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RESUMO

A hiperplasia intimal € uma complicagdo comum apds o implante de stent em artérias
periféricas e a influéncia da homocisteina neste processo ainda é desconhecida. O
objetivo deste estudo é comparar o espessamento intimal em aorta de suinos
submetidos a hiper-homocisteinemia induzida com suinos normais, apés implante de
stents auto-expansiveis de nitinol. Foram utilizados 18 suinos da raca Macau, com
peso médio de 30 kg. Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos: o
primeiro, grupo C (controle), foi alimentado com dieta normal e o outro, grupo M
(metionina), recebeu dieta rica em metionina para induzir hiper-homocisteinemia
durante 30 dias. Os stents utilizados para o experimento foram os auto-expansiveis,
de nitinol, com 25 milimetros de comprimento e didmetro final de oito milimetros.
Foram realizadas dosagens de colesterol, triglicerideos, colesterol HDL e
homocisteina plasmatica em ambos os grupos. A adequagdo das medidas do stent em
relacdo as dimensdes da artéria aorta dos suinos e a sua perviedade, apés o implante,
foram confirmadas mediante realizacdo de arteriografias seletivas. Trinta dias apds o
implante do stent, os animais foram submetidos a eutanasia e as pecgas enviadas para
exame anatomopatolégico. O exame histolégico mostrou intensa hiperplasia intimal no
grupo controle e placas formadas por macréfagos espumosos com pouca hiperplasia
intimal no grupo metionina. A analise morfométrica digital revelou maior hiperplasia
intimal no grupo C em relagdo ao grupo M. Nao ocorreram mudangas significativas nas
dosagens de colesterol, triglicerideos e colesterol HDL, em ambos os grupos. Nao
ocorreram variagdes significativas nos niveis de homocisteina plasmatica dos suinos
do grupo controle e, nos animais do grupo metionina, os niveis plasmaticos de
homocisteina aumentaram de 17,47 para 58,90 umol/l apés 30 dias de administracao
de dieta rica em metionina. Concluindo, em aorta abdominal de suinos, alimentados
com dieta rica em metionina por 30 dias, ocorreu uma hiperplasia intimal menor apés o
implante de stent auto-expansivel de nitinol em comparagao ao grupo controle.

Palavras-chave: artéria; protese vascular; homocisteina; modelos animais.



ABSTRACT

Intimal hyperplasia is a common complication after stent placement in peripheral
arteries and the influence of homocysteine in this process is still unknown. The purpose
of this study is to compare the intimal thickening in the aorta of normal and induced
hyperhomocysteinemic pigs following placement of self-expanding nitinol stents. The
animals used were 18 pigs from the Macau specimen. They were over eight weeks old
and average weight of 30 kg. Nitinol stents were self-expandable, 25 mm lenght and
expanded diameters of 8 mm. The pigs were divided in two groups, the first (group C)
was fed with a normal diet and the second group was fed with methionine rich diet to
induce hyperhomocysteinemia (group M) during 30 days. Blood samples were
collected for analyses of total cholesterol, triglycerides, and HDL and homocysteine
concentrations. Assessment was done by angiography. After 30 days of the procedure,
the animals where sacrificed and the abdominal aorta segment was removed for
histological and digital morphometry analysis. Microscopic examinations of the aortas
of the control group had a significant thicker intima compared with methionin group. In
the comparison among groups, intimal thickening of the vessel wall at digital
morphometric analysis was higher in group C than group M. There was no significant
change in total cholesterol, triglycerides, and HDL concentrations in either group. There
was no change in plasma homocysteine levels in group C; and in group M plasma
homocysteine levels ranged from 17,47 to 59,80 umol/l after 30 days with a
methionine-rich diet. In conclusion, insertion of self-expandable nitinol stent in pig’s
abdominal aorta after 30 days with a methionine-rich diet results in less intimal
hyperplasia as compared to normal pigs.

Keywords: artery; blood vessel prosthesis; homocysteine; models, animal.



1. INTRODUGAO

As doencas do aparelho circulatério apresentam altas taxas de morbidade e
mortalidade e, dentre as varias etiologias conhecidas, a mais comum é a aterosclerose

(LUSIS, 2000).

O termo arteriosclerose foi definido por Lobstein, em 1829, tendo um carater
genérico e referindo-se a toda doenca arterial associada com espessamento de sua
parede. Significa endurecimento ou esclerose e tem sido aplicado a um conjunto de
processos que possui, em comum, espessamento da parede arterial com perda da
elasticidade. O termo aterosclerose foi proposto por Marchand, em 1904, para
caracterizar as lesbes com degeneracao gordurosa e proliferagao de tecido conjuntivo

(ROSS, 1976; LUSIS, 2000).

Atualmente, a aterosclerose é definida como um processo crénico, progressivo
e sistémico conseqliente a uma resposta inflamatéria e fibroproliferativa causada por
agressao a superficie arterial. Nos ultimos anos houve um consideravel progresso nas
pesquisas experimentais e clinicas, que evidenciaram a importdncia do processo

inflamatério na sua génese (ROSS, 1997; ROSS, 1999; LIBBY, 2002).

A doenca arterial periférica que atinge a aorta, seus ramos e artérias dos
membros, apresenta uma prevaléncia alta, afetando aproximadamente 29% de norte-
americanos, e acredita-se que sua prevaléncia na populacdo em geral seja
subestimada pelo fato de o processo aterosclerético permanecer subclinico e

assintomatico por longo tempo (CRIQUI, 1995).

Nos ultimos 50 anos, foram reconhecidos diversos fatores de risco para o

desenvolvimento da aterosclerose. Entre estes o tabagismo, as dislipidemias, a



hipertensao arterial, o diabetes, o sedentarismo, a obesidade, a histéria familiar € o
sexo masculino. Apesar disso, pelo menos a metade dos pacientes que desenvolvem
doenca clinica ndo apresenta nenhum desses fatores. A identificacdo de outros
marcadores, que aumentariam o risco de doenca aterosclerética pode expandir o
entendimento sobre o0s seus mecanismos fisiopatoléogicos e possibilitar o
desenvolvimento de novas medidas preventivas ou terapéuticas. Os novos fatores de
risco identificados sao: a lipoproteina (a), o fibrinogénio, os estados de
hipercoagulabilidade sanglinea, conhecidos como trombofilias, e a hiper-

homocisteinemia (FOWKES, 1988; LASTORIA, 2002; CASTELLI JR., 2004).

Estudos epidemiologicos revelam que pessoas com homocisteina elevada tém
risco aumentado de ser acometidas de doenga cardiovascular. Estudos clinicos e
experimentais sugerem que concentragbes anormalmente elevadas de homocisteina
podem ser responsaveis por tendéncias aterogénicas e trombaéticas em pacientes com
hiper-homocisteinemia, embora o mecanismo exato de sua a¢do ainda n&o tenha sido
completamente elucidado. A importante questdo de como a homocisteina, um
aminoacido que contém enxofre, afeta os processos bioquimicos das células e tecidos
das paredes arteriais para produzir placas ateroscleréticas € ainda hoje um campo

ativo de investigagdo (VON ECKARDSTEIN, 1994; VENANCIO, 2004).

Classicamente, as estenoses e oclusdes no territdério aorto-iliaco sao tratadas
com intervengdes cirurgicas intra-abdominais, como por exemplo, o enxerto aorto-
bifemoral e as derivagbes extra-anatdmicas. Entretanto, com a evolugdo da terapia
endovascular, o uso da angioplastia e de endoproteses para tratar as lesdes oclusivas
ateroscleréticas aorto-iliacas tem desempenhado um papel cada vez maior. Porém,
esta modalidade de tratamento ndo é isenta de complicagbes. A estenose recidivante
pos-angioplastia € uma complicacdo freqiente. Pode ser causada pelo recuo da

parede arterial ou pela progressao da doenca aterosclerética. Em ambas as situacgdes,



a repeticdo da angioplastia com colocagcdo ou ndo de endoprétese costuma ser bem
sucedida. Esta estenose também pode ter como causa a hiperplasia miointimal,
material que nao sofre fratura com a dilatagao (SITRANGULO JR., 1999; KAUFFMAN,
2004). Atualmente, o objetivo principal das pesquisas é a reducdo da hiperplasia
intimal apés a colocacdo de stent, e existem varios relatos demonstrando os
resultados do uso de stents recobertos, stents eluidos com drogas e stents com
substancias radioativas capazes de inibir a hiperplasia intimal (MOREIRA, 2006;

LOBATO, 2006).

O desenvolvimento de métodos destinados a inibir a proliferacdo miointimal
constitui uma area de intensa pesquisa. No entanto, existem limitagcdes evidentes na
extrapolacdo de estudos em animais para humanos, o0s quais devem ser
considerados. Apesar das semelhangas anatomo-fisiolégicas, ha diferenca entre as
espécies. Em suinos, por exemplo, a aorta pode responder de maneira diferente da
aorta humana. Da mesma forma, as altera¢des induzidas pela presenca do stent
podem ser diferentes em uma aorta aterosclerética (NARAYANASWAMY, 2000).
Idealmente, o estudo da reestenose deveria ser realizado em artérias com doenca
aterosclerética avancada. Uma tentativa de se obter um estado clinico préximo do
ideal, mas sem induc&o de aterosclerose & provocar a lesdo, por meio de angioplastia
ou implante de stents. A maioria dos estudos experimentais em cirurgia endovascular
utiliza o implante de stents com o objetivo de comparar a resposta cicatricial em
artérias normais (ROGERS, 1999). Além desta comparagdo, o presente trabalho
propde o desenvolvimento de um modelo experimental de lesdo aterogénica em
suinos, mediante a administracdo de metionina (um aminoacido do produto da
homocisteina) adicionada a dieta por via oral, para indugdo da lesédo e, apds isso,
realizar a avaliagdo da resposta cicatricial do implante de stent em aorta destes

animais.



1.1 OBJETIVO

Estudos experimentais utilizam o implante de stents em artérias de animais
com o objetivo de analisar a resposta cicatricial da parede do vaso e desenvolver
métodos destinados a diminuigdo da hiperplasia intimal. No presente estudo sera
avaliada a hipotese de o stent de nitinol induzir um aumento de espessura, de graus
variaveis, na camada intima (hiperplasia intimal) de artérias com e sem lesao

aterosclerética provocada pela hiper-homocisteinemia.

O objetivo desta pesquisa é comparar, mediante a analise morfométrica digital,
a hiperplasia intimal presente na parede de aorta, apds o implante de stents de nitinol
em suinos submetidos a hiper-homocisteinemia induzida pela dieta com adicdo de

metionina, com suinos alimentados com dieta normal.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HOMOCISTEINA

A homocisteina € um aminoacido que contém enxofre em grupo de sulfidrila
livre. Foi descoberto em 1932 por DU VIGNEAUD como produto intermediario da
demetilacdo da metionina e descrita pela primeira vez em 1939. O interesse pela
homocisteina aumentou quando foi descoberto o erro inato do metabolismo, a
homocistinuria. Significa a excrecdo de grande quantidade de homocisteina, ou
dissulfeto de homocisteina na urina, reflexo dos altos niveis de homocisteina no
sangue. Esta doenca foi descrita pela primeira vez em 1962 por CARSON E NEILL,
que a identificaram em dois irmaos, com quatro e seis anos de idade, entre 2.081
individuos com retardo mental (DU VIGNEAUD, 1950; UELAND, 1992). No mesmo
ano GERRITSEN e, dois anos apdés GERRITSEN E WAISMAN identificaram
homocisteina na urina e documentaram a auséncia de cistationina cerebral em uma
criangca com retardo mental e tromboembolismo (GERRITSEN, 1962 e 1964). MUDD,
em 1964, demonstrou a auséncia da atividade da cistationina-p-sintetase no figado de
uma crianga com homocistintria. Em seguida, GIBSON em 1964 e SCHIMKE, em
1965, relataram pacientes com deficiéncia da cistationina-p-sintetase suscetiveis a

doenca vascular severa.

Em 1969, MC CULLY descreveu lesdes vasculares similares as observadas na
deficiéncia da cistationina-p-sintetase em uma crianga, que foi a obito de
homocistindria com sete semanas e meia de vida, causado por um defeito no

metabolismo da cobalamina.



A forma mais comum é a deficiéncia da cistationina-B-sintetase e raros casos
sdo devidos a defeitos no metabolismo da cobalamina e deficiéncia da 5, 10 —
metilenotetrahidrofolato - redutase (MUDD, 1972; FOWLER, 1997). O
desenvolvimento de doencga vascular precoce em diferentes formas de homocistinuria

foi confirmado pelo relato de varios outros casos (UELAND, 1992).

Em 1969, MC CULLY descreveu lesbes aterosclerdticas prematuras em
pacientes portadores de homocistinuria, comprometendo artérias grandes, médias e
pequenas, podendo afetar qualquer leito vascular. Relatou espessamento acentuado
da intima, bem como proliferagdo e desgaste da camada média de fibras musculares,
com aumento do colageno intersticial. Havia alteracdes na lamina elastica interna, da
camada muscular da parede arterial; as lesbes estavam associadas com a proliferacéao
do tecido conectivo perivascular, apresentando aumento no numero de fibroblastos,
feixes de colageno e fibras elasticas. MC CULLY e WILSON, em 1975, formularam a
teoria aterosclerética da homocistindria, baseada em evidéncias clinica e
experimental. Evidenciaram as lesdes vasculares desenvolvidas na homocistinuria,
causada por diferentes defeitos metabdlicos, sugerindo que altas concentracdes de
homocisteina, por si s6, sao responsaveis pelo dano vascular. A teoria também admite
que moderada elevagdo da homocisteina no sangue, causada por anormalidade no
metabolismo daquele aminoacido, poderia estar associada a risco aumentado para
doenca vascular (MC CULLY, 1983). Desde o trabalho pioneiro de WILCKEN em
1976, que relaciona doenga arterial coronariana com niveis mais elevados de
homocisteina, tem sido mostrado que a aterosclerose prematura das artérias
coronarias, cerebrais e periféricas, independentemente de outros fatores de risco, esta

associada a homocisteina elevada no plasma.



2.1.1 METABOLISMO DA HOMOCISTEINA

A homocisteina € um produto intermediario da demetilagdo da metionina.
Metionina € um aminoacido essencial fornecido pelo catabolismo diario de proteinas.
Sua necessidade diaria é de 10-40 mg/kg (UELAND, 1992). A metionina nao
incorporada a proteina enddégena é demetilada e catalisada pela enzima metionina S —
adenosiltransferase, resultando em S — adenosil — metionina. Somente uma pequena
fragdo da S — adenosil - metionina é usada na sintese das poliaminas, e sua maior
funcdo é doar radicais metila, em varias reacdes de transmetilacdo. O produto
demetilado da S — adenosil - metionina € a S — adenosil - homocisteina, hidrolisado
pela enzima S — adenosil — homocisteina — hidrolase, formando homocisteina e

adenosina (FINKELSTEIN, 1986; FINKELSTEIN, 1990; FOWLER, 1997).

A homocisteina pode ser catabolisada para cisteina por meio de reacgdes
dependentes da vitamina B6, complementando assim a via de transulfuragdo ou
remetilacdo da metionina. Na primeira destas reag¢des, a homocisteina € condensada
com a serina, pela enzima cistationina-pB-sintetase, formando a cistationina. Esta
reacdo sob condigbes fisioldgicas € irreversivel e explica a impossibilidade da
cistationina servir como precursora da metionina. A cistationina é catalisada pela
enzima Y — cistationinase, dependente da vitamina B6 em cisteina, que é finalmente

convertida para sulfato e excretada na urina (FINKELSTEIN, 1990).

