por fatores hemodinamicos, tal como stress de cisalhamento e erro de
complacéncia, além da interagdo entre os componentes da parede vascular e os elementos
circulantes do sangue. A lesdo endotelial ¢ a base para todos esses mecanismos propostos.
Quanto a injiria ao endotélio causada pelo baldo de angioplastia, a resposta através da
célula muscular lisa estd entre um dos fatores mais importantes relacionados com a génese
da hiperplasia intimal. As plaquetas, os leucdcitos e as células endoteliais adjacentes podem
contribuir para a formacdo da lesdo intimal. Na hiperplasia intimal, como ndo héd a
formacao de uma verdadeira neointima, esta pode ser chamada de hiperplasia mio-intimal
(CHERVU e MOORE, 1990).

A hiperplasia intimal e o mecanismo de recuo elastico sdo considerados como as
principais causas de reestenose. Drogas anti-agregarias plaquetarias, anticoagulantes,
vasodilatadores, 6leo de peixe e dietas regulares ndo reduzem significativamente esse
processo. Acredita-se que a lesdo da parede arterial, devido a angioplastia transluminal, ¢ a
principal causa de hiperplasia intimal, € que o mecanismo de recuo elédstico continua a ser
visto nas artérias ateroscleroticas. Os stents parecem diminuir em algum grau a reestenose
devido a esse mecanismo. Contudo, eles sdo trombogéncios e requerem uma forte
dilatacdo. Os stents implantados em animais e humanos causam dano intimal e uma

hiperplasia maior do que aquela vista ap6s a simples angioplastia (BYER et al., 1998).



KARAS et al. (1992) compararam os achados histopatologicos da resposta
proliferativa em artérias coronarias apds o implante de stents de tintalo com a simples
angioplastia com baldo em suinos normolipémicos. As artérias corondrias de suinos, apos
angioplastia ou implante de stents, apresentaram proliferacdo de células musculares lisas
para a camada intima, com mesmo aspecto da reestenose vista em humanos. O grau de
proliferacdo intimal parece ser maior apos o uso de stents do que apds injuria por baldo. Os
stents intracoronarios em suinos estavam associados com uma forte reacdo inflamatoria ao
redor da malha do stent.

Em humanos, a taxa de perviedade varia conforme a regido onde foi realizada a
angioplastia, com ou sem implante de stents. Depende do calibre do vaso, do fluxo
sangiiineo e da extensdo da lesdo (MARIN et al., 1995).

MARTIN et al. (1999), estudando angioplastia das artérias infra-inguinais,
encontraram uma taxa de perviedade em cinco anos inferior a da revascularizagdo com veia
safena autologa. Em pacientes selecionados com estenoses menores de 3cm de extensdo, a
angioplastia pode ser um tratamento alternativo em uma primeira instancia. A eficacia do
procedimento diminui drasticamente em estenoses maiores que 3cm e oclusdes, e uma
revascularizacdo convencional talvez seja o procedimento mais apropriado.

POWELL et al. (2000) submeteram um grupo heterogéneo de pacientes a
angioplastia de artérias iliacas. Em 6% dos pacientes a queixa era claudicagdo intermitente,
em outros 17% era dor no repouso e em 23% havia lesdo trofica. A taxa de perviedade
primaria em seis, 12 e 36 meses, respectivamente de 76%, 61% e 43%, e a taxa primaria
assistida foi, respectivamente, 95%, 87% e 72%. Um dado importante que ndo pode ser

negligenciado foi a presenca de estenose da artéria iliaca externa associada, que afetou



significativamente a taxa de perviedade. Quando esta estava presente a perviedade diminuiu
para 68%, 47% e 18%.

LEE et al.(2000) encontraram taxa de perviedade semelhante entre as artérias
iliacas comuns e iliacas externas, apds angioplastia com implante de stents expansiveis por
baldo (Palmaz) e autoexpansiveis (Wallstents). O seguimento médio foi de 21 meses. As
taxas de perviedade em um, dois e trés anos, foram, respectivamente, 93%, 91% e 90%
(artéria iliaca comum) e 88%, 85% e 78% (artéria iliaca externa ), embora os pacientes com
lesdo na artéria iliaca externa fossem de idade mais avancada e com maior grau de isquemia

nos membros inferiores.

3.10 Anatomia da Aorta e da Parede Abdominal Suina

A anatomia dos suinos tem certas peculiaridades e difere pouco da anatomia
humana. A medida da extensdo da aorta abdominal, desde a artéria renal esquerda, de
localizag@o mais inferior, foi de 7,4cm em média, e seu diametro médio de 0,8cm.

A artéria aorta abdominal surge em qualquer lado, ligeiramente cranial a artéria
renal correspondente, aproximadamente ao nivel da terceira vértebra lombar. Ela passa para
a parede abdominal lateral situando-se nos musculos sublombares. Na borda lateral do
musculo psoas maior divide-se num ramo cranial e outro caudal. Ap6s seguir a borda
caudal da ultima costela, o ramo cranial supre o musculo transverso do abdome e, as vezes,
o musculo obliquo externo do abdome. O ramo caudal igualmente supre os musculos
citados anteriormente. Seus ramos de maior importancia para o experimento sdo: as artérias

renais, as lombares, a mesentérica caudal, as iliacas externas e a artéria sacral mediana.



As artérias lombares freqiientemente sdo seis pares. Os primeiros cinco pares
geralmente surgem da parede dorsal da aorta abdominal, enquanto o sexto par nasce da
artéria sacral mediana. As artérias renais surgem da superficie lateral da aorta abdominal. A
artéria renal direita se origina em posi¢do mais elevada do que a artéria renal esquerda. A
artéria renal direita passa anteriormente a veia cava caudal. As artérias lombares direita e
esquerda, dentro dos primeiros quatro segmentos, surgem separadamente, mas elas
freqiientemente surgem por um tronco comum nos ultimos dois segmentos lombares. Ao
nivel do corpo vertebral correspondente, fornece um ou dois pequenos ramos que irrigam
os musculos sublombares. Ela continua sua ascensdo e, proximo ao forame intervertebral,
libera o ramo espinhal para a medula espinhal e suas meninges. A artéria mesentérica
caudal nasce da aorta ventralmente, proximo da sua terminagdo, ao nivel da quinta e sexta
vértebras lombares. Apos pequeno percurso, em que emite pequenos ramos, irriga o colon
descendente. As artérias iliacas externas surgem da aorta abdominal ventralmente a Gltima
vértebra lombar, cranialmente ao promontdrio sacral. Transcorre pdstero-lateral ao musculo
psoas-iliaco até a origem do musculo sartério, onde deixa a cavidade abdominal através do
anel femoral. A artéria sacral mediana ¢ a continuagdo da aorta abdominal na regido
sacrocaudal, portanto, ¢ tdo calibrosa quanto as artérias iliacas externas, constituindo com
essas uma trifurcacdo. Percorre a regido sacrocaudal e emite pares de ramos sacrais
espinhais, que irrigam a medula e suas meninges (GHOSHAL in SISSON e GROSSMAN,
1986).

A tnica abdominal dos suinos ¢ pouco desenvolvida. O musculo obliquo externo
do abdomen possui uma extensa por¢cdo muscular e uma aponeurose correspondente

estreita. Na sua por¢ao inferior, no abdome, reflete-se para formar o ligamento inguinal.



O musculo obliquo interno é um pequeno musculo fusiforme que cruza o canal
inguinal obliquamente e esta inserido na superficie abdominal do ligamento inguinal,
parecendo um segmento destacado do musculo obliquo externo do abdome.

O musculo reto do abdome ¢ extenso e espesso. Ele tem de sete a 10 fasciculos.
Seu tendao de inser¢do funde-se essencialmente com o tenddao comum do musculo grécil e
ndo emite uma faixa acessoria para a cabeg¢a do fémur. A parte muscular do musculo
transverso do abdome ¢ bem desenvolvida. Esta parte une-se com o musculo transverso do

torax. (SISSON in SISSON e GROSSMAN, 1986).

3.11 Modelo Experimental

WOLF et al. (1999) compararam as diferencas entre varios animais, entre os quais
o camundongo, coelho, cdo, primatas e suinos, e estabeleceram que o modelo suino tem
como desvantagens o rapido aumento de peso, o gasto com a manutencdo € a
suscetibilidade a fibrilagcdo ventricular quando da realizagdo de oclusdo coronaria durante
um procedimento de angioplastia. As vantagens do modelo suino seriam o facil manejo, a
semelhanca quanto o metabolismo lipidico e o perfil lipoproteico e a agregacdo plaquetaria
em relacdo aos humanos. Além disso, apds a lesdo endotelial ha formacgdo de
trombo,deposi¢cdo de fibrina e formag¢do de neointima com caracteristicas similares aos
humanos. Os caes apresentam diferencas do sistema de coagulacdo em relagdo aos seres
humanos, além de envolverem aspectos €ticos e legais existentes no Brasil, por este ser um
animal doméstico.