Na via de remetilagdo, a homocisteina é reciclada para metionina através de
duas reagdes diferentes. A primeira necessita da presenga da 5 — metiltetraidrofolato —
homocisteinametil — transferase (metionina sintetase). A metilcobalamina (vitamina
B12) e o metiltetraidrofolato sado utilizados como co-fatores e co-substratos para esta

enzima. A via de remetilacdo é facilitada durante a deficiéncia relativa da metionina;



esta reciclagem e a conservacdo da homocisteina asseguram a manutencéo

adequada de metionina (FINKELSTEIN, 1990; FOWLER, 1997).

A segunda via consiste na remetilagdo da homocisteina catalisada pela enzima
betaina-homocisteina-metiltransferase. A homocisteina € um indicador importante da
situacdo do metabolismo da metionina, e sua seqUéncia metabdlica pode ser
influenciada por altera¢des de folato, vitamina B6, cobalamina ou pelas atividades das
diversas enzimas que participam das vias de transulfuragbes ou remetilagao.
Normalmente, a concentragdo de homocisteina € mantida dentro de limites estreitos, e
qualquer aumento na produgéao origina-se principalmente a partir das células hepaticas
(CHRISTENSEN, 1991; REFSUM, 1991; UELAND, 1992). A concentragcido sangiinea
da homocisteina é, dessa forma, reflexo expressivo da sua concentragao intracelular e
da integridade das diversas vias responsaveis pelo seu metabolismo.
Aproximadamente 80% da homocisteina sangliinea une-se as proteinas por meio de
ligacao dissulfeto (MANSOOR, 1992). A homocisteina livre, cerca de 20%, combina-se
por oxidacdo com a propria homocisteina para formar o dimero homocisteina
(homocistina), ou com a cisteina para constituir a forma mista cisteina-dissulfeto-
homocisteina. Somente pequena quantidade circula como homocisteina livre
(UELAND, 1989; MANSOOR, 1992). Esta forma de homocisteina livre liga-se as
proteinas, mesmo quando as amostras de sangue sdo imediatamente congeladas
(REFSUM, 1985); portanto a homocisteina livre pode ser variavel, porém a
homocisteina total permanece constante. Ainda assim, se o sangue total for
armazenado a temperatura ambiente, a homocisteina total pode aumentar, devido a
saida da homocisteina dos eritrécitos (MALINOW, 1994). Alguns autores tém preferido
o termo “hiper-homocisteinemia” para designar elevagbes da homocisteina,
homocistina, cisteina, dissulfeto-homocisteina e homocisteina ligada a proteina

(MALINOW, 1994; COULL, 1990); porém, a maioria dos estudos publicados continua



usando o termo hiper-homocisteinemia para designar, de maneira mais simples, tais

elevagbes (MC CULLY, 1996).

Os valores da homocisteina total plasmatica em jejum na populagdo normal
estdo situados na faixa de 5 a 15 umol/l (UELAND, 1989; JACOBSEN, 1994). Alguns
individuos podem ter concentragdes normais em jejum e comprometimento do
metabolismo da homocisteina. Nestas situagdes, utiliza-se o teste de sobrecarga em
metionina para evidenciar esta anormalidade latente (UELAND, 1992). Semelhante,
em principio, ao teste de tolerancia a glicose, a sobrecarga €& realizada pela
administragdo de uma dose oral de metionina de 0,10 g/kg de peso corporal. Desta
forma, aumentam-se os niveis plasmaticos de homocisteina que podem ser medidos
2, 4, 6 ou 8 horas depois. Existe alguma variabilidade em relagdo ao tempo em que se
observam valores maximos, e os niveis da homocisteina livre podem atingir o maximo
entre 4 e 6 horas. Estudos recentes da homocisteina, em situacdes patologicas, tém
utilizado as concentragdes da homocisteina total em jejum, apresentando conclusées
semelhantes aquelas de estudos prévios, empregando o teste de sobrecarga de

metionina (CLARKE, 1991; UBBINK, 1991; BRATTSTROM, 1992).

Varios estudos analisaram os efeitos citotoxicos diretos da homocisteina sobre
o crescimento de células endoteliais em culturas de tecido. WALL (1980) usando a
substancia L-homocisteina tiolactona, produziu lesdo nas células endoteliais de
diferentes vasos, na dependéncia da respectiva concentracdo. Esta lesdo era
prevenida pela catalase, sugerindo a participagdo importante do peréxido de
hidrogénio no processo patolégico. O perdoxido de hidrogénio foi produzido pela
oxidagdo da homocisteina na presenca de cobre; as células endoteliais, em culturas
expostas a homocisteina, s6 foram lesadas apés a adicdo de cobre (STARKEBAUM,

1986).



HARKER (1974) ao infundir continuamente L-homocisteina durante cinco dias
em babuinos, produziu descamagao em placas do endotélio vascular, assim como a
diminuicdo do tempo de sobrevida das plaquetas. Deste modo, concluiu que a
formagao de trombo arterial em pacientes homocistinuricos resulta da lesao arterial
produzida pela homocisteina. Neste estudo e em outro realizado por HARKER em
1983, foram administrados agentes antiplaquetarios, que induziram alguns dos efeitos
trombdticos adversos; estes achados, obtidos em babuinos, ndo foram observados em
outras espécies animais, como suinos (REDDY, 1982; SMOLIN, 1983), coelhos
(DONAHUE, 1974) e macacos (KRISHNASWAMY, 1977). Estes estudos sugerem que
as respostas dependem da espécie animal envolvida no estudo. Em 1995, ROLLAND
estudou suinos submetidos a dieta rica em metionina, e observou concentragdes
elevadas de homocisteina plasmatica apdés quatro meses do uso dessa dieta e,
também, dois casos de trombose em dezesseis animais. Além disto, foram observadas
alteragbes patoldgicas na lamina elastica das artérias desses animais. A prostaciclina
€ potente inibidor da agregacao plaquetaria. A redugdo na sintese desta substéncia
poderia ser fator predisponente a trombose, porém os efeitos da homocisteina na
sintese da prostaciclina sdo conflitantes (PANGANAMALA, 1986; WANG, 1993). O
6xido nitrico, relaxador do endotélio, pode proteger contra os efeitos da homocisteina,
protecdo esta que pode ser perdida com a prolongada exposicdo do endotélio a

homocisteina (STAMLER, 1993).

TSAI (1994) relatou que os efeitos promotores da homocisteina sobre células
do musculo liso vascular junto com seu efeito inibidor sobre o crescimento das células
endoteliais representam um mecanismo importante para elucidar a aterosclerose
produzida pela homocisteina. WOO (1997) demonstrou esse fato usando ultra-som de
alta resolugdo, o que induziu alteragdes no endotélio arterial precursoras de
aterosclerose precoce em pacientes adultos assintomaticos, porém com homocisteina

entre 34,8 + 8.5 umol/l.



Portadores de hiper-homocisteinemia com disfuncdo endotelial apresentaram
processo de oxidagao elevada no endotélio, que se reduz com administragao de folato,
sugerindo que a disfuncdo endotelial € causada por mecanismo de peroxidagao

(MCDOWELL, 2000).

CHAO (2000) acreditou que a lesdo no endotélio estava associada a
diminuicdo da atividade do Oxido nitrico e ndo a mudanga do estado oxidativo
endotelial. A homocisteina plasmatica elevada diminui a producédo de prostaciclina e
de oxido nitrico pelo endotélio (MCCULLY, 1996). Colocando-se células endoteliais
humanas na presenga de homocisteina, ha diminuicdo da secrecdo do agente
vasoconstritor, endotelina 1, e, seletivamente, pode prejudicar o efeito vasodilatador
do endotélio pela inibigdo na produgédo da endotelina. CHEN (2000) demonstrou, em
culturas de células do musculo liso da parede arterial de seres humanos e de carétidas
de suinos, que a homocisteina tem efeito prejudicial na proliferagdo das células do
musculo liso e efeito citotdxico nas células endoteliais. Ao avaliar o efeito da hiper-
homocisteinemia sobre a vasoconstricdo adrenérgica na resisténcia arterial, CIPOLLA
(2000) concluiu que a elevagdo da homocisteina plasmatica diminui a contracao

adrenérgica arterial.

A homocisteina afeta diversos fatores envolvidos na coagulacdo. O aumento na
tendéncia de trombose intravascular tem sido associado a baixa atividade da
antitrombina. GIANNINI (1975) mostrou significante redug¢ao da atividade antitrombina
em sete pacientes com homocistinuria, comparados com sete pacientes do grupo
controle. PALARETI (1989) encontrou resultado semelhante, porém normalizaram a
atividade da antitrombina utilizando piridoxina e acido folico, mesmo com niveis
elevados de homocisteina, e sugere que estas substancias desempenham papel
especifico e independente da homocisteina na correcdo desta anormalidade da

coagulacéo.



Diversos estudos in vitro demonstraram que a homocisteina promove atividade
pré-coagulante. O endotélio vascular possui multiplas propriedades pro-coagulantes,
incluindo a sintese do fator V. RODGERS (1986) tratando a cultura de células
endoteliais com 0,5 a 10 umol de homocisteina, observou aumento na atividade do
fator V e na ativagdo da protombina pelo fator Xa. Como a proteina C regula a
interacdo das células endoteliais com o fator V, RODGERS (1990) observou nessa
ocasiao inibicdo de 90% na ativagao da proteina C, quando as culturas de células
endoteliais arteriais e venosas eram tratadas com 7,5 a 10 umol/litro de homocisteina,
apo6s seis a nove horas de incubacdo. Estes dados sugerem que este fator pode
contribuir para a tendéncia trombdtica em pacientes com hiper-homocisteinemia.
LENTZ (1991) demonstrou que a homocisteina inibe o transporte da trombomodulina
através das vias secretérias das células endoteliais. A trombomodulina € uma
glicoproteina anticoagulante da superficie endotelial e serve como co-fator para a
ativacao da proteina C pela trombina. A homocisteina inibe também a atividade do co-
fator da trombomodulina da superficie celular (HAYASHI, 1992). NISHINAGA (1993)
analisando outro mecanismo anticoagulante das células endoteliais, isto é, as
interagdes glicosamina-glican-antitrombina 1ll, demonstrou que as células endoteliais
de aorta de porcos, tratados com homocisteina, perderam sua capacidade de ligagao
com a antitrombina Ill. LENTZ (1993) verificou que a homocisteina inibe a secre¢ao do
fator de Von Willebrand. “In vitro”, a homocisteina inibe a tromborresisténcia das
células endoteliais por redugdo de fatores pré-coagulantes inativando o sistema
anticoagulante, suprimindo os fatores vasodilatadores e aumentando a capacidade de
as plaquetas se agruparem. A homocisteina também inibe o sistema fibrinolitico
dificultando a ligacdo do plasminogénio com o ativador do plasminogénio plasmatico
(LING, 2000); portanto, a homocisteina é trombogénica, aumenta a formacédo do
tromboxano, acentua a ligacdo da lipoproteina em fibrina, antagoniza o 6xido nitrico,
aumenta a agregacgao plaquetaria, inibe a proteina C e a trombomodulina e ativa o

fator Xll da coagulacéo.



2.1.2 HOMOCISTEINA E DOENCA VASCULAR

A homocisteina total plasmatica elevada é reconhecida como fator de risco
independente para a doenga arterial coronariana, cerebrovascular e vascular
periférica. Em 1991, CLARKE comparou os niveis de homocisteina apds sobrecarga
com metionina em pacientes com doenca vascular precoce com menos de 55 anos de
idade, com aqueles niveis em individuos normais. Foi observada hiper-
homocisteinemia em 42% dos pacientes com doenca vascular cerebral, 28% com
doenca vascular periférica e 30% com doenca arterial coronariana, porém em nenhum
dos individuos do grupo controle. Apds ajuste para os fatores de risco convencionais,
a chance ao acaso para a doenga vascular em pacientes com hiper-homocisteinemia
foi de 3,2, valor este, mais elevado que aquele para o tabagismo ou para a
hipercolesterolemia. Aproximadamente 80% dos pacientes portadores de
concentracdes elevadas de homocisteina apresentaram baixa atividade da
cistationina-p-sintetase. CLARKE (1991) concluiu que a hiper-homocisteinemia é fator
de risco independente para a doenga vascular, incluindo coronariopatia; e a deficiéncia
parcial da cistationina-p—sintetase foi a causa mais frequente da hiper-
homocisteinemia, mesmo quando os niveis de vitamina B12 e folatos eram mais
baixos em pacientes com concentracbes elevadas de homocisteina. Estudos da
Cleveland Clinic e outros centros, nos Estados Unidos e Europa, sugerem maior risco
de doencga cardiovascular, associados a elevagbdes crescentes na concentragdo de

homocisteina plasmatica (ROBINSON, 1996).

Acredita-se que novas pesquisas ajudardo a identificar mais precisamente o
nivel de homocisteina que predispde a doenga vascular, e melhor definicdo das
concentragdes normais. Em estudo realizado em dezenove centros localizados em
nove paises europeus analisando 750 casos de doenga vascular aterosclerética

(cardiaca, cerebral e periférica), observou-se que individuos com niveis de



homocisteina plasmatica total em jejum iguais ou superior a 12 umol/litro e, apés
sobrecarga de metionina, niveis iguais ou superiores a 38 umol/litro, ou seja,
compreendidos no quinto superior da distribuicdo controle, apresentavam aumento de
duas vezes no risco para doenca vascular, comparados com os quatro quintos
restantes. Este nivel de risco foi equivalente ao da hipercolesterolemia ou do
tabagismo e aplicado a todas as categorias de doencga vascular. O risco estimado foi

também independente do efeito de outros fatores de risco (GRAHAM, 1997).

Em outro estudo realizado em 1997, NYGARD analisou o valor progndstico da
homocisteina. Foi estudada prospectivamente a relacdo entre os niveis de
homocisteina plasmatica e a mortalidade de 587 pacientes com doenca arterial
coronariana comprovada angiograficamente. Apds o seguimento médio de 4,6 anos,
64 pacientes (10,9%) tinham falecido; destes, 3,8% apresentavam niveis de
homocisteina abaixo de 9 umol/litro, e 24,7% niveis iguais ou superiores a 15
umol/litro. Os autores concluiram que os niveis elevados de homocisteina plasmatica

sao indicadores de mortalidade em pacientes com doenca arterial coronariana.

O risco associado a hiper-homocisteinemia depende da sua concentracio
plasmatica e ndo da sua associagdo aos fatores de risco tradicionais para a
aterosclerose, sendo estimado em 1,4 vezes para cada 5 umol/litro de aumento do
total da homocisteina plasmatica (ANDREOTTI, 1999). A homocisteina elevada no
plasma acima de 95% esta associada com 2 a 3 vezes o risco relativo de trombose
venosa € embolismo pulmonar (WUILLEMIN, 1999). A hiper-homocisteinemia,
também, esta associada ao aumento da hiperplasia intimal nos enxertos venosos

(BEATTIE, 1999).



Um estudo, realizado na Universidade Federal do Parana em 195 pacientes
com idade inferior a 55 anos, submetidos a cinecoronariografia, indicou que pacientes
com doenga arterial coronariana apresentam niveis de homocisteina plasmaticos mais
elevados do que individuos sem esta doenga, mostrando que isso se comporta como

fator de risco para aterosclerose coronariana (SOUZA, 1997).

A homocisteina plasmatica ndo apresenta correlacdo com outros fatores de
risco para aterosclerose, como: hipertensao arterial, diabete melito, tabagismo,
sedentarismo, historia familiar de coronariopatia, colesterol, HDL colesterol, LDL
colesterol, triglicérides, apoliproteinas Al, All, B e E, Lp (a) e fibrinogénio (CLARKE,

1991; GRAHAM, 1997; SOUZA, 1997).

Diversos estudos prospectivos, caso-controle e longitudinais, demonstraram o
seguinte: nos pacientes que desenvolveram complicagbes ateroscleréticas, os niveis
de homocisteina eram consideravelmente mais elevados do que aqueles que nao
apresentavam a doenga (BOUSHEY, 1995). Niveis acima de 15 umol/l duplicaram o
risco de apresentar doengas cardiovasculares (BOERS, 2000). Os niveis plasmaticos
de homocisteina correlacionam-se com idade, sexo masculino, tabagismo, hipertensao
arterial, niveis de colesterol e sedentarismo; mas mesmo apds ajuste para estes, seu
papel como fator de risco permanece (NYGARD, 1995; MAYER, 1996). Assim como a
doenca coronaria, a doencga aterosclerética da carétida e a trombose venosa profunda
também sao mais prevalentes em individuos com niveis elevados de homocisteina

(SELHUB, 1995; DEN HEIJER, 1996).

Diversos mecanismos explicam os possiveis efeitos aterogénicos da
homocisteina como, por exemplo, o efeito citotdxico direto da homocisteina sobre as
células endoteliais e, possivelmente, sobre a sintese de prostaciclina (JONES, 1994).

Tem sido sugerido seu efeito sobre as plaquetas, o que aumenta sua adesividade e



agregabilidade e favorece a trombose. Além disso, alguns estudos também
demonstraram efeitos sobre fatores da coagulagdo, e isto criou condigbes para a

trombofilia com ativagao do fator V (MAYER, 1996).

A lipoproteina de baixa densidade (LDL), maior proteina de transporte do
colesterol no plasma humano, é fator de risco estabelecido para a aterosclerose
(KANNEL, 1987). A LDL pura nao €& fagocitada pelos macrofagos ou células
musculares lisas em quantidade suficiente para causar acumulo de lipidio intracelular.
Quando o LDL é modificado pela oxidacio, é reconhecido pelo receptor especifico,
que é diferente do receptor LDL. Este receptor existe nas células endoteliais e nos
macrofagos. Os macréfagos fagocitam LDL oxidado e sdo convertidos em células
espumosas. O seu acumulo na intima da parede arterial € o primeiro evento na
aterogénese (STEINBERG, 1989). A interagdo de homocisteina, lipoproteinas e
colesterol envolve processo oxidativo alterado dentro da célula e desenvolve a placa
de ateroma. A alta reatividade da forma anidra da homocisteina-tiolactona causa
elevagdes nos niveis de triglicerideos, LDL e colesterol em animais de laboratorio.
Esta forma de homocisteina também reage em LDL e produz um agregado, forma
densa de lipoproteina, que é fagocitada pelo macréfago, para formar as células
espumosas. A homocisteina deste agregado, que é formado por ligacdes peptidicas
entre os aminoacidos e os grupos amina da apoproteina B, modifica os processos
oxidativos e biossintéticos das células da parede arterial, promovendo aterosclerose
(NARUSZEWICZ, 1994). Segundo MC CULLY (1996), esta interessante interacao de
homocisteina e lipoproteinas no processo aterosclerético pode ajudar a entender por
que alguns pacientes podem estar livres da aterosclerose, apesar dos niveis elevados
de lipoproteinas e colesterol, e por que outros pacientes podem ter a doenga, apesar
de niveis de LDL e colesterol normal ou baixo. Com a evolugcdo dos exames
laboratoriais permitindo-se dosar homocisteina total, homocisteina agregada a

lipoproteina e homocisteina das lipoproteinas, sera possivel avaliar com maior



precisdo os riscos nestes casos. Atualmente, ja existe um trabalho que relaciona
homocisteina e lipoproteina no aumento do risco de coronariopatia em adultos jovens,
realizado na Cleveland Clinic em 750 homens e 430 mulheres com homocisteina igual
ou superior 17umol/l e lipoproteina igual ou superior 30mg/dl. Neste estudo, os
resultados mostram que o aumento da homocisteina e da lipoproteina aumenta,

também, o risco de doenca arterial coronaria (FOODY, 2000).

A homocisteina também é trombogénica: aumenta a formagao de tromboxano,
incrementando a ligagdo da lipoproteina e fibrina, antagoniza 6xido nitrico, aumenta
agregacao plaquetaria no sitio de dano na intima arterial, inibindo a proteina e a
trombomodulina e ativando o fator XIl da coagulacdao (MC CULLY, 1996). Por meio
destes diferentes estudos, os principais processos celulares e fisiopatologicos, pelos
quais a homocisteina promove a aterogénese, foram delineados. Devido aos fatores
dietéticos, genéticos, toxicos ou hormonais, ha uma diminuigdo na remetilagdo ou
transulfuracdo da homocisteina-tiolactona, levando a uma produgao aumentada de
homocisteina-trilactona, a partir da metionina. Homocisteina-tiolactona em excesso se
liga a LDL e forma os agregados que sao transportados no sangue e fagocitados pelos
macrofagos vasculares na intima arterial, formando as células espumosas. Estas
células liberam lipideos e colesterol, formando placas fibrolipidicas. A homocisteina
tiolactona é também liberada das células espumosas e facilita a conversdao dos
tioretinaco ozonide das mitocéndrias em tiocos, resultando na hiperplasia e fibrose das
células musculares lisas. A conseqlente produgdo aumentada de radicais de oxigénio
causa dano intimal, oxida tioretinamida para sulfato de glicosaminoglicanas, ativa
elastase, incita a trombogénese e aumenta o depdsito de calcio, formando a
caracteristica patologica da placa aterosclerética. Outra questdo importante referente
aos efeitos da homocisteina no metabolismo oxidativo foi levantada, investigando
derivados antineoplasticos sintéticos da homocisteina-tiolactona. Os resultados desses

estudos levaram a uma nova teoria da participagcdo dos derivados sintéticos,



tioretinamida, tioretinaco e tioco, na fosforilagdo oxidativa e no controle do crescimento
celular (MC CULLY, 1993; MC CULLY, 1994). Sabe-se ha longo tempo que disturbios
no metabolismo oxidativo estdo associados a aterogénese, e estudos ultra-estruturais
em animais envolvem a mitocondria como um sitio primario para a inducdo da
aterogénese pela homocisteina (MC CULLY 1996). Anormalidades mitocondriais
similares sdo observadas no figado em todos os tipos de homocistindria humana.
Esses estudos reforcam a visdo tedrica de que disturbios na fosforilacdo oxidativa,
catalisados pelo tioretinaco-ozonide, sdo causados por agdo da homocisteina na
funcdo mitocondrial (MC CULLY, 1993; MC CULLY, 1994). A perda presumida de
sitios ativos para o metabolismo oxidativo pela converséo do tioretinaco em tioco, pela
homocisteina-tiolactona, & responsavel ndo somente pelo acumulo de radicais de
oxigénio intracelulares e seus muitos efeitos na fungao celular, mas, também, explica a
sintese aumentada de triglicerideos e colesterol, que é caracteristica da aterogénese.
O colestano-triol, um oxiesterol altamente aterogénico, tem efeitos sobre a ultra-

estrutura mitocondrial idénticos aos da homocisteina.

Estudos em populacbes aparentemente normais mostram correlagdo inversa
significativa entre a ingestao de folato na dieta e homocisteina plasmatica (SELHUB,
1993). Tanto a deficiéncia de folato como a de vitamina Bs, sdo comuns,
particularmente em individuos idosos e associados a homocisteina plasmatica elevada
(JOOSTEN, 1993). A deficiéncia de folato, em niveis indutores de anemia, ocorre em
menos de 10% da populacido e a reducdo suficiente para causar niveis elevados de
homocisteina pode ser muito comum. A elevacdo dos niveis da homocisteina
plasmatica, devido a deficiéncia de vitamina Bg, parece menos comum, mas tem sido
relatada (SELHUB, 1993; JOOSTEN, 1993; BOERS, 2000). O aumento no nimero de
pessoas com deficiéncia de vitamina Bg, B4, e folatos, que resulta em hiper-
homocisteinemia esta associado ao decréscimo da ingestdo destas vitaminas

(SELHUB, 1993). O conhecido declinio da concentragcido destas vitaminas em pessoas



idosas deve-se a diminuigdo do consumo e sua deficiente absorgdo. Ha também nas
pessoas idosas diminuicdo de coenzimas, que fariam absor¢do das vitaminas pela
membrana celular e do tioretinaco-ozonide das mitocdndrias, elevando a homocisteina

plasmatica (MC CULLY, 1993).

A interacao de dieta e a predisposicdo genética foram consideradas desde os
primeiros estudos, mostrando que as ragas orientais sao susceptiveis a aterogénese,
quando se valem de dietas ocidentais. Achados recentes revelam que 0s negros
africanos sao mais resistentes a homocisteinemia quando comparados aos brancos,

usando a mesma dieta (UBBINK, 1995).

As mutacbes na enzima 5,10-metilenotetraidrofolato-redutase causavam
complicacbes clinicas de ateromas e morte prematura (MUDD, 1972). Recentemente,
tem sido demonstrado haver uma variante, muito comum, que codifica uma forma
instavel desta enzima. A prevaléncia de homozigose (+/+), heterozigose (+/-) ou
normalidade (-/-) para esta enzima tem sido relatada em diferentes populacgbes, e na
maioria das comunidades, de 5 a 16% terdo duas copias do gene anormal, enquanto
que, freqlientemente, metade da populagdo total tera pelo menos uma codpia

(FROSST, 1995; WHITEHEAD, 1995; VAN DER PUTT, 1995).

Estudos prévios demonstram que esta variante genética € caracterizada por
uma forma termolabil da enzima nos linfocitos e pensa-se que ela esteja associada a
hiper-homocistenemia moderada (KANG, 1991). Em estudo com 207 pacientes, VAN
DER PUTT (1995) encontrou diferenca estatisticamente significativa na homocisteina
plasmatica em 10 individuos homozigotos, comparados a 86 heterozigotos e 111
individuos normais. KANG (1993) mostra que a forma termolabil desta enzima era

fator de risco para doenca cardiovascular.



JACQUES (1996) observou que, nos homozigotos para a variante, a
homocisteina somente era elevada em individuos cujos niveis de folato sérico estavam
abaixo do valor médio. Naqueles com nivel de folato sérico mais alto, os niveis de
homocisteina ndo variam significativamente entre os trés gendétipos. Isto sugeriria que
ter duas cépias anormais deste gene (homozigoto) elevaria a homocisteina plasmatica
€ o risco para doencga cardiovascular somente naqueles pacientes com niveis de folato

baixo.

Em animais hiper-homocisteinémicos, a ativagdo da elastase da célula aértica
explica a degeneragdo caracteristica da elastina em placas ateroscleréticas (MC
CULLY, 1996). Dos varios estudos publicados na literatura, pode-se concluir que a
associacdo de pequenas elevacbes de homocisteina plasmatica a doenca
cardiovascular € um fendmeno frequiente, e ndo apenas um raro erro inato do
metabolismo da homocisteina. Este fato pode ser devido, principalmente, a duas
situagdes: (1) as enzimas que metabolizam a homocisteina sao dependentes, para a
sua atividade, de trés nutrientes: folato, vitamina B12 e vitamina B6, os quais podem
estar deficientes, assim propiciando elevagbes dos niveis de homocisteina; (2) as
enzimas sao também foco de variantes genéticas anormais, que se tém mostrado

muito comum nas populacdes estudadas.

Pacientes com nefropatia apresentam elevacdo na homocisteina, sugerindo
que os rins controlam a homocisteina sanglinea por mecanismo ainda desconhecido.
Pacientes diabéticos também apresentam homocisteina elevada em consequéncia da

insuficiéncia renal.

Estudos revelam que dieta rica em frutas e verduras e suplementagao de
vitaminas B6, B12 e folatos nas dosagens de 10, 0,1 e 1mg/dia, respectivamente,

diminuem a homocisteina circulante (UBBINK, 1993). Numerosos estudos mostraram



que os niveis de homocisteina plasmatica sdo inversos aos niveis de folato, vitamina

Bs e vitamina B4, (OLSZEWSKI, 1989; JACOB, 1994; BRATTSTROM, 1996).

Num estudo prospectivo no qual se procurou relacionar os niveis plasmaticos
de homocisteina e a progressao dos sintomas da doenga arterial periférica, TAYLOR
(1999) concluiu que a hiper-homocisteinemia estd associada a mortalidade pés
coronariopatias, doengas cerebrovasculares e a progressdo da doenga oclusiva
arterial dos membros inferiores. Nas pessoas que fumam, a nicotina antagoniza o
piridoxal-fosfato, eleva a homocisteina plasmatica e explica seu papel no risco elevado

das doencas cardiovasculares (NYGARD, 1995).

Como podem ser observados, os trabalhos experimentais utilizam a
homocisteina na forma de dieta ou injetavel ou ainda nos modelos de perfusdo, onde
ela age diretamente nas células endoteliais. A homocisteina, quando aplicada

diretamente na célula endotelial, é altamente citotoxica (CHEN, 2000).

2.2 CONSTITUICAO DA PAREDE ARTERIAL

A parede arterial € composta por trés camadas: a intima, a média e a
adventicia. A camada intima é composta pelo endotélio e subendotélio, sendo
separada da camada média pela lamina elastica interna. O endotélio esta revestido
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 por duas camadas, a primeira esta situada sob
o endotélio e € composta de proteoglicanas, a segunda, chamada de musculo-elastica,
contem células musculares lisas, fibras elasticas e colageno. O tecido elastico &
constituido por microfibrilas e elastina, sintetizadas pelas células endoteliais e

musculares lisas. Qutras substancias como a laminina, trombospodina, fibronectina e



fator de von Willebrand também compdem a estrutura do sub-endotélio. O endotélio
possui um importante papel na comunicagdo entre o fluxo sanguineo e a parede
vascular secretando e produzindo substancias vaso-ativas, que contribuem para a

manutencao da homeostasia vascular (MONTENEGRO, 1995).

A camada média é constituida por uma série de tubos concéntricos que
formam uma densa malha de fibras elasticas e de células musculares lisas. No limite
mais externo desta camada esta a lamina elastica externa que a separa da adventicia.
A adventicia é constituida por tecido conjuntivo frouxo, onde se encontram vasos

linfaticos, nervos e os vasa vasorum (MONTENEGRO, 1995).

2.3 IMPORTANCIA DO ENDOTELIO NA PROTECAO DA PAREDE VASCULAR

O endotélio intacto ajuda a manter a camada média em estado quiescente
através da produgao de substancias que inibem a proliferagdo de células musculares
lisas, como o Oxido nitrico, heparam sulfato, TGF-B (fator de crescimento
transformante beta), interferon-gama e prostaglandina E2. Além disso, o 6xido nitrico e
a prostaciclina, também sintetizados pelo endotélio, inibem a agregacao plaquetaria
(MONTENEGRO, 1995; LUSCHER, 1997). Do ponto de vista funcional, o estado de
equilibrio favorece a vasodilatagdo e é antiaterogénico (em decorréncia dos efeitos
que incluem a inibicdo da agregacdo e da adesao plaquetaria, a inibicdo da
proliferagao celular e da inibicao da ativagao de fatores pré-trombéticos). O endotélio é
um orgdao com atividades biolégicas multiplas e complexas, com repercussdes
importantes nas afec¢des cardiovasculares e em outros sistemas. Dessa forma,
importantes fungdes tém sido atribuidas ao endotélio em processos como: a
modulagdo do ténus vascular; a coagulacdo do sangue e fibrindlise; a interagcdo de
plaguetas e leucécitos com a parede celular; a interagcdo com o metabolismo das

lipoproteinas; a apresentacdo de antigenos de histocompatibilidade; a regulagdo do



crescimento vascular (VANE, 1990). A disfuncdo endotelial pode ser definida por
estado de vasoespasmo, inflamacédo, adeséo e agregacéo de plaquetas e leucdcitos,
trombose, proliferacao vascular anormal, que predispdem ao desenvolvimento da
aterosclerose e da hipertensdo arterial, e participam da progressdo das doengas
cardiovasculares. A estimulos biolégicos e mecéanicos, as células endoteliais
respondem com a liberagao ou ativagao de substancias que regulam quatro processos
celulares: crescimento celular; migracao celular; modulagédo da composi¢do da matriz
extracelular e programacao da morte celular (apoptose) (BEHRENDT, 2002). A lesao
do endotélio também induz a liberacdo de endotelina que atua como mitégeno para
célula muscular lisa vascular. Experimentalmente, a hiperplasia da intima é mais
intensa nas areas onde a regeneragcao endotelial ocorre mais tardiamente

(MARTINEZ, 20086).