Outros animais como 0s primatas apresentam caracteristicas semelhantes aos

humanos, conforme os citados acima, além das lesdes provocadas apresentarem



remodelamento geométrico nas artérias. Como desvantagens apresentam: muita
sensibilidade, a dieta varia conforme a espécie, sdo de dificil manuseio. Além disso os
estudos que utilizam esse animal apresentam custo muito elevado, tornando-os inviaveis
como modelo de experimentagdo. Por esses motivos, o suino foi escolhido como modelo

experimental.



4. MATERIAIS E METODOS

A parte experimental do estudo foi realizada no Biotério da Universidade de
Caxias do Sul, e a andlise histologica dos tecidos foi realizada no Departamento de
Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, vinculado a Universidade Federal de Rio
Grande do Sul, e a andlise morfométrica digital foi realizada no Laboratorio de Medicina
Digital de Porto Alegre.

O projeto de pesquisa foi submetido ao Grupo de Pos-Graduagdo e Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e a dire¢cao do Centro
de Ciéncias Basicas e da Saude, da Universidade de Caxias do Sul, para a apreciacdo dos
comemorativos €ticos envolvidos nesse estudo e a determinagdo do tamanho amostral e da
analise estatistica a ser utilizada.

Os stents utilizados para o experimento foram stents com desenho em “Z”, auto-
expansiveis, com 3cm de comprimento e diametro final de 8mm, confeccionados com ago
da série 316L, pelo Laboratorio de Transformagdo Mecanica da Escola de Engenharia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com base nos stents da Fabrica ELLA-CS® -

Dr. Karel Volenec.



Figura 1- Stent nao revestido (SNR).

Figura 2 — Stent revestido com dacron (SRD).



O estudo foi dividido em duas fases e dois grupos:

Fase I — implante dos stents em suinos com idade superior a oito semanas

Fase II —quatro semanas apos, retirada em monobloco da artéria aorta com os stents
implantados

Grupo SNR - stent ndo revestidos

Grupo SRD - stents revestidos com dacron .

4.1 Critérios de Inclusao

Os animais utilizados foram suinos da raca mista Large White X Landrace,
originados de varias matrizes, do sexo masculino, com idade aproximada de oito semanas,
peso entre 16 e 25Kg, e fornecidos pelo mesmo produtor. A amostra utilizada neste estudo
consistiu de 16 animais, os quais foram alojados em baias com agua corrente e alimentados
com a mesma ra¢ao (SUPRA SUI®), sem suplementagdo lipidica adicional, balanceada e
adaptada para a idade. O niimero de animais foi determinado através de avaliagdo estatistica
e baseado nos experimentos realizados por: SCHURMANN et al., (1997a); EGGERS

(1998) e PASA (2001).

4.2 Critérios de Exclusio

Os critérios de exclusdo para os quais os animais ou as pecas histologicas

coletadas no estudo foram estabelecidos previamente a execucao do experimento consistem

de:



a)  trombose do stent ou da por¢do proximal e/ou distal da artéria aorta suina;

b) infeccdo da ferida operatdria ou dos tecidos adjacentes;

c) reintervengdo sobre a ferida operatdria devido a hemorragia;

d) obito do animal antes do prazo estabelecido para a coleta de material para andlise
histopatologica;

e) falhas técnicas no preparo, ou no processamento dos tecidos.

Dois animais foram excluidos do estudo, um durante o procedimento anestésico,
por dificuldade técnica de intubagdo, ¢ outro devido a trombose aguda do stent implantado

na aorta. Ambos 0s animais foram ao Obito.

4.3 Variaveis em Estudo

1.  Perviedade da artéria aorta dos suinos apds o implante dos stents revestidos com

dacron extrafino e stents nao revestidos.

2. Espessamento intimal analisado através de Morfometria Digital



4.4 Esquema da Metodologia Utilizada

FASE 1
SUINO
2
PRE-ANESTESIA (ZOLETIL +ATROPINA)
2
PESAGEM E IDENTIFICACAO
2
ANESTESIA = VENOCLISE — HIDRATACAO — THIONEMBUTAL — INTUBACAO —
MANUTENCAO (HALOTANO + 02)
2
ANTIBIOTICOPROFILAXIA (AGROVET)
2
PROCEDIMENTO CIRURGICO => TRICOTOMIA, ASSEPSIA E ANTISSEPSIA — ACESSO EXTRA
PERITONIAL — DISSECCAO E ISOLAMENTO DAS ARTERIAS AORTA,
ILIACAS E SACRAL MEDIANA — COLETA DE SANGUE — HEPARINIZACAO
— ARTERIOTOMIA — INTRODUCAO DO SISTEMA — LIBERACAO DA
ENDOPROTESE NA AORTA INFRARENAL — SINTESE DA ARTERIOTOMIA
— SINTESE POR PLANOS
J

BAIAS POR QUATRO SEMANAS



FASE I1

PRE-ANESTESIA (IDEM FASE I)
\2
PESAGEM
\2
ANESTESIA = (IDEM FASE I)
\2
PROCEDIMENTO CIRURGICO = TRICOTOMIA, ASSEPSIA E ANTISSEPSIA — ACESSO
TRANSPERITONIAL — COLETA DE SANGUE — RETIRADA EM
MONOBLOCO DA AORTA ABDOMINAL COM STENT — SINTESE POR
PLANOS
\2

EUTANASIA (CLORETO DE POTASSIO)

4.5 Técnica Anestésica

Os animais foram submetidos a um jejum alimentar de: 12 horas - dieta so6lida; 4
horas - dieta liquida. A técnica utilizada foi anestesia geral inalatdria, utilizando-se um
sistema semifechado com reinalacdo (Modelo HUSKY - CALGIMED®).

Nas fases I e II, todos os animais foram pesados apds a indugao pré-anestésica.

Em ambas as fases, a anestesia do animal foi realizada contemplando-se o
protocolo de anestesia geral para suinos do Biotério da Universidade de Caxias do Sul, no

qual a medicacao pré-anestésica utilizada foi a tiletamina mais zolazepam (ZOLETIL®),



0,2ml/kg de peso, aplicado por via intramuscular cinco minutos antes de iniciar o
procedimento.

A via de acesso venoso utilizada para infusdo de liquidos e drogas foi a veia
marginal da orelha, obtida através da vendclise com um cateter de teflon 20G
(ABBOCATH®).

A inducdo anestésica foi realizada com tiopental sodico a 2,5%
(THIONENBUTAL®) 10-12mg/kg, por via intravenosa até¢ o desaparecimento do reflexo
laringotraqueal e/ou discreto desaparecimento do reflexo o6culo palpebral, seguindo-se de
entubacgdo por via orotraqueal com lamina longa.

Os animais foram ventilados com oxigénio através de Ambu, e a posi¢ao do tubo
certificada pela ausculta pulmonar. A droga utilizada para a manuten¢ao da anestesia foi o
halotano (HALOTHANE®) 0,5% a 1%, e a reposicdo hidrica foi obtida com solucao

fisiologica a 0,9%, 20ml/kg/hora.

4.6 Técnica Cirurgica

O abdome dos suinos foi devidamente preparado através de degermacdo e
escovagdo com sabao antisséptico. Apods, foi realizada assepsia com alcool iodado a 2%, e
os campos cirurgicos foram colocados adequadamente e presos com pingas de Backaus.
Realizou-se uma incisdo infra-umbilical, para-retal externa a esquerda, com divulsdo do
musculo reto abdominal, sem abertura do peritonio (extraperitoneal). Realizado o
descolamento com dissec¢do romba do espaco retroperitoneal, até a visualizagdo da artéria
iliaca externa esquerda e da por¢do terminal da aorta infra-renal. Foi realizada pun¢do da

veia cava inferior com seringa de 20ml para coleta de 15ml de sangue para analise.



Apods disseccdo cuidadosa da aorta, abaixo da origem da artéria mesentérica
caudal, e da trifurcagdo (duas artérias iliacas e uma artéria sacral mediana), as mesmas

foram reparadas com vessel-loops (cadarcos de silicone) com lagada dupla.

Figura 3 — Trifurcagdo aortica reparadas com vessel-loops.

Ap6s heparinizacdo sistémica (HEPARIN®, 100UI/Kg) e espera de trés minutos,
foi realizado o controle da hemostasia através de tracdo dos vessel-loops. Uma arteriotomia
transversa foi realizada, a meio centimetro da trifurcagao.

O sistema de implante do sfent nd3o recoberto constituia-se de uma bainha
angiografica 8F, e o do stent revestido com dacron um sistema 12F. O sistema de implante
foi introduzido delicadamente na aorta terminal, pela arteriotomia, ¢ conduzido até o local

de implante. Foi realizada a palpagdo do sistema de implante e a liberacao do stent.




Figura 4 — Sistema de implante dos stents.