2.4 TERAPEUTICA ENDOVASCULAR

2.4.1 HISTORICO

A medicina teve um grande avanco quando ROENTGEN descobriu a radiacdo
ionizante em 1895. A euforia tomou conta da area médica diante da nova era que
surgia. A cada dia apareciam novas possibilidades de utilizagdo dos raios X. Era o
inicio da Radiologia e, em 1896, HASCHEK e LINDENTAL realizaram o primeiro

exame arteriografico em peca anatémica (HOOD, 1999).

BERBERICH e HIRSCH, em 1923, realizaram o primeiro exame arteriografico
em um ser humano (estroncio de bario), dando inicio a era da visualizagdo do sistema
vascular por exame de raio X contrastado. Em 1924, BROOKS realiza uma angiografia
de membro inferior com iodeto de sédio (precursor dos contrastes iodados). Em 1928,

EGAS MONIZ descreve a técnica de arteriografia cerebral, através da puncéao direta



da artéria carétida e em 1929, DOS SANTOS utiliza a puncdo trans-lombar para

visualizar a aorta abdominal (JUNIOR, 2002).

Em 1929, WERNER FORSSMAN, um residente de cirurgia na Alemanha,
introduziu uma sonda uretral na sua veia antecubital até o atrio direito, acompanhando
pela fluoroscopia; por tal feito ganhou prémio Nobel de Medicina em 1956. Em 1941,
FARINAS desenvolveu a técnica de introducido de cateter até a aorta abdominal por
dissecgao da artéria femoral comum. ZIMMERMAN, em 1950, realizou um cateterismo
cardiaco esquerdo pela artéria radial utilizando um cateter 6 F. Em 1959, o Dr.
SONNES, da Clinica de Cleveland, descreveu pela primeira vez a angiografia

coronaria por dissecgao dos vasos braquiais (JUNIOR, 2002).

Desde o inicio da segunda metade do século XX, quando SELDINGER, em
1953, publicou a técnica de cateterizagdo percutédnea (acesso vascular por pungéo
percutanea com agulha, seguida de fio guia e cateter, para cateterismo diagnéstico do
sistema vascular), a radiologia vascular sofreu um grande impulso, pois a possibilidade
de se prescindir da exposi¢ao cirurgica do vaso acessado simplificou a operagao

endovascular (AUN, 2003).

Em 1963, CHARLES DOTTER acidentalmente, durante uma arteriografia por
cateterismo, conseguiu recanalizar uma oclusdo segmentar da artéria iliaca, com o
cateter de angiografia. Em 1964, ele realizou a primeira angioplastia transluminal
usando um sistema de cateteres coaxiais (angioplastia com cateter coaxial pela
técnica de Dotter-Judkins). Essa técnica exigia um grande numero de cateteres para
dilatar os vasos mais calibrosos, fato que dificultou sua aceitagdo na maioria dos

centros médicos (DOTTER, 1964).



O inicio da era dos procedimentos terapéuticos intravasculares foi em 1964,
quando DOTTER e JUDKINS relataram o tratamento de lesdes obstrutivas da artéria
femoral superficial com a técnica de introdugao percutanea de cateteres de calibre
progressivo através de lesdo obstrutiva a fim de obter a dilatagdo da estenose. Apesar
de pouca repercussao e até descrédito entre os cirurgides norte-americanos, o
trabalho original de Dotter foi acolhido em alguns centros europeus. Foram
estabelecidos conceitos basicos sobre as potencialidades do tratamento intraluminal e

criado o termo “angioplastia transluminal percutadnea” — ATP (DOTTER, 1964).

Em 1973, PORTSMAN divulgou experiéncia em angioplastia transluminal
percutanea de artérias iliacas e femorais por meio de um cateter com baldo insuflavel
colocado em sua extremidade distal. O baldo de latex permitia insuflagdo de solucao
salina, ou de contraste, até que se atingisse a pressdo de oito atmosferas, o que
tornava o lumen regular por distensdo causando a fratura da placa de ateroma

(JUNIOR, 2002).

Uma técnica semelhante foi publicada por GRUNTZIG e HOPFF em 1974, com
o desenvolvimento de um cateter de duplo lumen de cloreto de polivinil utilizado
inicialmente no territério aorto-iliaco-femoral. O baldo em sua extremidade era
distendido a medida que se aplicava a solugdo salina em um dos lumens do cateter,
que se distendia até um diametro pré-determinado. A confeccdo deste cateter com
duplo lumen permitia a utilizacao de fio-guia e facilitava a sua manipulagéo. O cateter
podia ser introduzido através de pungao percutdnea e com possibilidade de ser
colocado em varios pontos do sistema arterial. Em 1976 ocorreu a modificacédo do
cateter para duplo limen como até hoje é confeccionado, ou seja, um lumen para
dentro do baldo e um lumen para a extremidade do cateter. A aplicabilidade da ATP
ganhou maior crédito a partir de 1978 com a experiéncia de GRUNTZIG divulgada em

publicagdes de 1978 e 79 (JUNIOR, 2002; AUN, 2003).



O passo seguinte foi a introdugdo do sistema com fio-guia, elaborado por
SIMPSON em 1982, que tornou a ATP das artérias coronarias, iliacas, femorais e
viscerais um procedimento mais freqlientemente utilizado. O sistema coaxial permitia
movimentacao independente do fio-guia e do cateter baldo. Esse processo permitiu o
tratamento de artérias tortuosas e mais distais. A partir dai, o fio-guia tornou-se

imprescindivel em qualquer procedimento endovascular (AUN, 2003).

O resultado da ATP no tratamento das lesdes arteriais obstrutivas crénicas era
limitado pela incidéncia de reestenoses que variaram de 25% a 80% (MCBRID, 1988)
em 24 meses. Assim, foram elaboradas técnicas complementares que objetivavam
melhorar os resultados em longo prazo, como o0 uso de geradores de raio laser
(SANBORN, 1987) e aterectomia mecanica (SIMPSON, 1986). Resultados mais

promissores, porém, foram obtidos com o uso das endoproéteses (DOTTER, 1969).

DOTTER e JUDKINS, ainda em 1964, elaboraram um pequeno tubo cilindrico e
rigido com o objetivo de fornecer suporte mecanico para manutencao da perviedade
vascular. Testaram tubo plastico de “Silastic”, ndo poroso nas artérias popliteas e
femorais de caes. Todos os implantes desta série apresentaram migragao e oclusao
em 24 horas. Nesta mesma publicagao relataram o uso de fio de aco inoxidavel, sob a
forma de mola, de um a dez centimetros de comprimento. Dos cinco inicialmente

implantados, dois permaneceram pérvios dois anos depois (DOTTER, 1964).

A publicacdo de DOTTER e JUDKINS, em 1964, foi o marco inicial para o
desenvolvimento de endopréteses (stents) que, por meio de pressao mecéanica,
manteriam o lumen arterial aberto e evitariam as reestenoses decorrentes do
desenvolvimento da hiperplasia intimal, ou da contracao resultante do tratamento de

lesdes fibroelasticas (JUNIOR, 2002; AUN, 2003).



O primeiro implante de endoprétese foi realizado por SWIGWART, em 1987,
que utilizou um sistema auto-expansivel semelhante a uma mola. Foram implantadas
dez endoproteses em seis pacientes com doenca vascular oclusiva periférica. Apos
seis meses de seguimento, todas as endoproéteses colocadas permaneciam pérvias.
Na mesma série, relataram a implantacdo de 24 endopréteses coronarias em 19

pacientes, com duas oclusdes precoces (JUNIOR, 2002).

O desenvolvimento de dispositivos endovasculares que mantivessem o [imen
aberto apds a angioplastia continuou, e surgiram diversos dispositivos, de varias ligas
metalicas, como os de CRAGG em 1983; PALMAZ em 1984; LIBRID em 1985;
STRECKER em 1987, entre outros. Embora estas proteses sejam feitas de acgo
inoxidavel, atualmente, varias proteses sao confeccionadas com nitinol, uma liga de
niquel e titdnio com propriedades de memoria térmica que permite ser compactado
firmemente dentro de um sistema de liberacdo quando esfriado, para expandir
rapidamente e readquirir seu formato e seu tamanho pré-designados, apds a liberagao

de seu sistema de colocacédo na corrente sanguinea (JUNIOR, 2002).

2.4.2 FISIOPATOLOGIA DA REESTENOSE

A reestenose, ou perda do ganho inicial no calibre do lumen arterial apos
procedimento vascular, depende do grau de lesdo causada pela angioplastia e pelo
stent, correlacionando-se com a formacgao neointimal e o tamanho subseqiiente do
vaso. Quanto mais o vaso for dilatado, maior sera a lesdo produzida; todavia o
alargamento do vaso pode acomodar uma grande massa neointimal sem
estreitamento luminal. A estenose ocorrera somente se a perda tardia da luz do vaso

for maior que o ganho apo6s o procedimento (BRITO JR, 2002; MARTINEZ, 2006).



A intensidade da hiperplasia da intima depende da extensao longitudinal e da
profundidade da lesdo na parede vascular. O comprimento da lesdo influencia na
duragao do processo de reendotelizagdo, uma vez que este se inicia e cresce a partir
das margens da area desnuda de endotélio. Desse modo, um maior tempo para
endotelizagao permite e facilita uma maior proliferagado das células musculares. Apos
lesdo longa e profunda da artéria femoral, em decorréncia de angioplastia, a
reestenose depende da hiperplasia da camada intima e, principalmente, da
remodelagido da parede do vaso secundaria a proliferacao e infiltracdo de células da
camada adventicial que tem a capacidade de contragdo e remodelacdo negativa do

limen final (BRITO JR, 2002; MARTINEZ, 2006).

A reestenose ocorre em decorréncia de trés mecanismos principais: a retragao
elastica, a hiperplasia intimal e o remodelamento arterial. A retragdo elastica € o
principal fator responsavel pela perda precoce do didmetro da luz do vaso apds a
angioplastia coronaria. Esta ocorre em intensidade variavel em resposta a distenséo
da parede arterial provocada pelo baldo da angioplastia, tendo sido relacionada com a

reestenose (BRITO JR, 2002; MARTINEZ, 2006).

A proliferagdo e migragédo de células musculares lisas e a deposi¢cao de matriz
extracelular sdo os principais mecanismos de reestenose. A lesdo ou destruicdo do
endotélio pela angioplastia induz a agregacéao plaquetaria e aderéncia de leucécitos ao
leito vascular lesado. As plaquetas ativadas liberam moléculas como fibrinogénio,
trombospodina, fibronectina e fator de Von Willebrand, promovendo a formagao do
trombo mural. Além disso, as plaquetas ativadas também liberam substancias que
induzem vasoconstricdo, migragdo e mitose celular, como o fator de crescimento
derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de

crescimento B transformado (TGF-B), fator de crescimento basico de fibroblastos



(bFGF) e fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) (MAJESKY, 1994;

CONSIGNY, 2000; COSTA, 2005).

A disseccdo e a fratura da camada intima e média da artéria aumentam a
concentracao local de radicais livres de oxigénio. O stress oxidativo, definido como o
desequilibrio entre a producdo de radicais livres e as defesas antioxidantes do
organismo durante a injuria tecidual, pode ativar genes envolvidos na resposta
inflamatéria. Os radicais livres sdo encontrados em niveis elevados nos pacientes com
fatores de risco para doenga arterial periférica, com tabagismo, hipercolesterolemia e
diabetes. Dados experimentais sugerem que o crescimento de células musculares
lisas da camada média arterial, além de ser mediado por peptideos de crescimento,
sofre o efeito estimulador direto dos radicais livres na sua capacidade mitética por
meio do aumento do calcio intracelular, da ativacdo da proteina quinase, do aumento
da expresséo de proto-oncogenes e da estimulagdo da sintese de DNA (BRITO JR,

2002; MARTINEZ, 2006).

A formagdo da hiperplasia intimal consiste de trés processos: replicagcao
celular, migracao celular e acumulo de matriz extracelular na parede arterial. Estudos
experimentais revelam que a primeira onda de lesao consiste na replicagao de células
musculares lisas dentro da camada média arterial, durante os primeiros dois dias apds
a lesao, envolvendo o fator de crescimento basico de fibroblastos (bFGF). A segunda
onda de lesao envolve migracao das células musculares lisas de sua posi¢do normal,
na tunica média, para a camada intima. O fator de crescimento derivado das plaquetas
(PDGF) tem um papel importante neste mecanismo, agindo por quimioatragdo e nao
por mitogénese, além da acao das enzimas, que permitem a passagem das células
musculares lisas pela Iamina elastica interna que contém fenestragdes e pela matriz
extracelular. A sintese e o acumulo de matriz extracelular, observados ao redor da

estrutura do stent dependem mais de colageno, elastina e proteoglicanas do que da



replicacdo celular dentro da camada intima e constitui a terceira onda de lesao,
levando a formacgao da nova intima hiperplasica com pico entre uma e duas semanas

apos alesdo (CLOWES, 2000; COSTA, 2005).

Em modelos suinos, 24 horas apds o implante do stent, observa-se a presenca
de fibrina, plaquetas, mondcitos e leucécitos polimorfonucleares. Em sete dias, o
trombo apresenta organizagdo, estando associado com macrofagos, neutréfilos e
células musculares lisas. De duas a quatro semanas, a predomindncia € de
proliferacdo de células musculares lisas. H4& ainda reacdo das células gigantes
multinucleares a estrutura do stent. As camadas profundas tornam-se menos celulares
€ com mais colageno, enquanto que as camadas superficiais continuam celulares e

com matriz extracelular (BAYES-GENIS, 2000).

2.4.3 REMODELAMENTO GEOMETRICO

A reestenose pos-angioplastia € uma complicagdo frequente. Pode ser
causada pelo recuo da parede arterial ou pela progressdo da doencga aterosclerética.
Estudos recentes, tanto em nivel experimental como em humanos, demonstram que a
parede arterial € capaz de reagir & agressao sofrida com uma resposta que modifica a
area luminal através do aumento ou diminui¢ao da area total do vaso. Este processo,
denominado de remodelamento geométrico arterial, representa uma resposta
adaptativa do vaso sangliineo a diferentes formas de estresse. Fisiologicamente, o
remodelamento geométrico visa a adaptar o didmetro de uma artéria as variagcoes
hemodindmicas, mediante modificagbes na circunferéncia do vaso e por alteracbes
estruturais da parede vascular. (GLAGOV, 1987). A reducdo do lumen vascular
determinada pela placa aterosclerética é compensada pela dilatagdo do segmento

afetado, na tentativa de compensar o estreitamento do diametro luminal. Com a



evolugdo da aterosclerose, ha uma aparente perda desta capacidade compensatoria,

permitindo que a estenose coronaria se estabelega (GLAGOV, 1987; GE, 1993).

O remodelamento vascular também faz parte da resposta vascular poés-
angioplastia. O fendbmeno de remodelamento geométrico negativo (CURRIER, 1995)
ocorre apos a dilatagdo de uma obstrucdo segmentar em um vaso aterosclerdético,
devido a disfungao nos mecanismos de remodelamento, o que resulta em reducéo do

limen arterial.

Estudos experimentais e clinicos tém demonstrado que a constrigdo arterial, ou
remodelamento geométrico negativo pds-angioplastia, € um importante determinante
da redugdo do lumen coronario. Experimentalmente, a angioplastia de coelhos
normais ou suinos submetidos a dieta aterogénica demonstrou que apenas parte da
perda luminal angiografica era devida a hiperplasia da intima; mais de 50% devia-se a
reducdo na area delimitada pela lamina elastica interna (area da LEI), produto do

remodelamento geométrico negativo (POST, 1994).

Em outro experimento, a comparagao das areas de artérias iliacas de animais
que apresentaram ou nao reestenose demonstrou, surpreendentemente, que a area
da neo-intima era similar nos dois grupos. A diferenga na area luminal era
consequéncia da variagao na area da LEIl. Embora essa area aumentasse em todos os
vasos que desenvolveram hiperplasia da intima, o aumento era proporcionalmente
menor nos vasos reestendticos, denotando uma dilatagcdo compensatoria inadequada
para o aumento da placa. Nos vasos n&o reestendticos o espessamento da intima
estava associado a um maior aumento na area da LEI, preservando, assim, o limen
arterial (KAKUTA, 1994). LAFONT (1995) também demonstrou, em animais de
experimentacao, que a redugdo no didmetro luminal pés-angioplastia estd mais bem

correlacionada com modificagbes na area do vaso do que com a hiperplasia da intima.



Entretanto, GERTZ (1994), em estudo experimental em coelhos, demonstrou que a
reestenose era devida, principalmente, a hiperplasia da intima; o remodelamento
geométrico negativo, definido como a reducéo da area delimitada pela lamina elastica
externa (area da LEE), foi demonstrado em apenas 10 a 16% dos vasos

reestenosados.

Tem sido demonstrado que o remodelamento geométrico vascular esta
envolvido na reestenose pdés-angioplastia em humanos. O ultra-som intravascular
permite a avaliacdo do remodelamento através da visibilizagdo ecografica da seccao
transversal das artérias coronarias. Analises quantitativas seriadas com ultra-som
intracoronario em pacientes submetidos a intervengao com cateter-baldo, eximer-laser,
aterectomia direcionada ou rotacional demonstram que a variagdo no didmetro luminal
€ determinada principalmente pela dire¢cdo e magnitude da variagdo no didmetro
externo do vaso (MINTZ, 1996). Aproximadamente 30% da reducdo do lumen se
devem a variagdo na espessura da parede vascular; os 70% restantes sao
determinados pela reducdo na area da LEE. Pressupde-se que esta reducédo
generalizada no calibre vascular seja mediada por uma fibrose contratil da parede
vascular, processo que poderia ocorrer associado, ou n&o, a hiperplasia intimal
(MINTZ, 1996). Por sua vez, em pacientes submetidos a implantacdo de stents o

remodelamento negativo é bastante reduzido e sua participagao na determinagéo da

reestenose é minima (HOFFMANN, 1996).

Fisiologicamente, as variagbes no fluxo sanglineo e na pressao arterial
parecem ser os principais determinantes do remodelamento. O fluxo sanglineo regula
o diametro vascular através do shear stress (Shear stress ou estresse de
cisalhamento: forga interna tangencial a seccdo na qual ela age; acdo ou estresse
resultante de forcas aplicadas que causam, ou tendem a causar o deslizamento de

duas partes contiguas de um corpo, relativamente uma a outra, em diregao paralela



aos seus planos de contato). Em situagdo de fluxo laminar, o shear stress é
diretamente proporcional a velocidade do fluxo e a viscosidade sanglinea, e
inversamente proporcional ao cubo do raio do vaso (LIU, 1989). Um aumento do fluxo
sangulineo induz ao aumento compensatorio no raio vascular, de forma a normalizar o
shear stress (LANGILLE, 1989). Por sua vez, as alteragdes no raio do vaso afetam a
espessura, estrutura e composicao da parede (DOBRIN, 1989; GLAGOV, 1993) e nao
resultariam da simples contragao ou relaxamento das células musculares (LANGILLE,
1986). Ha evidéncias de que a resposta as alteragdes de fluxo seja dependente do
endotélio. Experimentalmente, a capacidade de adaptacdo do diametro do vaso as
alteragbes de fluxo é restabelecida em segmentos que apresentam regeneragao
endotelial, ndo ocorrendo o mesmo em regides nao reendotelizadas (JAMAL, 1992). A
resposta fisiolégica do endotélio a um aumento do shear stress inclui a indugao da
liberagdo de Oxido nitrico e de prostaciclina, que, provavelmente, atuam no

remodelamento (LIU, 1989).

A fisiopatogenia do remodelamento geométrico negativo ainda € pouco
conhecida. Segundo LAFONT (1995), as modificagbes de fluxo sangliineo, em
consequiéncia das alteragbes sofridas pela parede vascular no processo de
cicatrizacao da lesédo pds-angioplastia, seriam algumas das causas do remodelamento

negativo.

O estresse oxidativo pode participar do remodelamento apds a lesdo mecanica
do vaso. A \utilizacdo de agentes antioxidantes em estudos farmacologicos
experimentais tem conseguido modular o remodelamento geométrico vascular. Em
coronarias de suinos, a administracdo de vitaminas C e E reduziu o remodelamento
negativo, determinando um aumento significativo da area da LEIl apds a angioplastia
com baldo. Surpreendentemente, a area da neo-intima foi significativamente maior no

grupo tratado do que no grupo controle (NUNES, 1995). Em outro estudo, o tratamento



prolongado com N-acetilcisteina ou alopurinol preservou o didmetro vascular, quando
analisado nos primeiros sete dias ap6s a lesao por baldo da artéria iliaca de coelhos;
porém, apos 28 dias, este efeito benéfico foi perdido (LAURINDO, 1996). Estes dois
experimentos sugerem que a intervengdo farmacoldgica sobre o estresse oxidativo
poderia modular o remodelamento geométrico negativo associado a lesdo mecéanica

do vaso.

O remodelamento geométrico também esta associado a modificagdes
estruturais da parede vascular. Experimentalmente, a reducdo no didmetro arterial
correlaciona-se com o quociente area de adventicia/area da intima-média, o que
sugere que as variacdes no didmetro arterial possam ser consequéncia de alteragdes
estruturais mudltiplas sofridas pela intima, média e adventicia (LAFONT, 1995).
Também foi demonstrado que, apdés a ACTP experimental, ha proliferacao e
modulagdo fenotipica de fibroblastos na adventicia (SCOTT, 1996; SHI, 1996),
seguida de deposicdo de matriz extracelular rica em colageno (SHI, 1996). Esta
reacao fibrética apds a injuria arterial pode determinar retragado tecidual e constrigcdo
vascular, contribuindo para o remodelamento geométrico negativo. A resposta
inflamatéria associada a dilatacao do vaso também poderia determinar uma resposta
similar a cicatrizagdo, com liberacdo de enzimas proteoliticas, degradacao da matriz

extracelular preexistente e deposicdo de novos componentes da matriz.

2.4.4 MECANISMOS DE REESTENOSE NAS DIFERENTES TECNICAS DE

ANGIOPLASTIA

A participagdo relativa de cada mecanismo de reestenose € ligeiramente
variavel para cada método de angioplastia. Apds angioplastia por cateter-balao,
rotablator e laser, é provavel que o remodelamento geométrico negativo seja o

principal mecanismo de reestenose; sua participagdo € pouco menor apos a



aterectomia direcionada e minima apds o implante de stents (MINTZ, 1993, 1995). O
stent praticamente elimina o remodelamento negativo (HOFFMANN, 1996) pois
sustentando mecanicamente a parede coronaria, impede que haja redugdo no
didmetro vascular. Contudo, ha evidéncias de que a hiperplasia da intima é mais
intensa com stents. Experimentalmente, ha maior hiperplasia da intima apds o
posicionamento de stents do que apés a dilatagdo com cateter-balao de coronarias de
suinos (KARAS, 1992). Clinicamente, a angiografia seriada ap6s a implantagao de
stents demonstra que a reducao no calibre vascular prossegue pelo menos até o 6°
més, sendo que entre o 3° e 0 6° ¢ significativamente maior do que apds a angioplastia
convencional (KIMURA, 1993). Apds o 6° més, a redugao no didmetro luminal continua
a ocorrer, porém € de pequena magnitude, pouco aumentando a incidéncia absoluta

de reestenose (KASTRATI, 1993; KIMURA, 1996).

Os mecanismos que levam a maior espessamento da intima com o uso de
stent ndo foram determinados, mas pode-se inferir que os seguintes aspectos estejam
envolvidos: a) lesdo vascular mais intensa no seu posicionamento; b) presenca
continuada de um corpo estranho; c) tensdo mecanica crbénica na parede vascular; d)
reendotelizagdo retardada. Os trés ultimos aspectos agiriam como estimulo crénico
para a proliferagao celular. Além disso, a trombose mural mais intensa que ocorre
ap6s a implantacdo de stents parece servir como um nicho para a subseqlente
proliferacdo intimal. O uso de stents reduz consideravelmente a incidéncia de
reestenose por permitir que seja obtido um melhor resultado primario (menor lesao
residual) e por eliminar o remodelamento geométrico negativo, o que determina maior
tolerancia a hiperplasia da intima, reduzindo a possibilidade de que ocorra reducao

significativa no lumen arterial (CARAMORI, 1997).



2.5 STENTS

Stents s&o estruturas tubulares metalicas em forma de malha inseridas na luz
vascular cuja fungdo é manter a perviedade do vaso. (LOBATO, 2006). O termo “stent”
vem do epdnimo CHARLES THOMAS STENT (1807-1885), dentista que criou um
material moldavel com a finalidade de manter em posi¢cdo enxertos de pele na
cavidade oral. Em relacdo a opcao pela forma de insercéo, classificam-se em: stent
direto (implante do dispositivo antes da dilatagdo por baldo); stent primario (insercao
pré-determinada ap6s ATP) e implante seletivo de stent (insercdo apds resultado
subdtimo da ATP). A maioria dos stents é implantada de forma seletiva, sendo
indicado em estenose residual, recuo elastico, resultado ruim com gradiente
pressorico, complicagbes como disseccao ou “flap” intimal, ulceragcbes de placa,
oclusdes e reestenose. Ja o stent primario pode ser empregado em caso de oclusdes,
lesdes de alto risco para reestenose e lesbes maiores que oito centimetros, difusas,
excéntricas ou ulceradas. Seu uso é limitado em casos de tortuosidade severa do vaso
e lesdes muito calcificadas (SCHNEIDER, 2003; LOBATO, 2006; PUECH-LEAO,

2006).

Os stents podem ser distinguidos por varios fatores, como: 0 mecanismo de
implante (auto-expansivo, baldo expansivo ou meméria térmica), a geometria (formato
dos anéis — “células abertas ou fechadas”), o tipo de malha formada pelas hastes de
metal, o seu desenho estrutural (tubular ou mola) e sua composicdo metdlica

(NELKEN, 2004).

Os stents auto-expansivos vém comprimidos por fina membrana de plastico
sobre cateter de pequeno calibre, (ex: Wallstent®) ou vém comprimidos no interior de
catéteres de maior didmetro (ex: Craggstent®). Ao serem dai ejetados, expandem-se

para o diametro da luz do vaso previamente dilatado, por um baldo de angioplastia,



para seu didametro normal. Estes stents possuem alta flexibilidade o que permite a
expansao a um limite pré-determinado, apés a remog¢ao da bainha introdutora. Eles
sdo relativamente faceis de implantar, porém apresentam pequena resisténcia a
compressao radial. Podem sofrer encurtamento e nao sao liberados com muita
precisdo como 0s expansiveis por baldo. Estes stents estdo indicados nas seguintes
localizagbes: eixos aorto-iliaco e femoro-popliteo, carétidas e lesdes ndo ostiais da
artéria subclavia. Exemplos: Wallstent, Zilver (Cook), Gianturco Z (Cook), Smart
(Cordis), Symphony (Boston Scientific), Cragg e Corvita (LEUNG, 2003; NELKEN,

2004).

Os stents expansiveis por baldo sdo colocados com maior precisdo e
apresentam boa resisténcia a compressao radial, entretanto possuem pouca
elasticidade e pouca flexibilidade longitudinal, podendo ser reinflado com um balao
maior. Devido a alta for¢ca radial, estes stents tém preferéncia em lesdes ostiais e em
locais com calcificagdes e com compressao externa. Os locais contra-indicados para
tais stents sdo os proximos as articulagdes, em volta de ossos e ligamentos e junto a
pontos de flexdo. Eles se abrem normalmente das pontas para o centro de maneira a
se fixarem na parede. Entao, o deslocamento do material da parede se faz da periferia
para o centro da lesdo, diminuindo a chance de embolizagdo. Assim, estes stents
estdo indicados nas seguintes localizagbes: eixo aorto-iliaco, artérias renais, lesdes
ostiais da artéria subclavia e lebes orificiais dos troncos supra-aérticos. Exemplos:
Palmaz (Cordis), Strecker (Medi-tech), Flexstent (Cook), Bridge e VIP (Medtronic),

Perflex (Cordis), Jostent (Jomed) (LEUNG, 2003; NELKEN, 2004).

As diferengas e vantagens entre stents auto-expansiveis e expansiveis por
balédo sao amplamente estudadas em modelos experimentais.
CHUAPETCHARASOPON (1992), implantou stents expansiveis por baldao e stents

auto-expansiveis em artérias iliacas de suinos submetidos a dieta aterogénica. O



resultado foi uma hiperplasia intimal muito mais acentuada no grupo em que foram
utilizados os stents expansiveis por baldo, resultado que foi atribuido ao maior trauma
da parede vascular pela expansao do baldao. MANGELL (1996) comparou a utilizagao
destes dois tipos stents no crescimento de aorta de porcos por um periodo de 4 a 18
semanas. O peso dos porcos aumentou de uma média de 20kg para 93kg e o
didmetro da aorta dos animais aumentou 60%. Os stents expansiveis por balédo nao
mostraram movimento pulsatil e estavam sujeitos ao descolamento da parede do vaso,
ao passo que, os stents auto-expansiveis seguiram a mudanga de didmetro do vaso
sem afetar a expansibilidade apés 18 semanas, além da boa fixacdo, apesar da
dilatagdo do vaso. ANDREWS (1999), implantou stents auto-expansiveis em artérias e
veias femorais de suinos préximos a articulagdo coxo-femoral e concluiu que estes
stents, quando colocados em regides de articulagido e em veias, tém risco maior de
desenvolver hiperplasia intimal e, eventualmente, até oclusdo em comparacgao aqueles

colocados em vasos com pouca mobilidade e em artérias.

Os stents com expansao térmica assumem os seus formatos originais apos
exposicdo a temperatura corporal. O protétipo € o stent de nitinol, tendo como

exemplos: Cragg Nitinol (Mintec), Memoherm (Angiomed Bard), VascuCoil (Medtronic).

Alguns autores destacam as propriedades ditas ideais de um stent
intravascular, por exemplo: alta opacidade para melhor visualizagado, facilitando o
implante; grande forga radial para resistir ao remodelamento elastico; minima variagéao
de formato depois de implantado para aumentar a precisido; sistema de implante
simples e de facil manuseio; flexibilidade longitudinal para cruzar vasos tortuosos e a
bifurcagdo adrtica; elasticidade radial para resistir a compressao externa sem
deformagao permanente, sobretudo em locais de articulagdo; pequeno perfil com
grande expansao para passar por pequenos introdutores e estenoses criticas; minimo

encurtamento apés a liberacao; facil resgate para o caso de falha na implantacao;



ramo lateral acessivel; minima induc&o de hiperplasia intimal; resisténcia a trombose e
a corrosao; durabilidade e baixo preco (HENRY, 2000; LEUNG, 2003; MONTEIRO,

2006).