A sintese da arteriotomia foi realizada com fio de polipropileno 5-0. Apods o
controle da hemostasia e a revisdo do espacgo retroperitoneal, a aponeurose foi suturada com
fio de Poligalactina numero 1, e a sintese da pele com fio de Mononylon 2-0. Os pontos
foram retirados em 10 dias.

O posicionamento correto de cada stent foi verificado através de palpacao da aorta
infra-renal, no momento da implantagdo dos mesmos.

Na fase II (coleta dos tecidos - artéria aorta com os stents), os animais foram
entubados e anestesiados, como na fase I. Foi realizado o devido preparo do campo
operatorio, e a laparotomia utilizada foi a mediana supra e infra-umbilical. A artéria aorta
foi abordada nas areas proximal e distal isentas de tecido fibroso. Apos, os animais foram
submetidos a anticoagulagdo, e os espécimes foram retirados em monobloco com os tecidos
adjacentes. Os tecidos retirados foram irrigados com solugdo de cloreto de sddio a 0,9%, e,

nesse momento, foi verificado macroscopicamente a perviedade dos vasos. Os espécimes



foram seccionados longitudinalmente e fixados com solucdo de aldeido férmico a 10%. Os

animais foram submetidos a eutanasia com cloreto de potassio intracardiaco.

4.7 Preparo do Tecido para Analise Histologica

Os espécimes foram abertos, analisados macroscopicamente ¢ fixados com solugao
de Aldeido Formico a 10%. Secgdes de uma por¢ao de tecido de 0,3cm de extensdo da
artéria aorta no limite de ambas as extremidades (proximal e distal) foram retirados para a
analise histologica. Os segmentos foram processados e incluidos em blocos de parafina, e
posteriormente, submetidos a cortes histologicos medindo 4pm de espessura para o preparo
das laminas. Essas contendo os cortes de tecidos foram preparadas e coradas pelas técnicas
de H-E (Hematoxilina-Eosina) e de Verhoeff, utilizadas para a avaliagdo morfométrica

digital da parede arterial.

4.8 Analise Morfométrica Digital

A metodologia da quantificagdo do espessamento intimal justa stents consistiu de
analise morfométrica digital através de programa integrado de morfometria e analise de
Imagem MEDIA CYBERNETICS: IMAGE PRO PLUS. As imagens dos cortes
histologicos foram digitalizadas para analise morfométrica a partir da microscopia Optica
convencional (Microscopio ZEISS Modelo AXIASTAR com optica plano acromadtica e
foto-tubo (Video Camera SONY DXC 151), gerando arquivos de imagens em
microcomputador. As imagens foram digitalizadas com aumento microscopico de 100

vezes, € as areas intimal e muscular foram delimitadas, respectivamente, pelas membranas



elasticas interna e externa. As medidas das areas foram expressas em mm?, utilizando-se a
média de oito medidas (HAMILTON et al. 1995).

As membranas elasticas externa e interna definiram a area da camada médias, € as
linhas limitadas pela membrana elastica interna e pelo endotélio caracterizaram a area

intimal. A relagdo area intimal/camada média foi utilizada como indice intimal.

4.9 Analise Hematimétrica e Sorologica

Durante o procedimento cirirgico, amostras de sangue foram obtidas para analise
dos elementos hematimétricos e da lipidemia final. As amostras de sangue foram coletadas
em tubos de ensaio vacuolizados contendo solucdo anticoagulante (HEPARINA) e foram
submetidos a andlise espectrofotométrica através de equipamento especifico (COULTER
T-890 ), que utilizava reagentes apropriados para os diferentes tipos celulares.

Para a andlise dos elementos lipidicos do soro do animal, as amostras de sangue
foram coletadas em tubos de ensaio isentos de solucdo anticoagulante e colocadas em
repouso até a formacgdo de um coagulo e, a seguir, submetidas a centrifuga¢do. O soro

extraido foi analisado através de kits enzimaticos LABTEST.

4.10 Analise Estatistica

A andlise dos dados foi realizada através do programa SPSS v.6.0 Statistical

Package for Social Sciences for Windows (MICROSOFT® - USA), através de estatistica



descritiva. As variaveis foram avaliadas conforme sua distribui¢do, para elei¢do do teste
estatistico mais adequado.

A média e o desvio padrao foram utilizados para as variaveis paramétricas ¢ a
mediana e intervalos entre quartis (percentis 25-75) para as varidveis ndo paramétricas.

A variavel peso foi analisada, entre os grupos, através do teste t de Student para
amostras independentes e, entre as duas fases do estudo, através do teste t de Student para
amostras pareadas.

Como o peso inicial do Grupo SNR foi estatisticamente menor que o peso do
Grupo SRD, foi realizada uma analise de Co-variancia, para ver se havia influéncia do peso
inicial nos resultados da espessura das camadas arteriais.

A analise hematimétrica, as variaveis do colesterol total, HDL e LDL, e a analise
por morfometria da espessura das camadas, por se tratarem de varidveis continuas e de
distribuicdo normal, foram utilizados o teste ¢ de Student para amostras pareadas. entre os
grupos e o teste ¢ de Student para amostras independentes entre fases I ell.

As varidveis dos triglicerideos, da leucometria e do seu diferencial, por nao
obedecerem a uma distribui¢do normal, foram analisadas através de testes nao
paramétricos. Foi utilizado o teste ndo paramétrico para amostras independentes de Mann-
Whitney, para comparagdes entre os grupos € o teste ¢ de Wilcoxon (teste ndo paramétrico
para amostras pareadas) para as comparagdes entre as fases I e II.

A Correlagdo de Pearson foi utilizada para comparar o peso inicial dos grupos
SNR e SRD, bem como para comparar a camada intima proximal e a intima distal, entre si
€ por grupo.

O nivel de significancia (p) considerado foi de 5%, e o intervalo de confianca, de

95%.






5. RESULTADOS

Todos os animais utilizados no experimento foram do sexo masculino. Dois
animais foram excluidos na fase I: um devido a dificuldade de intubagdo, ocorrendo lesdao
de arvore traqueo-bronquica e aspiracao do contetdo gastrico, ¢ outro devido a trombose
aguda do stent implantado na aorta. Ambos animais foram ao dbito.

Foram utilizados 16 animais na amostra final, sendo que os animais excluidos nao
participaram, pois ndo completaram a fase I.

Os animais com suas respectivas numeragoes, a distribuicdo nos dois grupos: stent
nao revestido (SNR) e stent revestido com dacron (SRD) e os valores dos pesos de cada
animal, nas duas fases do experimento, encontram-se na Tabela 1.

Na fase I, a média de peso dos grupos SNR e SRD foram, respectivamente, 18,90
+ 1,67kg e 22,40 + 1,42kg, havendo diferenca significativa entre os dois grupos analisados
através do teste ¢ de Student para amostras independentes (p=0,001).

Na fase II, a média de peso dos grupos SNR e SRD foram, respectivamente, 35,82

+ 3,74kg e 41,03 £ 2,79kg, havendo diferenca significativa entre os grupos (p=0,007).

TABELA 1: Peso dos grupos SNR e SRD durante as fases I e I1.



Suino Peso (kg)

Stent
N° FASE 1 FASE II
1 SNR 21,20 37,50
2 SRD 20,00 40,50
3 SNR 18,80 37,00
4 SRD 25,00 43,00
5 SNR 19,50 37,00
6 SRD 22,00 43,80
7 SNR 17,00 32,50
8 SRD 22,00 43,50
9 SNR 19,00 42,00
10 SRD 23,50 43,00
11 SNR 19,90 37,00
12 SRD 22,00 36,00
13 SNR 19,90 34,00
14 SRD 22,50 38,50
15 SNR 16,00 29,60
16 SRD 22,50 40,00

Na Tabela 2, encontra-se a analise dos dados de peso, entre os grupos, nas fases I e
IT do experimento. O ganho de peso entre as fases I e Il no grupo SNR foi 45%, e no grupo
SDR foi 47%. Foi utilizada a Correlagdo de Pearson, que demonstrou que o ganho de peso

entre os grupos foi semelhante.

TABELA 2 — Anélise do peso (kg) dos Grupos SNR e SRD durante as Fases I e II

Grupo Significancia
Variavel Fase SNR SRD Estatistica p*
n=8 n=8
Peso I 18,91 + 1,67 22,43 +£1,42 S 0,001
Peso II 35,82+3,74 41,03 +£2,79 S 0,007

Valores: Médias mais ou menos desvio padrao
Notagdo: Nivel de significancia = 0,05;

* Teste ¢ Student para amostras independentes
n: numero de animais por grupo



O ganho de peso dos grupos: SNR foi de 16,9 + 2,94kg e SRD foi de 18,6 +
2,74kg, de uma fase para outra, ndo apresentando diferenca estatistica entre os grupos

(p=0,254).

5.1 Perfil Lipidico

A Tabela 3 apresenta a analise dos dados do perfil lipidico, comparando os grupos
SNR e SRD, nas coletas durante as fases I e II do experimento.

Os dados de colesterol total, HDL e LDL, apresentaram distribuicdo normal e
foram utilizados os valores da média, mais ou menos o desvio padrao.

Os valores médios do colesterol total, nas fases I e II, ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas entre os grupos: Na fase I, no grupo SNR, o valor foi 87,50 +
16,52mg/dl e, no grupo SRD, o valor foi 84,12 + 11,38mg/dl (p=0,642) Na fase II, no
grupo SNR, o valor foi 118,62 + 18,66mg/dl e, no grupo SRD, foi 108,75 = 16,39 mg/dl,
(p=0,280).

Entre as fases I e II, o colesterol total apresentou um aumento estatisticamente
significativo no grupo SNR (p=0,003) e no grupo SRD (p=0,001)

Os valores médios do colesterol HDL, nas fases I e II, ndo apresentaram,
estatisticamente, diferengas significativas entre os grupos: na fase I, no grupo SNR, o valor
foi 38,87 + 13,65mg/dl e, no grupo SRD, de 36,50 + 12,37mg/dl (p=0,721). Na fase II, no
grupo SNR, o valor foi 34,50 + 3,16mg/dl e, no Grupo SRD, o valor foi 33,62 + 3,24mg/dl
(p=0,594).

Entre as fases I e Il houve uma diminuicdo, embora ndo estatisticamente

significativa, no grupo SNR (p=0,396) e no grupo SRD (p=0,466).



Os niveis séricos do colesterol LDL, nas fases I e II, ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos: no grupo SNR, o valor foi 41,50 =+
21,06mg/dl e, no grupo SRD, o valor foi 41,62 + 10,67mg/dl (p=0,988). Na fase II, no
grupo SNR, o valor foi 72,12 £ 18,17mg/dl e, no grupo SRD, o valor foi 58,00 +
12,73mg/dl (p=0,093).

Entre as fases, ambos os grupos apresentaram, estatisticamente, um aumento
significativo, no grupo SNR (p=0,001) e no grupo SRD (p=0,015).

Os valores dos niveis de triglicerideos ndo apresentaram distribui¢do normal,
sendo, portanto, utilizados os valores da mediana e intervalo entre quartis (percentis 25-75).

Os niveis de triglicerideos, nas fases I e II, ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas entre os grupos. Na fase I, o valor mediano do grupo SNR foi 33,5mg/dl
(15,25 —47,00) e do grupo SRD foi 23mg/dl (14,25 — 27,50) e o valor p=0,461.

Na fase II, o valor mediano no grupo SNR foi 49,50mg/dl (20,75 — 103,50) e no
grupo SRD 67,00mg/dl (39,00 — 132,75), e o valor p=0,227.

Entre as fases I e II, o grupo SNR apresentou um aumento estatistico ndo
significativo (p=0,161) e o grupo SRD apresentou um aumento estatistico significativo

(p=0,0012).



TABELA 3: Resultados da andlise dos dados do perfil lipidico (mg/dl), entre os grupos
SNR e SRD durante as fases I e II.

Grupo Signific.
Variavel  Fase SNR SRD Estatist. p
n=8 n=8
Colesterol I 87,50 £ 16,52 84,12 £11,38 NS 0.642*
total IT 118,62 + 18,66 108,75 + 16,39 NS 0,280%*
HDL I 38,87 + 13,65 36,50 + 12,37 NS 0,721%*
11 34,50 +3,16 33,62 +324 NS 0,594*
LDL I 41,50 + 21,06 41,62 +10,67 NS 0,988*
11 72,12 + 18,17 58,00 + 12,73 NS 0,093*
Triglce- 1 3350 (150547000 23,00 (14252750) NS 0,461%*
rideos

II 49,50 (20,75-103,5) 67,00 (39,00-132,75) NS 0,227%*

* Teste ¢ Student para amostras independentes.

Valores: Médias mais ou menos desvio padrdo

** Teste t de Mann-Whitney

Valores: Medianas com intervalos entre quartis (percentis 25-75)
Notagao: Nivel de significancia = 0,05;

n: numero de animais por grupo.

5.2 Elementos Figurados do Sangue

Na analise da leucometria, nas fases I e II, ndo foram observadas alteragoes
estatisticamente significativas entre os grupos SNR e SRD (Tabela 4).

Os valores da leucometria ndo apresentaram distribuicdo normal, sendo, portanto,
utilizados os valores da mediana e intervalo entre quartis (percentis 25-75).

Os leucécitos, nas fases I e II, ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas entre os grupos. Na fase I, o valor mediano do grupo SNR foi
13950,00p/mm?* (12700,00-15575,00), ¢ no grupo SRD foi 13850,00p/mm?3 (12475,00-

20775,00), com p=1,00.



Na fase II, o valor mediano no grupo SNR foi 12900,00p/mm?3 (10800,00-
16775,00), ¢ no grupo SRD foi 16700,00p/mm3 (13800,00-19525,00), com p=0,130.

Entre as fases I e II, o grupo SNR apresentou uma diminui¢do nao significativa
(p=0,575), e o grupo SRD apresentou um aumento nao significativo (p=0,889).

Os bastonados, nas fases I e II, ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas entre os grupos. Na fase I, o valor mediano do grupo SNR foi 152,50p/mm3
(139,25-346,25), € no grupo SRD foi 259,00p/mm?3 (224,00-395,25), com p=0,279.

Na fase II, o valor mediano no grupo SNR foi 154,00p/mm?3 (111,75-172,75), € no
grupo SRD 167,00p/mm3 (138,00-349,25), com p=0,442.

Entre as fases I e II, o grupo SNR apresentou um aumento ndo significativo
(p=0,069) e o grupo SRD apresentou uma diminui¢do ndo significativa (p=0,327).

Os segmentados, nas fases I e II, ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa entre os grupos. Na fase I, o valor mediano do grupo SNR foi 6070,50p/mm3
(6249,75-8826,50), e no grupo SRD foi 5526,50p/mm?3 (3941,75-12617,25), com p=0,959.

Na fase II, o valor mediano no grupo SNR foi 5710,50p/mm?3 (2423,25-6975,25),
e no grupo SRD 4528,00p/mm3 (3439,75-9896,00), com p=0,574.

Entre as fases I e II, apresentaram uma diminui¢@o ndo significativa no grupo SNR
(p=0,208), e no grupo SRD (p=0,484).

Os eosinofilos, nas fases I e II, ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas entre os grupos. Na fase I, o valor mediano do grupo SNR foi 152,50p/mm?3
(126,50-270,00), € no grupo SRD foi 136,00p/mm?3 (27,00-345,00), com p=0,645.

Na fase II, o valor mediano no grupo SNR foi 166,50p/mm?3 (28,50-341,25) e no

grupo SRD 174,50p/mm?3 (108,75-590,75), com p=0,574.



Entre as fases I e II, apresentaram um aumento nao significativo, tanto no grupo
SNR (p=0,779) quanto no grupo SRD (p=0,263).

Os mondcitos, nas fases I e II, ndo apresentaram diferengas estatisticas
significativas entre os grupos. Na fase I, o valor mediano do grupo SNR foi 152,50p/mm3
(139,25-405,00, ¢ no grupo SRD foi 232,00p/mm?3 (161,00-331,25), com p=0,798.

Na fase II, o valor mediano no grupo SNR foi 513,50p/mm?3 (125,50-778,50) e no
grupo SRD 385,00p/mm?3 (185,50-1047,75), com p=0,798.

Entre as fases I e I, apresentaram um aumento nao significativo, tanto no grupo
SNR (p=0,093) quanto no grupo SRD (p=0,093).

Os linfécitos, nas fases I e II, ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas entre os grupos. Na fase I, o valor mediano do grupo SNR foi 6948,00p/mm 3
(6249,75-8826,50), e no grupo SRD foi 7337,00p/mm?3 (6510,00-9177,50), com p=0,798.

Na fase II, o valor mediano no grupo SNR foi 8064,00p/mm?3 (5785,25-9504,75) e
no grupo SRD 8911,00p/amm? (5788,50-10731,75), com p=0,645.

Entre as fases I e II, apresentaram um aumento nao significativo no grupo SNR

(p=0,575) e no grupo SRD (p=0,327).



TABELA 4: Resultados da analise da leucometria (p/mm?2), dos grupos SNR ¢ SRD
durante as fases [ e II.