O comportamento biomecanico e o desenho do stents tém efeito importante
nas respostas do hospedeiro a presenca do stent. A distensibilidade radial e a
flexibilidade longitudinal afetam a perviedade em longo prazo dos stents. Um aumento
na complacéncia e na flexibilidade pode ter um efeito negativo pela estimulagcao da

atividade fibromioblastica e pela interferéncia com a endotelizacdo (NELKEN, 2004).

A arquitetura dos stents é composta de anéis que podem ser tanto uma
montagem individual como uma acumulagao seqliencial em um padréo de repeticao.
Os anéis individuais podem ser simplesmente acoplados uns aos outros, similar ao
stent Gianturco Z (Cook). Este tipo é, atualmente, utilizado em endopréteses e para
vasos de grosso calibre como a veia inominada e a veia cava superior. O outro tipo é a
juncdo sequencial de anéis, utilizando uma variedade de conexbdes que também
conferem propriedades aos stents. Os espagos entre os anéis sdo chamados de
células, que podem ser fechadas (os elementos estdo muito ligados, como “favo de
mel”) e abertas (as conexdes sdo deixadas abertas). O stent de Palmaz original € um
tubo cortado a laser, balao expansivel que cria uma rede de quatro células fechadas.
Estas células sdo conectadas entre si geometricamente através de conectores nao
flexiveis. O resultado é geometricamente simples e produz uma estrutura forte e
duravel em areas que ndo estao sujeitas as forcas de quebra ou que demandam
flexibilidade. Esta falta de flexibilidade pode causar problemas ndao apenas em areas
de tortuosidade mas, também, em alvos retos com acessos dificeis (iliaca contra
lateral no caso de uma bifurcagdo adrtica com angulo muito agudo). Mesmo se uma
bainha consegue ser colocada com sucesso, o stent pode nao ter capacidade de

avancar-se através da torcdo da bainha. Os primeiros “conectores flexiveis”,



desenhados por PALMAZ e SCHATZ eram fios metalicos retos e simples entre
segmentos de células que conferiram um grau de flexibilidade entre seqiéncias de
segmentos inflexiveis da rede de células, semelhantes as conexbdes de vagbes de
trem. A geometria especifica da conexdo, por si sO, concede grau de flexibilidade
longitudinal, radial e de tor¢do. Atualmente, existe uma grande variedade de tipos de
conectores que se esticam em qualquer dire¢do, ndo apenas em resposta a expansao
pelo baldo, mas também a tortuosidade e irregularidade do vaso. Geralmente, os
stents com células fechadas tém a vantagem de obter uma cobertura mais uniforme do
vaso e os com células abertas tém uma maior flexibilidade; porém estes provéem
menor suporte, com chance de cobertura inadequada, especialmente em vasos
tortuosos nos quais a tor¢do do stent torna umas células mais abertas que outras

(NELKEN, 2004).

Os stents com malha do tipo “trancada” (braided stents), como, por exemplo, o
Walllstent, apresentam boa visibilidade, flexibilidade e, antes da liberagao total, tém a
vantagem de recolhimento de até 87% do stent no dispositivo; as desvantagens
incluem: o encurtamento e a dissecg¢ao intimal causada pelo alargamento dos limites
distais do stent, se o dispositivo de liberacao for empurrado inadvertidamente durante
a liberacdo (ROUSSEAU, 1987). Embora sejam flexiveis estes stents possuem
bastante rigidez tanto que, em superficies irregulares, o stent ndo se amolda bem, mas
sim se alarga gradualmente, deixando espacgo entre o stent e a parede arterial (baixa
conformidade). Uma melhor conformidade do stent com a parede arterial pode reduzir
a reestenose. ROLLAND (1995) demonstrou que ao colocar stents de conformidade
adaptada ao vaso (compliance matching stent) em carétidas de suinos, a taxa de
reestenose foi menor. Atualmente, quando se utilizam stents auto-expansiveis,
recomenda-se sempre utilizar os de nitinol cortados a laser, que apresentam um

encurtamento de menos de 3%. Os de nitinol trangados apresentam um encurtamento



que pode alcangar até 50% do comprimento original do stent, quando dentro da bainha

de liberagao.

Os stents também podem ter a forma de espiral (coil stent) que minimiza o
recuo elastico e sela os pontos de disseccido. Sua melhor utilizagdo sao os pontos de
flexdo, como as lesdes localizadas na artéria poplitea atras do joelho. Nao foi relatada
melhora estatisticamente significativa na taxa de revascularizagdo em nove meses
quando comparado com a ATP. Entretanto, foi relatada uma melhora significativa no

indice T/B e baixa taxa de complicacdo com seu uso (JAHNKE, 2002).

A escolha do melhor stent a ser utilizado em cada caso depende da anatomia
arterial e da morfologia da lesdo. Na presenga de anatomia tortuosa, os stents com
células abertas e mais flexiveis tém preferéncia. Quando existe uma diferenca de
didmetro significativa entre a artéria carétida comum e a interna, sdo selecionados
stents de cobalto-cromo (Elgiloy), ou stents cbnicos de nitinol. Lesdes com alto
potencial emboligénico sdo tratadas com stents com a configuracdo de células
fechadas, enquanto que lesdes muito calcificadas necessitam ser tratadas com stents

de nitinol. (BOSIERS, 2005).

Os stents podem ser confeccionados em diversos materiais, como o ago
inoxidavel 304 SS, 316L SS, tantalo, elgiloy (SS), platina, liga de cobalto e nitinol.
DYET (2000) cita que os stents de ago inoxidavel da série 316L apresentam boa
biofuncionalidade, (grau que o metal se adapta para exercer determinada funcao) e
boa biocompatibilidade (grau que o metal permanece inerte apos ser implantado no
sistema arterial sem provocar reagao do tipo corpo estranho ou liberar ions toxicos).
GOTMAN (1997) refere que os stents de ago inoxidavel sdo constituidos de uma liga
composta de ferro, cromo e manganés, possuindo também tragos de outros metais,

como, por exemplo: molibdénio, manganés, cobre e carbono. Apesar de esses outros



elementos constituirem uma pequena amostra do total, estes podem alterar a estrutura
cristalina do metal, assim como as propriedades da liga metalica. Um dos mais
importantes constituintes dos dispositivos de aco inoxidavel utilizados para fins
médicos € o cromo. Uma concentragao de pelo menos 12% de 6xido de cromo é
necessaria para revestir a superficie externa do metal, com o intuito de evitar a

corrosao a que o metal esta exposto na corrente sanguinea.

O nitinol é uma liga de niquel e titanio com propriedades de memoéria térmica
que permite ser compactado firmemente dentro de um sistema de liberagdo quando
esfriado, para expandir rapidamente e readquirir seu formato e seu tamanho pré-
designados, apds a liberagado de seu sistema de colocagcdo na corrente sanguinea.
Além disso, possui grande elasticidade e resisténcia a fratura. A palavra NITINOL ¢é a
sigla de Nickel Tltanium Naval Ordinance Laboratories e esta liga metalica foi
inicialmente desenvolvida para fins militares (BARRAS, 2000). Entretanto, em stents
de nitinol ocorre a liberagdo de niquel, que € um dos responsaveis pela hiperplasia
intimal. O niquel € um componente normal da dieta, mas sua exposicdo a niveis
elevados pode acarretar sérios problemas respiratérios, reagdes alérgicas locais e
sistémicas e inibicdo da reprodugao celular. Por outro lado, o titanio aparenta ser
inerte. O niquel e o titdnio formam uma liga metédlica extremamente forte, sendo o
nitinol resistente a oxidacao do niquel, que poderia liberar ions deste metal e aumentar
o risco de reacgOes adversas. Da mesma forma que os stents de aco inoxidavel, os de
nitinol quando implantados dentro do sistema vascular, ficam recobertos por uma fina
camada de oxido. Neste caso, entretanto, forma-se o 6xido de titanio que estabiliza a
superficie interna do stent e previne assim a reacao dos ions niquel com os tecidos do
corpo humano (BARRAS, 2000). A fratura de stents de nitinol pode estar relacionada
ao polimento e ao revestimento da superficie do stent com 6xidos amorfos (SHIH,

2000; RIEPE, 2002).



Uma série de processos celulares e moleculares contribui na cicatrizagao
intravascular dos stents. Este processo de cicatrizacdo reflete uma resposta
programada, tipo corpo estranho, a implantagdo no sistema vascular e resulta em
quatro tipos de tecido: trombo, neointima, endotélio e infiltrado de células inflamatérias.
A localizacido e a extensdo de cada tipo destes quatro tecidos sao influenciadas por
varios fatores relacionados ao préprio implante da endoprétese, como a localizagao da
malha metalica do stent, o tipo de enxerto que o reveste, a microestrutura e a

porosidade da endoprotese (DOLMATCH, 2000).

A aspereza da superficie, a carga elétrica, a energia de superficie livre e a
umidade sao caracteristicas fisicas da superficie do stent com determinantes
importantes de trombogenicidade e interagdes com o tecido. A lisura da superficie
metalica é importante por que a torna menos trombogénica. A maioria das superficies
metalicas implantadas em humanos tem uma carga de superficie eletropositiva que
atrai o fibrinogénio, formando assim, uma fina camada apds alguns segundos do
implante do stent. Esta camada de fibrinogénio diminui a tensao superficial da
superficie do metal, conferindo a este menos trombogenicidade. Nas primeiras
semanas apos o implante do stent, o trombo que circunda as hastes dos stents é
gradualmente substituido pela hiperplasia intimal e, o numero de novos vasos
formados em cada area esta relacionado com o numero de células miointimais
(PALMAZ, 1993). PISCO (1993) estudou as reagdes que ocorrem apoés implante de
stent em aorta de caes e demonstrou que esta neovascularizagao tem origem da vasa
vasorum. Em cées, a formacido neointimal atinge seu limite apds dois meses do
implante do stent e, consequentemente, comeca a tornar-se mais fina, com poucas

células e, aos poucos, vai sendo substituida por colageno.

Imediatamente apds a exposicdo de um dispositivo metalico a corrente

sanguinea, uma série de eventos modifica a sua superficie com intencdo de prepara-la



para a colonizagdo do tecido. A modificagdo da morfologia da parede arterial apés o
implante do stent apresenta uma sequéncia bem definida de eventos. Inicialmente,
ocorre a formagao de trombos e o aparecimento de uma inflamacao aguda logo apés o
implante e, posteriormente, o crescimento de neointima. O aumento da inflamagao,
apos o implante de stent, esta associado a injuria da camada média e a penetragao da

malha do stent no nucleo lipidico (PALMAZ, 1993).

A porcdo metdlica do stent também influencia na cicatrizagdo. O esqueleto
metalico € um importante determinador na formacédo do trombo e, por sua vez, o
trombo serve de nicho para a formagdo de neointima. Poucos segundos apds o
implante, ocorre depésito de fibrina e outras proteinas plasmaticas na estrutura
metalica exposta ao fluxo sanguineo (PALMAZ, 1993). Nos primeiros quinze minutos
de exposicado do stent a corrente circulatdria, verificam-se aderéncia de plaquetas e
leucécitos a superficie do stent que esta recoberto por fibrina, contribuindo para a
formagao do trombo inicial. O grau de trombo que se forma na malha do stent, nesta
fase, exercera grande influéncia no crescimento neointimal subseqliiente (SCHATZ,
1989). PALMAZ (1988) demonstrou que, em 24 horas, ja existe uma completa camada
de fibrina na superficie do stent, com linhas orientadas na diregao do fluxo sanguineo.
Os autores sugerem que as linhas de fibrina podem servir como uma estrutura para o

desenvolvimento de células endoteliais.

No momento do implante das endopréteses ocorre certo grau de leséo da
parede vascular. Mesmo os stents auto-expansiveis necessitam de dilatagdo com
baldo para se acomodarem melhor a parede arterial. Os stents expansiveis por balao,
por si s6, necessitam de um cateter baldao 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. Quando ocorre lesdo da camada média e

a desproporgao relativa do didmetro do stent em relagcédo a luz arterial é relatada uma



maior resposta da hiperplasia intimal (DOLMATCH, 2000). PALMAZ (1993) sugere que
a expansao adequada do stent (geralmente de um didmetro de 10 a 15 % maior que o
do vaso) é necessaria para garantir a incrustagdo das hastes do stent na parede do
vaso, limitando a formagao de trombo. Nestas condicdes as células endoteliais podem
se desenvolver a partir de tecidos que se projetam entre as hastes dos stents, desde
que o endotélio ndo tenha sido totalmente desnudado. A relagdo entre o grau de leséo
na parede do vaso causado pelo stent e o grau de hiperplasia intimal tem sido
demonstrada experimentalmente. SCHWARTZ (1992) demonstrou uma correlagao
muito proxima entre o grau de penetracdo das hastes dos stents nas camadas da
parede do vaso e a proliferagao intimal. FARB (1999), confirmou a relagéo entre o grau
de les&o e hiperplasia intimal em vasos retirados de humanos, apds a cirurgia e apos
autopsia. SULLIVAN (2002) demonstrou que a permanéncia de uma lamina elastica
interna intacta € um importante fator na prevencao da hiperplasia intimal e reestenose,
apos implante de stent em artérias iliacas. Embora o infiltrado inflamatério tenha sido
observado em vasos com ruptura da média e com as hastes dos stents no nucleo
lipidico (FARB, 2002), alguns investigadores chamam a atencao para a contaminagao
por particulas do stent que produzem inflamagao. WHELAN (1997) identificou goma e
fibras em tecidos em volta dos stents e BAYER-GENIS (2001) demonstraram que a
pressédo de enxague utilizada para remover as particulas de contaminagcdo em stents
resultou em diminuicdo da hiperplasia. A liberagcéo lenta de ions metais nos tecidos
que circundam o local de implante do stent pode ser a razao da resposta inflamatéria e
hiperplasica local. Os produtos corrosivos das ligas de metal, comumente utilizados na
fabricacdo de stents, (aco inoxidavel 316L e o nitinol) demonstram biotoxicidade
(SHIH, 2000; PALMAZ, 2001). O nitinol demonstrou ter um efeito inflamatério por
causar um aumento da secreg¢do de interleucina-1 R pelos mondcitos (WATAHA,
1999). A diminuicdo da concentragdo de niquel foi observada em areas com faléncia
estrutural devido a corrosao em endoproéteses aodrticas de nitinol. A falha estrutural dos

stents maiores, sujeitos a uma forgca muito maior quando comparados a stents



menores, pode estar relacionada a heterogeneidade focal e a inclusdo de material,

gerando corrosdo galvéanica e eventual fratura (HEINTZ, 2001).

O diametro das hastes dos stents também tem influéncia, pois stents com
hastes maiores servem como obstaculo a migragao celular. A densidade da malha do
stent tem influéncia na resposta da hiperplasia intimal. Stents com poucas hastes
colocadas longe uma das outras produzem mais hiperplasia intimal do que mais
hastes em volta da circunferéncia, mesmo sendo uniformemente distribuidos. Isso tem
relagdo com o alinhamento da parede do vaso com poucas hastes do stent que produz

um lumen poligonal ao invés de um limen circunferencial (GARASIC, 2000).