GRUPO

{onif
Variavel Fase SNR SRD SElgtn ’ *
n=8 n=8 stat.
13950,00 13850,00
Leucécitos I (12700,00-15575,00) (12475,00-20775,00) NS 1,00
1 12900,00 16700,00 NS 0.130
(10800,00-16775,00) (13800,00-19525,00) i
152,50 259,00
Bastonados I (139,25 —346,25) (224,00 — 395,25) NS 0,279
154,00 167,00
1I (111,75 — 172,75) (138,00 — 349,25) NS 0442
6070,50 5526,50
Seementados I (6249,75 — 8826,50) (3941,75 — 12617,25) NS 0,959
g I 5710,50 4528.00 NS 0574
(242325 — 6975,25) (3439,75 — 9896,00) ’
152,50 136,00
Eosinofilos I (126,50 — 270,00) (27,00 — 345,00) NS 0’645
1 166,50 174,50 NS 0574
(28,50 — 341,25) (108,75 — 590,75) ’
152,50 232,00
Monbcitos I (139,25 — 405,00) (161,00 — 331,25) NS 0,798
1 513,50 385,00 NS 0.798
(125,50 — 778,50) (185,50 — 1047,75) ’
6948,00 7337,00
Linfocitos I (6249,75 — 8826,50) (6510,00 — 9177,50) NS 0,798
1 8064,00 8911,00 NS 0,645

(5785,25 —9504,75)

(5788,50 — 10731,75)

Valores: Medianas com intervalos entre quartis (percentis 25-75)

* Teste t de Mann-Whitney
Notagao: Nivel de significancia = 0,05;
n: numero de animais por grupo

A Tabela 5 apresenta a analise dos dados do eritograma e contagem de plaquetas,
dos grupos SNR e SRD, durante as fases I e II do experimento. Os resultados mostram que

nao houve diferenga estatistica entre os grupos.



Os valores médios dos eritrocitos, nas fases I e II, ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas entre os grupos: Na fase I, no grupo SNR, o valor foi 5,54 +
0.73milhdes/mm e, no grupo SRD, foi 5,65 + 0.45milhdes/mm (p=0,721). Na fase II, no
grupo SNR, o valor foi 6,39 + 0.23milhdes/mm e no Grupo SRD o valor foi 6,22 +
0,63milhdes/mm (p=0,492).

Entre as fases I e II apresentaram um aumento ndo estatisticamente significativo,
tanto no grupo SNR (p=0,507) quanto no grupo SRD (p=0,718).

Os valores médios do hematocrito, nas fases I e II, ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas entre os grupos. Na fase I, no grupo SNR, o valor foi 31,20 +
3,95% e, no grupo SRD, foi 33,13 + 3,00% (p=0,288). Na fase II, no grupo SNR, o valor
foi 35,63 £ 3,50% e, no Grupo SRD, o valor foi 36,27 + 3,87% (p=0,735).

Entre as fases I e II apresentaram um aumento ndo estatisticamente significativo,
tanto no grupo SNR (p=0,621) quanto no grupo SRD (p=0,466).

A hemoglobina, nas fases I e II, ndo apresentou diferenga estatistica significativa
entre os grupos. Na fase I, no grupo SNR, o valor foi 9,96 + 1,21g% e, no grupo SRD, foi
10,41 £+ 0,94g% (p=0,423). Na fase II, no grupo SNR, o valor foi 11,16 + 1,31g% e, no
Grupo SRD, o valor foi 11,33 + 1,22g% (p=0,787).

Entre as fases I e II apresentou um aumento ndo estatisticamente significativo,
tanto no grupo SNR (p=0,453) quanto no grupo SRD (p=0,371).

A contagem plaquetéria, nas fases I e II, ndo apresentou diferenca estatistica
significativa entre os grupos. Na fase I, no grupo SNR, o valor foi 512625,00 +
29276,00mil/mm? e, no grupo SNR, foi 509000,00 + 187093,00mil/mm? (p=0,961). Na fase
I, no grupo SNR, o valor foi de 403875,00 £ 139812,00mil/mm? e, no Grupo SRD, o valor

foi 418750,00 £153925,00mil/mm? (p=0,843).



Entre as fases I e II apresentou uma diminui¢do estatistica ndo significativa, tanto

no grupo SNR (p=0,362) quanto no grupo SRD (p=0,097).

TABELA 5: Resultados da analise do eritograma e contagem plaquetaria dos grupos SNR e
SRD durante as fases I e II.

GRUPO Signif.
Variavel Fase SNR SRD Estat.  p*
n=8 n=8
Eritrécitos | 5,54 +0.73 5,65 +£0.45 NS 0,721
(milhdes/mm3) 1I 6,39 +0,23 6,22 +0,63 NS 0,492
Hematocritos | 31,20 £3,95 33,13 +£3,00 NS 0,288
(%) 11 35,63 £3.,50 36,27 + 3,87 NS 0,735
Hemoglobina | 9,96 + 1,21 10,41 £0,94 NS 0,423
(g/%) II 11,16 + 1,31 11,33 +1,22 NS 0,787
Plaquetas | 512625,0 £29276,0  509000,0+187093,5 NS 0,961

(mil/mm?3) II 403875,0 +£139812,5  418750,0+153925,5 NS 0,843

Valores: Médias mais ou menos desvio padrdo
Notagao: Nivel de significancia = 0,05;

* Teste t Student para amostras independentes
n: numero de animais por grupo



5.3 Analise Morfométrica da Aorta Suina

A analise da morfometria (Tabelas 6 e 7) da artéria aorta dos suinos (regido
proximal e distal ao stent), comparando os grupos SNR e SRD.

Foi realizada andlise morfométrica digital comparando as areas pertencentes a

camada intima, a camada média, e foi estabelecido o indice intimal (razdo entre a camada

intima e a camada média).

5.3.1. Grupo stent nao revestido (SNR) vs. Grupo stent revestido com dacron (SRD).-

Regido proximal

Os valores da area da intima proximal, no grupo SNR, foi 0,139 + 0,069mm? ¢ no
grupo SRD foi 0,222 + 0,089mm?; a diferenga das médias 0,083mm? apresentou diferenga
estatistica limitrofe (p=0,054).

Os valores da média proximal, no grupo SNR, foi 5,158 + 0,782mm? e no grupo
SRD foi 5,750 £ 0,733mm?; a diferenga das médias 0,591 mm? nao apresentando diferenca
estatistica significativa (p=0,141).

Os valores do indice intimal proximal, no grupo SNR, foi 0,028 + 0,017, e no
grupo SRD foi 0,038 + 0,013, diferenca das médias 0,009 ndo apresentando diferencga

estatistica significativa (p=0,226).



TABELA 6: Resultados da anélise morfométrica da Area Proximal e de suas relacdes nos

Grupos SNR e SRD
Grupo Diferenga  Signif.
Variavel SNR SRD Das Médias  Estat. p*
] n=§ n=§ (IC 95%)
Area da Intima
Proximal 0,139 + 0,069 0,222 +0,089 0,083 NS 0,054
(mm?2)
Area da Média
Proximal 5,158 £0,782 5,750 0,733 0,591 NS 0,141
(mm?2)
Indice
Intimal 0,028 + 0,017 0,038 £0,013 0,009 NS 0,226
Proximal

Valores: Médias mais ou menos desvio padrao
Notagao: Nivel de significancia = 0,05;

* Teste ¢ Student para amostras independentes
n: nimero de animais por grupo

Figura 5 - Sitio proximal — Grupo SNR - Coloragao Verhoeff.



Figura 6 — Sitio proximal — Grupo SRD — Colora¢do HE

5.3.2. Grupo stent nao revestido (SNR) vs. Grupo stent revestido com dacron (SRD).-

Regiao Distal

Os valores médios da area da intima distal, no grupo SNR, foi 0,252 £+ 0,074mm?,
e no grupo SRD foi 0,334 + 0,149mm?, diferenga das médias 0,08 lmm?, ndo apresentando
diferenca estatistica (p=0,185).

Os valores da média distal, no grupo SNR, foi 5,429 + 0,715mm?, e no grupo SRD
foi 5,089 + 0,769mm?, diferenca das médias 0,340mm?, ndo apresentando diferenga

estatistica significativa (p=0,375).



Os valores do indice intimal distal, no grupo SNR, foi 0,047 £ 0,017, ¢ no grupo

SRD foi 0,068 + 0,036, diferenga das médias 0,020 ndo apresentando diferencga estatistica

significativa (p=0,160).

TABELA 7: Resultados da analise morfométrica da Area Distal e de suas relacdes nos

Grupos SNR e SRD

Grupo Diferenga Signif.
Variavel SNR SRD Das Médias  Estat. p*
n=8 n=8 (IC 95%)
Area da Intima
Distal 0,252 0,074 0,334 +0,149 0,081 NS 0,185
(mm?)
Area da Média
Distal 5,429 +0,715 5,089 +0,769 0,340 NS 0,375
(mm?)
Indice
Intimal 0,047 +0,017 0,068 £0,036 0,020 NS 0,160

Distal

Valores: Médias mais ou menos desvio padrdo
Notagao: Nivel de significancia = 0,05;

* Teste ¢ Student para amostras independentes
n: namero de animais por grupo

Conforme a andlise, nenhum resultado foi estatisticamente significativo quando

controlado para o peso inicial da intima proximal (p=0,832) e da intima distal (p=0,520),

em relacdo aos dois grupos.