O sucesso de um implante de stent depende de uma minima trombose e de
uma rapida endotelizagdo. Apos uma angioplastia ocorre dissec¢do da intima e da
média com exposicdo dos elementos subintimais aos elementos da corrente
sanguinea, trazendo como resultado a deposigcao de plaquetas e formagao de trombo,
a proliferacdo de fibroblastos e a hiperplasia intimal. No local da disseccédo o fluxo
sanguineo torna-se turbulento, devido a irregularidade da camada intima, contribuindo
para a deposicao excessiva de plaquetas e fibrina (FAXON, 1984). RICHTER (1999)
mostrou a necessidade do uso de heparina para prevencao da trombose do stent e,
também, que vasos de baixo fluxo estdo mais sujeitos a uma taxa de reestenose

maior.

ROBINSON (1989) estudou a resposta celular de stents implantados em aorta
e artérias iliacas de coelhos. A microscopia Optica e a eletrbnica revelaram que as
células endoteliais e pseudo-endoteliais aderem a prétese logo no primeiro dia apds o
implante do stent. Aparentemente, ocorre uma trombose localizada, levando a uma
organizacao do trombo. As células musculares lisas e as células inflamatérias migram

para o local do implante, levando a incorporagdo do stent na parede arterial. Uma



camada endotelial confluente se regenera dentro de duas a quatro semanas. O grau
de hiperplasia tem sido relacionado com a evidéncia histolégica de inflamag¢ao no vaso
submetido a implante de stent. Infilirados de neutréfilos sdo prevalentes poucos dias
apos o implante de stent (FARB, 1999) e macréfagos e linfécitos predominam em seis
meses (FARB, 2002). Porém, tem sido observada a formag¢ao de granuloma proximo a

haste do stent independente do grau de lesdo (KORNOWSKI, 1998).

DOLMATCH (2000) demonstrou que apés varios dias as células miointimais
primitivas e as células inflamatérias (macréfagos e leucdcitos polimorfonucleares) sao
vistas dentro do trombo. O processo continua com a deposi¢gdo de matriz do colageno,
com a proliferagdo de células miointimais e o desenvolvimento de uma camada
endotelial. Embora esta resposta esteja relacionada a exposicdo no momento do
implante da endoprotese, n&do ha 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 nao expostas ao fluxo sanguineo.

A taxa de endotelizagcdo é influenciada mais pela migracdo do que pela
proliferacao celular. Um importante fator que afeta o grau de endotelizacao é a medida
da velocidade de fluxo laminar. Em condigbes de fluxo normal as células migram na
direcdo do fluxo em direcdo Unica e mais rapidamente. Esta observagdo demonstra o
fato de que na parede de artérias coronarias, apés o implante de stent, com minima
lesdo ao endotélio, a endotelizacido ocorre em poucos dias. Por outro lado, stents
implantados em vasos ocluidos ou apds largas lesdes endoteliais, como em casos de
uso de cateteres de endarterectomia ou revascularizagcdo a laser, o tempo de
endotelizagdo é estendido de muitas semanas a meses (PALMAZ, 1988; HAMURO,
2001). A migracao celular, a jusante, ocorre em um padrdo de “zigzag” e ndo em linha
reta. Este movimento aumenta a probabilidade destas células se encontrarem com

outras células que estdo migrando e a sua colisdo diminui a migragcao por inibigado por



contato. Se uma célula migratéria encontra um trago linear na superficie, esta assume
este padrdo de migracdo (HAMURO, 2001). PALMAZ (1988) demonstrou em carétidas
de suinos que a criacdo de ranhuras paralelas na superficie interna do stent resulta

em taxas de endotelizagdo aceleradas uma semana apés o implante.

A necessidade de diminuir a ocorréncia de reestenose apds o implante de um
stent tem levado ao estudo de novos materiais para sua construgdo ou substancias
para seu revestimento que reduzam seu potencial trombogénico e evitem a hiperplasia
intimal. Basicamente, existem dois tipos de projetos visando minimizar a hiperplasia
intimal: estudo sobre a estrutura de configuragdo do stent e sobre a associacdo de

outras modalidades terapéuticas ao stent (JUNIOR, 2002; NELKEN, 2004).

A fixacdo do stent ao vaso se estabelece basicamente a partir do equilibrio
entre a resisténcia da parede e a for¢a radial do stent. O contato intimo destes metais
com a parede vascular estabelece um carater reacional local, que ao longo do tempo
ira interferir na sua permeabilidade. Para diminuir este tipo de alteragdo, foram
desenvolvidas coberturas com solugdes e peliculas (stents revestidos por carbono ou
carbeto de silicio - um material inerte de baixa trombogenicidade que reduz a
agregacao plaquetaria por inibir a migracdo dos elétrons para os metais). Estes stents
possuem a vantagem de nao inibir o crescimento do endotélio e de diminuir a reagao
inflamatéria (PALMAZ, 1997; PALMAZ, 2003). As vantagens e as limitacbes do
material polimérico devem ser avaliadas por meio de suas propriedades biomecanicas
e biolégicas para a aplicagdo vascular. Um material ideal para implante deve ser
resistente a trombose, estavel mecanicamente e também facilmente incorporado pelo
tecido, mas nao incitar a resposta proliferativa, inflamatéria ou degenerativa (PALMAZ,
1997). Por exemplo, a resisténcia a trombose e a reacdo tecidual s&o mais
importantes em vasos de menor calibre, e a durabilidade é importante nos vasos de

maior calibre (RICHTER, 1999).



Os stents recobertos com politetrafluoretiieno (PTFE), polietileno tereftalato
(PET), poliéster (Dacron), poliuretano, ligas de carbono, com drogas ou polimeros
contendo drogas antitrombéticas e antiproliferativas, também, tém sido investigados

como alternativa no combate a hiperplasia intimal (PALMAZ, 1998; NELKEN, 2004).

O enxerto de PTFE é um material inerte com poros muito pequenos que limita
o crescimento interno do tecido. Os stents revestidos de PTFE s&o indicados
principalmente em estenoses longas, porém sua utilizagéo € limitada em reestenoses
refratarias e, também, devem ser utilizados com cautela quando existem importantes
vasos colaterais que, se forem cobertos, pode ocorrer a piora da isquemia do membro
(LAMMER, 2001). Os resultados preliminares demonstram uma perviedade primaria
de 86% em nove meses no tratamento de lesdes longas da artéria femoral superficial
(LAMMER, 2000; JAHNKE, 2003; WIESINGER, 2005). Stents revestidos com PTFE
foram testados em suinos, objetivando avaliar a capacidade de cicatrizacao,
comparados a stents nao revestidos. O resultado da perviedade foi igual nos dois
grupos, porém o PTFE n&o impediu o espessamento progressivo neointimal.
Alteragdes estruturais do PTFE, quando dilatado, podem estar relacionadas ao
aumento da resposta inflamatéria (GRUDTNER, 2004). OMBRELLARO (1997) relata
que, ao comparar-se o stent auto-expansivel ao expansivel por baldao revestido com
PTFE, nao existe diferenca na taxa de endotelizacdo e hiperplasia intimal. CEJNA
(2001), em estudo realizado em ovelhas, relata que a endotelizacdo de stents

revestidos com PTFE é retardada em comparagédo com outros polimeros.

O poliéster € manufaturado como arranjo de fibras (Dacron ®). Por esta razéo,
esses materiais se apresentam como formas téxteis. As duas formas de fabricacao
sdo o woven e o knitted. O tipo knitted é mais flexivel e maleavel, particularmente
quando manufaturados com pontes transversas. O tipo woven tem pouca elasticidade

e tende a enrugar e dobrar facilmente, tendo dificuldade para assumir o contorno



sinuoso e tubular dos vasos sanguineos. A resposta biolégica aos enxertos tipo
Dacron® é caracterizada por uma capsula fibrosa que reveste a superficie externa da
prétese e na 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. O enxerto
de Dacron® quando é implantado em vasos de menor calibre, induz a uma intensa
reacao celular composta de células tipo “corpo estranho” e camadas concéntricas de
linfécitos e eosindfilos. Essa reacao tecidual restringe a luz vascular, levando a

trombose (PASQUINELLI, 1990; MARTY, 2002).

ANGELINI (2002) encontrou diminuicdo da hiperplasia intimal em enxertos de
safena de porcos com hipercolesterolemia apdés a colocacdo de stents com
revestimento de poliéster. CASTANEDA (2000) ndo encontrou diferenca na espessura
da intima e da média ao comparar stents n&o recobertos com os de revestimento de
poliéster. MARTY (2002) avaliou a fixacdo de dois tipos de stents, um com
revestimento de poliéster e o outro com poliuretano e concluiu que as préteses com
poliuretano tiveram uma fixacdo mais extensa com tecido de granulagdo. AVINO
(2000) avaliou a colocacao de stents de nitinol revestidos com Dacron® em aorta de
caes e concluiu que, apesar dos stents recobertos induzirem uma hiperplasia intimal
maior, a area luminal ndo foi alterada. Este autor ndo encontrou diferenca na
perviedade, na formacao de trombos, na hemodinamica de fluxo e na endotelizagao
luminal. Resultado semelhante foi relatado por DUTRA (2001). Os enxertos de
polietileno induzem a um aumento de trombogenicidade, quando comparados aos de
PTFE, por induzirem um aumento da atividade pré-coagulante dos macrofagos

(MARTY, 2002).

Em relagao a incorporagao dos stents pela parede vascular, a mais importante

diferenca entre os stents revestidos com materiais poliméricos e os stents nao



revestidos € que os stents nao revestidos tém uma tendéncia maior a endotelizagao,
talvez relacionada a superficie favoravel dos metais. Essas propriedades
provavelmente determinam uma ligacdo estavel com as proteinas, quando exposto ao
fluxo sanguineo, seguindo-se a fixagdo das células na malha metalica dos stents. Os
stents revestidos sdo menos biocompativeis. (PASQUINELLI, 1990; PALMAZ, 1993).
CEJNA (2001), comparou stents nao revestidos com stents com diversos tipos de
revestimentos em artérias de ovelhas e concluiu que os stents nao revestidos

apresentam melhor endotelizagdo e menos hiperplasia intimal.

O silicone também foi estudado devido a sua propriedade elastica e
durabilidade. FONTAINE (2001) comparou os efeitos bioldgicos de stents revestidos
com silicone aos stents nao revestidos em caes, e concluiu que a membrana
permaneceu inerte apds seis semanas, sem ocorréncia de trombose e minima
hiperplasia intimal. GALLONI (2003) realizou experimento com stent revestido de liga
de carbono que mostrou boa compatibilidade tecidual e hematolégica e nenhum caso

de trombose foi registrado.

Além do revestimento com enxerto, substancias podem ser impregnadas com o
objetivo de reduzir a reagdo do enxerto e obter a endotelizacdo com maior rapidez. A
compreensao da fisiopatologia da reestenose dos stents fez reacender o interesse
pelo uso de agentes anti-proliferativos. Todavia, alguns fatores sdo necessarios para a
utilizacdo clinica de stents com drogas anti-proliferativas como, por exemplo, uma
matriz biologicamente inerte, fisiologicamente sdélida e deformavel. A matriz deve ser
rigida o bastante para resistir as demandas fisiolégicas da organizagdo, sem sofrer
rachaduras ou delaminagdes e, também, deve sobreviver ao processo de esterilizagao
sem alterar as suas propriedades. Outro fator é o tempo correto de liberacdo da droga,

limitado a seis semanas ou menos. (NELKEN, 2004).



Uma fixacdo segura da droga ao stent € muito importante e os mecanismos
(com muitas variagcdes e combinagdes) para tal sdo: (1) a fixagado direta; (2) a fixagao
por meio de poros revestidos; ou (3) por meio de revestimentos dissolviveis, nos quais
a droga é misturada, sendo liberada pela dissolucdo do revestimento ou por quebra
enzimatica das substancias que se ligam as drogas. Também tem importancia uma
geometria favoravel para a liberagao da droga, sendo que, geralmente, quanto maior o

tamanho da célula mais heterogéneo é o local de liberagédo (NELKEN, 2004).

Recentemente, a divulgagdo dos resultados preliminares do uso de stents
recobertos com a rapamicina — Sirolimus - tem trazido grande entusiasmo, pela
perspectiva de reducao expressiva na incidéncia de reestenose. A rapamicina foi
originalmente desenvolvida como droga antifungica, mas a sua utilidade foi
questionada devido aos efeitos imunossupressores. Em 1999, ela foi aprovada pelo
FDA para utilizagdo como droga em pacientes com rejeigcdo ao transplante renal. Em
estudos sobre transplantes cardiacos foi descoberta uma inibicdo da proliferacao
miointimal, tornando a rapamicina o alvo principal de trabalhos sobre stents revestidos
com drogas antiproliferativas (GOGGINS, 1996). A rapamicina age inibindo a fase G1
a S do ciclo celular através da proteina de ligagdo fk506, ligando-se assim a uma

molécula chamada mTOR.

Apesar de os trabalhos iniciais serem bastante animadores, o estudo “SIRIUS”,
ao recrutar pacientes que mimetizassem a realidade dos consultérios dos
cardiologistas, ndo demonstrou resultados muito satisfatorios ao avaliar o implante de
stents revestidos com rapamicina em artérias coronarias de pacientes com dados
clinicos mais complexos, incluindo os diabéticos. Apds nove meses a taxa de faléncia
foi de 10% comparada a 19% do grupo controle. A taxa de reestenose foi de 2%
comparada a 9% do grupo controle, e mais complicagdes foram encontradas nos

pacientes diabéticos (MOSES, 2003). Um interesse especial esteve relacionado a um



potencial aumentado de trombose tardia e, apesar da diminuicdo da hiperplasia
intimal, ocorreu a hipétese de retardo no processo de endotelizagdo. Os estudos
SIROCCO | e Il avaliaram os resultados do implante de stents auto-expansiveis com
rapamicina em pacientes portadores de isquemia crénica de membro inferior, devido a
lesdo da artéria femoral superficial. Os resultados ndo demonstraram diferencga
estatistica entre os grupos, sendo que neste tipo de artéria, a principal causa de
faléncia dos stents estaria relacionada a fatores mecanicos com consequente fratura
dos stents em longo prazo (DUDA, 2005 e 2006). A fratura que ocorre em stents de
nitinol pode estar relacionada a cobertura e ao polimento do stent com 6xidos amorfos

(SHIH, 2000; RIEPE, 2002).

A andlise de varios estudos em diferentes leitos vasculares tem uma tendéncia
a mostrar que artérias de pequeno calibre estdo mais sujeitas a hiperplasia intimal e as
reacoes celulares da interagao stent/parede do vaso e as artérias de maior calibre a
fatores estruturais e mecanicos tanto do stent como da parede do vaso envolvido
(KRUEGER, 2006). A prépria estrutura dos stents tem importancia na prevencao da
oclusdo ou reestenose e esta € baseada em diversos fatores, como: o mecanismo de
liberagdo, o material de fabricacdo, a geometria dos stents, a presenca de polimeros
e/ou outras substancias capazes de induzir inflamacéo local e outros tidos como
fatores mecanicos (WOLOSKER, 2003; MEWISSEN, 2004; SCHEINERT, 2005). As
diferencas entre modelos de stents sdo confirmadas por diversos autores em estudos
com animais experimentais (ROGERS, 1995; GARASIC, 2000) e em séries clinicas
(HENRY, 2000; SCHEINERT, 2005). Os resultados favoraveis crescem na medida em
que o entendimento das reagdes envolvidas na interagdo do stent com a parede dos
vasos sanguineos aumenta e, também, devido ao constante avango tecnoldgico dos

materiais utilizados (MEWISSEN, 2004; SABETI, 2007; SCHILLINGER, 2007).