Quando comparadas a camada intima proximal e a distal do mesmo grupo de

stents, ndo houve diferencga estatistica tanto no grupo SNR (p=0,608) quanto no grupo SRD

(p=0,610).






5.3.3- Andlise Transoperatdria e Macroscopica

Durante o procedimento cirtrgico (fases I e II) ndo foi observado vasoespasmo na
artéria aorta. Também realizamos a analise macroscopica dos espécimes, na fase II, e

verificamos que todos os vasos com os stents implantados estavam pérvios.



6. DISCUSSAO

Conforme DYET e SCHURMANN in DYET et al. (2000), os stents de aco
inoxidavel da série 316L apresentam biofuncionalidade, que € o grau que o metal se adapta
para exercer determinada funcdo, e biocompatibilidade, que é o grau que o metal
permanece inerte apos ser implantado no sistema arterial, sem provocar reagdo tipo corpo
estranho, ou liberar ions toxicos.

Segundo PALMAZ (1998), o PTE knitted (Dacron®) sdo mais flexiveis e
maleaveis do que o woven, particularmente quando manufaturados com pontes transversas
de tecido. Contudo, a grande espessura da parede limitam seu uso endovascular. O
Dacron® utilizado em nosso estudo para revestir os stents era extrafino, medindo 0,Imm de
espessura. Todos os stents implantados em nosso estudo, revestidos ou ndo, estavam
pérvios, apos 4 semanas, indicando, portanto,que apresentavam boa biocompatibilidade.

Como a tecnologia endovascular ¢ recente e estd em desenvolvimento, torna-se
necessaria a investigacdo da resposta cicatricial dos stents e da incorporagdo quando
implantados no sistema arterial. A maneira mais adequada de realizar tal investigagdo,
devido aos aspectos éticos e legais da realizacdo de experimento em humanos, ¢ a

realizacdo do estudo em modelo animal in vivo.



Existem diversos modelos animais de experimentacdo para a realizagdo dos
estudos in vivo. Os animais utilizados com maior frequéncia sdo: coelhos, caes, babuinos e
suinos. E importante que o animal estudado tenha caracteristicas bioquimicas e histologicas
semelhantes aos humanos (ANDERSEN et al.,1996).

Os modelos experimentais que utilizam coelhos sdo suscetiveis a lesdes
ateroscleroticas induzidas por hiperlipidemia. Apos injuria provocada por baldo, ocorre a
formagao de trombo organizado, e as artérias apresentam vasoespasmo e oclusdo subita. O
espaco subendotelial € estreito e virtualmente acelular, ao contrario das artérias humanas
que se apresentam assim somente no periodo fetal, o que limita o uso desses animais como
modelo experimental. O calibre das artérias iliacas sdo similares as corondrias humanas,
mas a placa de colesterol tem localizagdo diferente. (BUJA et al., 1983; FAXON et al.,
1984; MULLER et al., 1992; PALMAZ et al., 1986).

Os primatas, como o macaco rhesus (Macaca mullata) e os babuinos, podem
desenvolver placas de ateroma complexas levando a obstrug¢do das artérias, apresentando
também remodelamento geométrico apos angioplastia. S3o similares aos humanos quanto
ao metabolismo lipidico e ao perfil lipoprotéico, mas, quanto a resposta, a dieta aterogénica
varia conforme a espécie.

Como desvantagens, apresentam custo elevado, dificil manejo e suscetibilidade a
doengas quando em cativeiro, dificultando seu uso como modelo experimental
(CLARKSON et al., 1976; MONDY et al., 1997, MULLER et al., 1992).

Os modelos experimentais que utilizam caes sdo facilmente disponiveis e possuem
uma anatomia coronariana similar a raga humana, o que torna possivel a realizacdo de

procedimentos endovasculares (CREA et al., 1985). Nos cées, ao contrario dos humanos, as



pequenas artérias, principalmente dos membros inferiores, sdo mais acometidas pela doenca
aterosclerotica (MULLER, et al., 1992).

Em relacdo aos suinos, os caes possuem uma fibrindlise aumentada e apresentam
menor espessamento intimal nas coronarias. (MASON et al., 1971; SCHATZ et al., 1987;
SCHWARTZ et al., 1994).

Os suinos tém como desvantagens o aumento rapido de peso, os custos
relativamente elevados para a manutengdo dos animais, e a suscetibilidade de fibrilagdo
ventricular em procedimentos que realizam oclusdo coronariana. Como vantagens,
apresentam: o facil manejo durante o periodo de observacao do estudo, o metabolismo
lipidico e o perfil lipoprotéico bem estudado e similar aos humanos. Apds injlria,
apresentam agregacdo plaquetaria, deposicdo de trombo plaquetario e fibrina. As lesdes,
apds reendotelizagdo, apresentam neointima similar histologicamente a ra¢a humana.
(LAM et al., 1991; MULLER et al., 1988; SCHWARTZ et al., 1990; SCHWARTZ et al.,
1994).

Em relagdo a raga dos suinos, nenhuma apresenta superioridade sobre as demais
(CARAMORI, 1995). Optamos pela raga mista (Large White x Landrace), por ser o animal
experimental utilizado pelo Biotério da Universidade de Caxias do Sul, e ser de facil
tratamento em cativeiro.

O peso médio dos suinos, na fase I, no grupo com stents ndo revestidos (SNR) foi
18,91kg e no grupo com stents revestidos com dacron (SRD) foi 22,43kg.

KARAS et al. (1992) e SMET et al. (1997), analisando stents em artérias
corondrias, utilizaram, respectivamente, suinos com peso variando entre 25 e 35kg e suinos
yucatan com peso médio de 22,5kg. EGGERS (1998) e PASA (2001), em seus

experimentos em artérias carotidas de suinos, utilizaram, respectivamente, suinos com peso



variando de 24 a 31kg e 28 a 33kg. O peso dos suinos utilizados em nosso estudo foi
menor, em virtude de termos utilizados a artéria aorta, que ¢ um vaso de maior calibre do
que os utilizados pelos autores citados.

Na fase I do experimento, o grupo SNR apresentou menor peso do que o grupo
SRD, com diferenga estatistica significativa. Com o objetivo de verificar se essa diferenga
de peso, na fase I, pudesse causar alguma influéncia nos dados da analise morfométrica, foi
realizada uma analise de co-variancia, que demonstrou que nao havia correlagdo entre o
peso inicial e a espessura das camadas.

A técnica anestésica utilizada no experimento consistiu de sedacdo com
ZOLETIL® (Cloridrato de Tiletamina + Cloridrato de Zolazepan) e sulfato de atropina,
ambos utilizados por via intramuscular, e indugdo com thionenbutal, conforme o protocolo
do Biotério da Universidade de Caxias do Sul.

O sulfato de atropina foi utilizado com o objetivo de diminuir as secre¢des do
animal e evitar a induc¢do de arritmia no momento da intubagdo. Autores como EGGERS
(1998) e PASA (2001) utilizaram sedagdo com midazolan intramuscular e indu¢do com
tiopental sodico e thionembutal respectivamente.

Os animais foram entubados pela via orotraqueal, conforme os trabalhos
realizados por BYER et al. (1998), KARAS et al. (1992), ANDERSEN et al. (1996).

Foi observado um caso de lesdo da traquéia do suino, por ser pouco calibrosa. O
referido animal aspirou o conteudo géstrico e obitou antes do comego do procedimento
propriamente dito.

A manutencdo da anestesia foi feita com halotano inalatoério. O uso de halotano

pode provocar a ocorréncia de hipertermia maligna, conforme relato de CARAMORI



(1995), que teve dois casos de hipertermia maligna seguida de 6bito dos animais em seu
estudo. No presente estudo, ndo foi observado nenhum caso de hipertermia maligna.

A estrutura das artérias eldsticas como a aorta e as artérias cardtidas e iliacas sdo
muito similares em todos os mamiferos adultos. H4 uma unidade lamelar da camada média,
sendo o niimero de unidades proporcional ao raio do vaso (MULLER, et al., 1992).

Em estudos com subpopulagdes de células musculares lisas e ultra-som
intravascular, tanto as artérias musculares como as artérias femorais e coronarias diferem
das artérias elasticas, assim como ao conteudo de elastina da camada média e a composicao
dos proteoglicanos. Apesar disso, existem poucos dados na literatura acerca do
comportamento desses dois tipos de artérias em resposta a injuria (CHONG et al., 1993;
KACEM et al., 1996).

A artéria aorta dos suinos utilizados no experimento apresentava um calibre
adequado (8 mm de didmetro em média). Ha vantagens em manusear um vaso calibroso
quando se implanta stents recobertos por tecido, ja que a possibilidade de trombose ¢ menor
em artérias com alto fluxo. PASA (2001) em seu projeto piloto, com stents nao revestidos,
em artérias cardtidas de suinos, observou um alto indice de trombose aguda do referido
vaso, devido a desproporcao do stent em relagdo ao calibre do vaso. Segundo relatos de
CUCINA et al, (1998) e BASSIOUNY et al., (1992), os enxertos arteriais implantados em
artérias de baixo fluxo apresentam maior hiperplasia intimal.

BYER et al.(1998) implantaram stents recobertos por veia autdloga em trés
artérias cardtidas e em seis artérias iliacas, e, no lado contralateral, implantaram stents sem
revestimento. Na andlise macroscopica, apenas trés stents estavam pérvios, sendo dois

revestidos com veia € um ndo revestido. O indice de trombose dos stents foi 78%.



Apenas um caso de trombose foi observado no presente experimento, devido a
falha de liberagdo do sistema de implante do stent. O stent era ndo revestido, e o animal
ficou cianotico, com livores na regido abdominal ¢ membros inferiores, € poucos minutos
apos foi ao dbito. Esse animal foi excluido do experimento.

Idealmente, o estudo da reestenose deveria ser realizado em artérias com doenga
aterosclerotica avangada, porém esses modelos de animais sdo dificeis de se obterem
porque necessitam de um periodo prolongado de manutengdo, de dieta aterogéncia por
periodos prolongados e, preferencialmente, o uso de linhagens genéticas especificas
(WOLF, et al., 1999).

Embora considerada um dos mais relevantes modelos de angioplastia clinica, a
injuria causada por cateter-baldo em artérias ateroscleroticas ¢ de dificil realizagdo em
modelos experimentais, além de ter custos elevados. A angioplastia ou a manipulacdo
cirirgica sdo aplicadas como regra em artérias severamente doentes, em que uma variada
populacdo de elementos celulares, especialmente as células musculares lisas, podem estar
em estado de atividade e reagir diferentemente das células normais que estdo em estado
quiescente nas artérias sadias. Uma tentativa de se obter um estado clinico proéximo ao
ideal, mas sem inducdo de aterosclerose ¢ provocar a lesdo, através de angioplastia ou
implante de stents (POST et al., 1997; SCHWARTZ et al., 1992).

No presente estudo, o implante dos stents foi utilizado com o objetivo de comparar
a resposta cicatricial, em artérias normais. Outros autores (KARAS et al., 1992; MULLER
etal., 1992; SCHWARTZ et al., 1992) também implantaram stents em artérias normais € 0s
analisaram através de morfometria digital.

A abordagem cirargica ou endovascular do vaso em estudo, varia conforme a

preferéncia pessoal de cada autor. Artérias situadas anatomicamente superficiais, tais como



artérias cardtidas e femorais, sdo de facil exposi¢cdo cirirgica, enquanto que artérias
profundas, como as artérias coronarias ¢ a artéria aorta, sao melhor abordadas através de
cateteres percutaneos guiados por fluoroscopia (WOLF et al., 1999).

WEATHERFORD et al. (1997) abordaram a aorta de caes na regido do quadrante
inferior esquerdo, por um acesso retroperitoneal, para comparar stents revestidos com
PTFE versus enxertos de PTFE. Essa foi a via de abordagem preferida por nds neste
modelo suino porque se associa a menor morbimortalidade dos animais. Pode ser realizada
rapidamente, a exposi¢ao dos vasos ¢ adequada e a perda hematica é minima.

As artérias foram dissecadas cuidadosamente (artérias iliacas, sacral mediana ¢ a
porcao terminal da aorta abdominal), depois da origem da artéria mesentérica caudal, cerca
de um centimetro de extensdo da aorta (média de 7,3cm de comprimento), ou seja, a por¢ao
de aorta onde foram implantados os stents ndo foi manipulada cirurgicamente. Nao
utilizamos clampes vasculares com o intuito de ndo provocar traumatismo na parede
arterial, fato este que seria um fator de confusdo na analise do presente estudo. Utilizamos
cadarcos de silicone delicados (vessel-loops) e reparamos todos as artérias delicadamente.

Como o estudo visava avaliar as diferengas entre os dois tipos de stents, foram
utilizados stents autoexpansiveis, implantados e liberados na artéria aorta dos suinos, sem
realizacdo de angioplastia.

A angioplastia e o implante de stents baldo-dilataveis sdo os maiores indutores de
hiperplasia intimal, pois causam maior dano a parede arterial do que os stents auto-
expansiveis (SCHURMANN et al., 1995).

Assim, os dois grupos de suinos foram estudados, sem a dilatacdo do vaso,

analisando-se, apenas, a principal diferenca que era o revestimento com dacron extrafino



em um dos tipos de stents, pois a malha metalica, confeccionada com ago 316L e o formato
tipo “Z”-stents, era semelhante em ambos os stents.

KARAS et al. (1992) compararam a resposta proliferativa em artérias coronarias
apods o implante de stents de tantalo, ou angioplastia com balao em suinos normolipémicos.
Apds quatro semanas, os animais foram submetidos a eutandsia, e as artérias foram
processadas para analises histopatologicas. Esse também foi o intervalo de tempo aceito por
DOLMATCH et al. (1996) em modelo canino para demonstrar a presenca de neointima
dentro da malha dos stents. No presente estudo, o intervalo entre as fases I e II foram quatro
semanas se justifica ainda devido ao rapido ganho de peso dos suinos (cerca de lkg/dia), e
as questdes dos custos elevados de manutengdo dos animais, e pelos relatos dos estudos
supracitados.

A antibioticoprofilaxia foi realizada com AGROVET® (Penicilina G Procaina +
Dihidroestreptomicina), conforme o protocolo do Biotério da Universidade de Caxias do
Sul. EGGERS (1998) e PASA (2001) realizaram a antibidticoprofilaxia com cefatotina em
dose tnica.

Como o fluxo da artéria aorta foi interrompido com cadargos de silicone, para
evitar fendmenos tromboticos ou tromboembolicos, os suinos foram anticoagulados com
heparina na dose de 100UI/kg), antes da arteriotomia. PASA (2001); POST et al., (1997);
STEELE et al., (1985); SCHWARTZ et al., (1992), também utilizaram a mesma forma de
anticoagulagao.

BYER et al. (1998) utilizaram uma mistura de procaina e papaverina, com a
finalidade de evitar o vasoespasmo no momento do implante dos stents nas artérias iliacas e
carotidas. EGGERS (1998) e PASA (2001) utilizaram papaverina para evitar o

vasoespasmo em artérias cardtidas durante os procedimentos cirtirgico e de implante de



stents, respectivamente. Estas medidas foram consideradas desnecessdrias no presente
estudo porque a aorta ¢ artéria elastica e portanto menos sujeita ao vasoespasmo durante o
implante dos stents.

Os resultados da andlise (Tabela 3) comparativa dos niveis séricos de colesterol
total, dos triglicerideos e colesterol LDL ¢ HDL, nas fases I e II do experimento, nio
apresentaram diferenga estatistica significativa entre os grupos SNR e SDR.

Houve um aumento significativo dos niveis do colesterol total e colesterol LDL,
em ambos os grupos, da fase I para a fase II. Os triglicerideos do grupo SRD, apresentaram
um aumento significativo da fase I para a fase 1. Em relacdo a outros autores, como
EGGERS (1998) e PASA (2001), que nos seus trabalhos controlaram os lipideos em ambas
as fases; o presente estudo apresentou valores iniciais inferiores aos encontrados nos
estudos supracitados, e os valores finais foram semelhantes a esta pesquisa. Portanto,
embora houvesse significancia entre uma fase e outra, os valores foram semelhantes entre
os grupos e estavam dentro dos limites da normalidade para suinos jovens (STEELE et al.,
1985).

TOMINAGA et al. (1993) investigaram em coelhos ateroscleroticos o efeito dos
niveis do colesterol sérico e a taxa de reestenose apds implante de dois tipos stents de
nitinol na artéria aorta . Cada coelho recebeu dois stents na aorta abdominal, um em forma
de malha (com gaps) e outro de forma tubular (sem gaps). Os animais foram divididos em
dois grupos, sendo que o grupo I, com dieta rica em colesterol, foi descontinuada apds o
implante dos stents, e o grupo Il permaneceu recebendo dieta rica em colesterol. Houve
diferenca significativa entre os grupos em relagdo ao tipo de stent. O grupo de coelhos em
que foram implantados os stents de forma tubular (sem gaps) e que continuaram a receber

dieta rica em colesterol tiveram um indice de reestenose significativamente mais elevado.



POST et al. (1997) utilizaram dieta rica em colesterol, aterogénica (2400kcal/dia),
para avaliar o remodelamento arterial apds angioplastia com baldo comparando com
implante de stents em suinos Yucatan.

Nas duas fases do experimento, foram controlados os valores leucométricos totais
e diferenciais, contagem de plaquetas e eritometria. Nao foram observadas diferengas
significativas entre os grupos e entre fases que pudessem influenciar no resultado final dos
dados.

Utilizamos a técnica de fixagdo por imersdo do tecido ressecado MARIN et al.
(1995); NESCHIS et al. (1998). Nao realizamos distensdo intraluminal. LAFONT et al.
(1999) nao encontraram diferenca estatistica significativa ao analisarem as artérias fixadas
através de morfometria com e sem distensdo abdominal.

Os espécimes (artéria aorta com os stents) foram retirados em monoblocos,
irrigados com soro fisiolégico a 0,9% e abertos, longitudinalmente, com base nos
experimentos realizados por WILSON et al. (1997) e WEATHERFORD et al. (1997), que
irrigaram os espécimes com solucdo salina e realizaram abertura longitudinal da aorta de
caes onde haviam sido implantados stents revestidos com PTFE.

TOMINAGA et al. (1993) abriram longitudinalmente os espécimes de aorta de
coelhos hipercolesterolémicos apos ter implantado dois tipos de stents de nitinol. Em nosso
estudo os espécimes também foram abertos longitudinalmente e os tecidos fixados com
formaldeido a 10% segundo os métodos recomendados por KARAS et al. (1992),
SCHURMANN et al. (1995) e LAMAWANSA et al. (1997). Os tecidos, apos fixados em
formaldeido, foram incluidos em parafina. Essa técnica ¢ mais utilizada na literatura SMET
et al. (1997); POST et al. (1997); LAMAWANSA et al. (1997); WEIDINGER et al. (1991),

o custo ¢ acessivel e esta disponivel em nosso meio. Outras inclusdes como, por exemplo:



metacrilato (KARAS et al.,, 1992; SCHURMANN et al., 1995) e resina epoxi-araldit
(HEHRLEIN et al., 1996) apresentam custos elevados e sao de dificil realizacao.

Por outro lado, as técnicas de coloragdo mais utilizadas sdo: as de Verhoeff
(EGGERS, 1998; KARAS et al. 1992; PASA, 2001), de van Gieson (STEELE et al., 1985;
WEIDINGER et al., 1991), técnica tricromica de Masson (CARAMORI, 1995) associadas
com hematoxilina-eosina, ou entre si.

A coloragdo de Verhoeff associada a coloracdo de hematoxilina-eosina foram as
escolhidas no presente experimento. A opgao pela técnica de Verhoeff se deve porque essa
¢ uma técnica que define muito bem as fibras elasticas, facilitando, assim, a andlise
morfométrica. Além disso as técnicas escolhidas sdo utilizadas correntemente no Servigo de
Patologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Em nosso estudo foram realizadas secg¢des de 0,3cm de extensdo dos tecidos
adjacentes ao sitio de implante dos sfents, nas bordas proximais e distais a regido de
implantacdo dos mesmos. Em relagdo ao método de estudo, com morfometria digital, foram
realizadas as medidas das areas das camadas intima e da camada média, de cada artéria, €
realizada a média de 8 campos microscopicos, com magnificagdo de 100 aumentos.
EGGERS (1998) utilizou a média de trés medidas, e PASA (2001) e SCHURMANN et al.
(1997b) realizaram a média das medidas de oito campos, sendo semelhantes ao presente
estudo.

POST et al. (1997) analisaram através de ultra-som intravascular e de andlise da
histomorfometria as artérias iliacas de suinos Yucatan, apés implante de stents versus
angioplastia. A andlise estatistica utilizada foi através de microcomputador (software SPSS
6.1), e os dados foram apresentados como a média mais ou menos desvio padrdo, de

maneira idéntica ao presente estudo.



Quando analisadas através de morfometria digital, a camada intima da regido
proximal do grupo de stents revestidos com dacron (SDR) apresentou maior espessamento
intimal do que a camada intima do grupo de stents nao revestidos (SNR), embora com
significancia estatistica limitrofe.

As comparagdes das areas das camadas média proximal, intima distal, média distal
e do indice intimal proximal e distal ndo apresentaram diferenca entre os grupos.

Foram realizadas somente as correlagdes entre o peso dos animais ¢ a camada
intima, porque os dados da camada média foram semelhantes. Nao foi encontrada
correlacdo entre o peso dos animais e a espessura da camada intima. A finalidade de se
realizar tal correlagdo foi para verificar se o peso significativamente menor no grupo SNR
havia influenciado nos resultados.

HEHRLEIN et al. (1996) encontraram uma formacao intimal maior na borda distal
do stent do que no centro do implante. No presente estudo, a intima proximal e a intima
distal foram comparadas entre si, por grupo, para verificar se havia maior espessamento
intimal em um dos sitios de implante analisados. Conforme a andlise estatistica realizada,
ndo houve diferenga entre a camada intima proximal e a intima distal, nos grupos de stents
ndo revestidos e revestidos com dacron.

CHALMERS et al. (1994) avaliaram, através de morfometria, as artérias onde
foram implantados stents nas regides anastomoticas (realizadas previamente) em caes.
Apds a andlise, encontraram diferenca estatistica significativa, com maior area de
hiperplasia intimal apenas no segmento adjacente a borda do stent. A regido intermediaria
do stent ndo apresentou diferenca em relagdo ao controle.

KARAS et al. (1992) compararam a resposta proliferativa em artérias corondrias

de suinos apds o implante de stents de tantalo ou de angioplastia com baldo em suinos



normolip€micos. Apds quatro semanas, as artérias foram processadas para andlise
histopatologica. Os dados obtidos indicaram que o grau de proliferacdo intimal parece ser
maior apoOs stents do que apoOs injuria por baldo. Os stents intracoronarios em suinos
estavam associados com uma forte reacao inflamatoria ao redor da malha do stent.

SCHURMANN et al. (1997a) avaliaram, através de analise histologica e de
ressonancia magnética, a resposta inflamatoria nas adjacéncias dos stents implantados em
artérias iliacas de ovinos, stents de nitinol impregnados com heparina, recobertos com
dacron e ndo recobertos.. Na analise microscopica, foram observados uma pronunciada
reacdo, tipo corpo estranho adjacente ao dacron, uma severa reacdo inflamatdria adjacente
aos stents impregnados com heparina e um aumento do edema circunjacente.

As séries clinicas em humanos submetidos aa angioplastia apresentam resultados
controversos. CAMBRIA et al. (1999) obtiveram apenas 54 % de perviedade num
seguimento de trés anos, apos angioplastia das artérias iliacas, ndo demonstrando diferenca
significativa na perviedade, mesmo com o uso concomitante de stents. MARTIN et al.
(1999), estudando angioplastia das artérias infra-inguinais, encontraram uma taxa de
perviedade em cinco anos inferior & da revascularizacdo com veia safena autéloga. Em
pacientes selecionados com estenoses menores de 3cm de extensdo, a angioplastia pode ser
um tratamento alternativo em uma primeira instancia. A eficacia do procedimento diminui
drasticamente em estenoses maiores que 3cm e oclusdes, e uma revascularizacio
convencional talvez seja o procedimento mais apropriada. CHETTER et al. (1999), através
de um estudo prospectivo em pacientes com claudicacdo intermitente, analisaram o impacto
da realizacdo de angioplastia percutanea na qualidade de vida desses pacientes. Os

resultados iniciais demonstraram melhora da isquemia dos membros inferiores e da



qualidade de vida dos pacientes. Esses resultados podem demonstrar o caminho para
justificar a indicag@o do procedimento.

Os stents ainda apresentam indices de perviedade inferiores as revascularizagdes
convencionais, pela técnica cirirgica, mas hd um grande incremento em pesquisa pela
industria médica em busca do stent ideal, que apresente reducdo nas taxas de hiperplasia
intimal e reestenose. Ja ha relatos de stents revestidos e impregnados com farmacos e stents
com substancias radioativas que inibem a hiperplasia intimal.

Em nosso estudo encontramos uma taxa excelente de perviedade, uma boa
incorporagdo dos dois tipos de stents (revestidos com dacron e ndo revestidos), € um
espessamento intimal de caracteristicas semelhantes nos dois grupos de stents, quando
comparados os sitios de implante proximal e distal entre grupos, e entre si.

Embora a resposta a injuria e a biologia da resposta vascular, apds o implante
desses dispositivos, sejam complexas, acreditamos que os progressos da ciéncia e a
experiéncia clinica suplantantardo as dificuldades iniciais e atingirdo o objetivo principal
que ¢ proporcionar aos pacientes procedimentos cada vez menos invasivos € com

excelentes resultados.



7-CONCLUSOES

Os dois grupos de stents (ndo revestidos e revestidos com dacron), quando
analisados por morfometria digital, ndo apresentaram diferenca quanto a reagdo de
espessamento intimal nos dois sitios de implante estudados (proximal e distal). Quando
analisados os dois sitios de implante (proximal e distal) num mesmo grupo, também foram
semelhantes.

Os stents (ndo revestidos e revestidos com dacron) produzidos pelo Laboratério de
Transformacdo Mecanica da Escola de Engenharia, da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, implantados na artéria aorta abdominal de suinos normolipémicos, estavam 100%

pérvios apds quatro semanas, demonstrando boa incorporagdo a parede arterial.
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