Outro medicamento também analisado é o Paclitaxel, um agente
antiproliferativo, citostatico e quimioterapico que previne a migracdo de células
musculares lisas, funciona como agente estabilizador microtubular e estimula a
apoptose ou a morte celular programada. O Paclitaxel também possui efeitos anti-
inflamatérios (PARK, 2003). As drogas que inibem as reagdes, antes da fase S, tém
do ciclo tendem a ser mais téxicas. O Sirolimus e o Everolimus agem interrompendo a
transicdo da fase G1 para a fase S do ciclo celular. Ao comparar-se com o Paclitaxel,
este age mais tardiamente no estagio de mitose inibindo a funcdo microtubular

(NELKEN, 2004).

A administragdo sistémica de probucol (antioxidante) e de cilostazol (inibidor
plaquetario, vasodilatador e inibidor da proliferagdo de células musculares lisas)
demonstra efeito benéfico na reducdo da reestenose de stents coronarios em
humanos (SEKIYA, 1998). Outras drogas administradas de forma sistémica, como o
trapidil (inibidor do PGDF), foram ineficazes na prevencao da reestenose dos stents.
FONTAINE (2001) demonstrou em caes que a absorcao e a eluigdo do abciximab da
superficie de um stent recoberto é viavel e que a liberagao local desta droga reduziu o
espessamento miointimal. Contudo, ANSEL (2004) em estudo denominado BLASTER
(Bilateral Lower Arterial Stenting Employing Reopro), ndo encontrou diferengca na
utilizacdo do abciximab com os resultados de perviedade de stents auto-expansiveis

de nitinol em artérias femorais.

Os stents podem ser revestidos com substancias que criam uma superficie ndo
detectavel pelo organismo e assim nao causam reacgdes. Dentre estas substancias,
temos: o colageno, a fibrina, a heparina, a fosforilcolina e varias moléculas bioativas.

CLOFT (2000) obteve resultados favoraveis observando rapida endotelizacéo e baixa



estenose reativa, apds o implante de stents revestidos com colageno bovino tipo | em

aorta de coelhos.

A heparina é um proteoglicano que inibe a proliferacdo de células musculares
lisas in vitro. O efeito inibidor € mediado em parte pelas interagcbes com receptores
celulares, fatores de crescimento, moléculas de adesao e inibidores das proteinases.
Devido as propriedades antiproliferativas e anticoagulantes, muitas pesquisas foram
realizadas para determinar qual a melhor estratégia para a administracéo da heparina,
apos a colocagéo do stent, na tentativa de se evitar a hiperplasia intimal. LIN (2003)
demonstrou em primatas que stents recobertos com heparina por meio de ligagéo
covalente induzem uma hiperplasia intimal menor em relagdo ao grupo controle.
NAKAYAMA (2003) estudou stents revestidos com heparina e FK506. A heparina
revestiu a face interna, ou seja, o lumen do stent em contato com a corrente
sanguinea, devido as suas propriedades anticoagulantes e o FK506 (tacrolimus)
revestiu a face externa em contato com a parede do vaso, devido a sua agao
imunossupressora. A conclusao foi que este tipo de revestimento foi efetivo na

prevengao da hiperplasia intimal.

Varios trabalhos tém demonstrado que a expressao de moléculas de adeséao
esta diminuida em pacientes com stents revestidos com fosforilcolina e heparina. Em
estudos com stents revestidos com fibrina foi demonstrado, além da diminuicdo da
trombose, um aumento da endotelizacdo comparando com stents ndo revestidos.
Outro tipo de revestimento estudado foi o com anticorpos para CD34, um marcador
superficial do endotélio, que promove a fixagdo endotelial e o crescimento excessivo

(KUTRYK, 2003).

As metaloproteases sdo moléculas da familia das proteases dependentes de

zinco e calcio que degradam o colageno e outras proteinas da matriz como a elastina



e os proteoglicanos. A lesédo vascular resulta em padrdes temporais de aumento da
atividade das metaloproteinases. Essas enzimas, além de estarem relacionadas ao
remodelamento vascular e a hiperplasia intimal, pelo seu efeito sobre a proliferagao e
a migracao celular, também, tém efeitos na inflamagdo e na angiogénese. Assim,
hipoteticamente a inibicdo destas enzimas resultaria em redugdo da hiperplasia
intimal. Entretanto, VAN BEUSEKOM (2003) ao estudar os efeitos do “batimastat”, um
inibidor inespecifico das metaloproteinases e, também, uma droga antineoplasica e
com propriedades antiangiogénicas, nao encontrou influéncia significativa na reagao
neointimal, apds a colocacdo de stent em artérias femorais de porcos, apesar de
existirem trabalhos em animais que comprovaram seus efeitos de diminuicdo do

remodelamento da parede do vaso apos ATP.

A radioterapia intra-arterial € outra modalidade terapéutica que tem sido
amplamente estudada, objetivando a supressdo de genes envolvidos no controle do
ciclo de proliferacao celular. Ela age através do bombardeio do nucleo celular com
radiagao ionizante, e produz a quebra das duas hélices que compdem o DNA. Dessa
maneira, bloqueia sua duplicacdo, que é condicdo fundamental para a proliferagao
celular. Com as doses de radiacdo recomendadas, as células lisas permanecem
viaveis, porém impossibilitadas de replicar. SHIMOTAKAHARA (1994) e MAYBERG
utilizando radiacdo-gama externa, demonstraram em ratos a reducdo da hiperplasia
intimal apds a lesdo das artérias carétidas. WIEDERMAN (1994), MAZUR (1994) e
WAKSMAN (1995) também demonstraram experimentalmente a eficacia da radiacao-
gama utilizando Iridio'®? para inibir a proliferacdo de uma neointima apds a lesdo em
coronarias de porcos, provocada por uma hiperinsuflagdo do baldo de angioplastia. O
Unico estudo em humanos, publicado até o momento, utiliza Iridio’® para inibir a
proliferacdo da neointima em artérias periféricas. Em seres humanos, os resultados
dos primeiros estudos clinicos divulgados sao animadores. Entretanto, as tromboses

tardias e as reestenoses de bordas ainda limitam sua aplicacdo. O estudo “Vienna-5



trial” que avaliou a efetividade da braquiterapia na prevencado da reestenose apds
implante de stent em artérias femorais de 88 pacientes, concluiu, depois de 12 meses,
nao ter sido efetiva esta terapia para a manutencado da perviedade em seis meses
(WOLFRAM, 2005). Outro estudo denominado “Paris trial” também n&o demonstrou
beneficio do uso da braquiterapia para o tratamento da reestenose (WAKSMAN,
2001). Algumas questdes ainda estdo sem resposta sobre a utilizagao da radioterapia
em cirurgia endovascular, como por exemplo: qual a dose efetiva recomendada? A
radiacdo deve ser administrada antes ou apds a angioplastia? Qual a radiacdo deve
ser utilizada — beta, gama? Qual modo de liberagdo de radiagcdo é o mais efetivo —
cateter, baldo ou stent? A radiacdo realmente tem efeito benéfico na prevencéo da

reestenose tardia? (WOLFRAM, 2005)

2.6 MODELO EXPERIMENTAL

A utilizagdo de animais como objeto de experimentacdo € uma pratica
amplamente empregada com o intuito de se desenvolverem métodos e técnicas que
possam gerar instrumentos de “cura” ou alivio para os males que acometem o0 homem

e outros animais (WOLF, 1999; MARIANO, 2003).

Dentre as varias espécies utilizadas em experimentagédo biomédica, destaca-se
o porco (Sus scropha). Como citado por SWINDLE (1983), o uso do suino em
pesquisas cientificas € uma pratica antiga. Em 1540, VERSALIUS, em sua famosa
obra De Humani Corporis Fabrica, em que tentava descrever os mecanismos que
regem o corpo humano, desenhou um porco sendo utilizado em experimentagcédo de
maneira como o médico grego GALENO o fizera, ha mais de mil anos antes. Segundo
0 autor essa deve ser a mais antiga ilustracdo do uso desses animais nas diferentes

areas da ciéncia (MARIANO, 2003).



Em 1628, WILLIAN HARVEY, ao descrever os mecanismos que regem a
circulagdo sanguinea, também utilizou o suino como animal de experimentacéo para
melhor compreender a fisiologia humana. Segundo SWINDLE (1992) esses estudos
embasaram as normas da medicina experimental por CLAUDE BERNARD 250 anos
apos, normas essas que regem os procedimentos experimentais em biologia e

medicina de nossos dias.

Estdo hoje amplamente estabelecidas na literatura as semelhangas entre a
anatomia, fisiologia e fisiopatologia dos suinos e as do homem (BUSTARD, 1965).
Essas semelhancas sdo muito mais distantes quando a fisiologia do homem ¢
comparada com aquela do cdo, rato, camundongo e outras espécies utilizadas em
experimentacdo. Frente a essas evidéncias, bem como aquelas que mostram a
utilizacdo de suinos de longa data na experimentagdo animal, 0 uso desta espécie
como modelo experimental pela comunidade cientifica foi acanhado até os anos 70

(MARIANO, 2003).

A restricdo ao uso de suinos se prendeu a elevada capacidade de conversao
alimentar com consequente ganho de peso desses animais. Nos dias atuais, em que o
suino foi transformado em verdadeira “fabrica” de conversao alimentar e conseqiente
crescimento acelerado, apds seis meses de vida, pode atingir o peso de 150 quilos.
Essas caracteristicas fisioldgicas da espécie limitam o planejamento de experimentos
em longo prazo. Por essa razao, suinos com essas caracteristicas sao utilizados em
experimentos agudos ou de curta duracdo. Ainda, a utilizacdo de animais muito jovens
(leitbes desmamados) induz a resultados ndo comparaveis com a fisiologia de

humanos adultos (MARIANO, 2003).

Segundo BUSTARD e MCCLELLAN (1965) o suino, inclusive o miniporco,

apresenta semelhangas com o homem no que diz respeito a aspectos ligados a



odontologia, morfologia e fisiologia renal, acuidade visual, estrutura do olho, fisiologia
e morfologia da pele, fisiologia e anatomia cardiovascular, fisiologia e anatomia

digestiva e imunologia.

TUMBLESON (1986) complementa que o suino € um modelo util para estudos
em pesquisas biomédicas, pois apresenta similaridade de estrutura e fungdes com o
homem, incluindo tamanho padrédo de alimentagao, fisiologia digestiva, habitos
dietéticos, estrutura e fungdes do rim, estrutura vascular do pulmao, distribuicdo da
artéria coronaria, propensao para obesidade, taxa respiratéria e comportamento social.
Sendo o suino onivoro, é considerado um modelo adaptavel para avaliar as
exposicdes cronicas e agudas ao alcool, cafeina, tabaco, aditivos alimentares e
poluentes do ambiente. Esse animal tem sido usado com sucesso como modelo para
avaliar o alcoolismo, diabetes, absorcdo, nutricdo parenteral total, transplante de
orgaos, arteriosclerose, hipertensdo, hemorragia, melanoma, gengivite, nefropatia

obstrutiva e refluxo, ostecondrose e choque séptico (MARIANO, 2003).

O modelo suino, em relagdo ao humano, tem como vantagens: o facil manejo e
a utilizagado de cateteres que sdo usados em seres humanos, ndo necessitando de
materiais especificos; e por haver semelhanga quanto ao metabolismo lipidico, o perfil
lipoprotéico e a agregacao plaquetaria. Além disso, apdés a lesdo endotelial ha
formacdo de trombo, deposicdo de fibrina e formagdo de neointima com
caracteristicas similares a dos seres humanos. Observa-se desenvolvimento completo
da hiperplasia intimal em 28 dias. Esta nova intima formada é semelhante a
encontrada em seres humanos em termos de tamanho celular, densidade celular e
aparéncia histopatologica. Dentre as desvantagens, cita-se: o rapido ganho de peso, o
gasto com a manutencdo e a susceptibilidade a fibrilagdo ventricular quando da
realizacdo de oclusdo corondria durante um procedimento de angioplastia (WOLF,

1997; NARAYANASWAMY, 2000).



Os caes sao reconhecidamente resistentes a formagao da hiperplasia intimal
apo6s lesao por baldo. A parede vascular dos caes, assim como seu metabolismo e
sistema de coagulagdo € pouco reativa as dietas hipercolesterolémicas e as lesdes

vasculares, pois apresenta alta atividade fibrinolitica (NARAYANASWAMY, 2000).

2.6.1 ANATOMIA DA AORTA E DA PAREDE ABDOMINAL DO SUINO

A anatomia dos suinos difere um pouco da anatomia humana. A medida da
extensao da aorta abdominal, desde a artéria renal esquerda é de 7,4 cm em média e
seu didmetro medio é de 0,8 centimetros. A aorta abdominal surge em qualquer lado,
ligeiramente cranial a artéria renal correspondente, aproximadamente a altura da
terceira vértebra lombar. Esta passa para a parede abdominal lateral, situando-se nos
musculos sub-lombares. Na borda lateral do musculo psoas maior esta artéria se
divide em um ramo cranial e outro caudal. Apds seguir a borda caudal da ultima
costela, o ramo cranial supre o musculo transverso do abdémen e, as vezes, 0
musculo obliquo externo do abdémen. O ramo caudal também supre os musculos
citados. Seus ramos de maior importancia para o experimento sao: as artérias renais,

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

As artérias lombares sao, freqlientemente, em 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 origina-se em posi¢do mais elevada do que a
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 estas freqlentemente 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. Préximo ao foramen



intervertebral, libera o ramo espinhal para a medula espinhal e suas meninges. A
artéria mesentérica caudal nasce da aorta ventralmente préximo da sua terminagao,
na altura da quinta e sexta vértebras lombares. Apds pequeno percurso, em que emite
pequenos ramos, irriga o colon descendente. As artérias iliacas externas surgem da
aorta ventralmente a ultima vértebra lombar, cranialmente ao promontério sacral.
Transcorre posteriormente e lateral ao musculo psoas-iliaco até a origem do musculo
sartorio, onde deixa a cavidade abdominal pelo anel femoral. A artéria sacral mediana
€ a continuacdo da aorta abdominal na regido sacro-caudal, portanto é tdo calibrosa
quanto as artérias iliacas externas, constituindo com essas uma trifurcagdo. Percorre a
regido sacro-caudal e emite pares de ramos sacrais espinhais, que irrigam a medula e

suas meninges (GHOSHAL, 1986).

A tunica abdominal suina & pouco desenvolvida. O musculo obliquo externo do
abdémen possui uma extensa por¢do muscular e uma aponeurose correspondente
estreita. Na sua porcao inferior, no abdémen, reflete-se para formar o ligamento

inguinal (SISSON, 1986).

O obliquo interno do abdémen 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 abdémen

(SISSON, 1986).

O musculo reto do abdémen é extenso e espesso. Este tem de sete a dez
fasciculos. Seu tendao de insercao funde-se essencialmente com o tendao comum do
musculo gracil e ndo emite uma faixa acessoria para a cabega do fémur. A parte
muscular do musculo transverso do abdémen é bem desenvolvida. Esta parte une-se

com o musculo transverso do torax (SISSON, 1986).
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3 MATERIAL E METODO

O trabalho foi realizado no Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. Os procedimentos foram realizados na Unidade de Experimentagéo
Animal. A andlise histoldgica dos tecidos e a andlise morfométrica digital foram
realizadas no Servico de Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, vinculado

a Universidade Federal de Rio Grande do Sul.

O projeto foi enviado & Comissdo Cientifica e Comité de Etica do Grupo de
Pos-graduacao e Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre para apreciagao
dos comemorativos éticos envolvidos no estudo. O projeto foi aprovado e autorizado

pela Comissdo de Etica do CP/HCPA para realizacdo da parte experimental.

Os stents utilizados para o experimento foram do tipo auto-expansivel, com 25
milimetros de comprimento e didametro final de oito milimetros, confeccionados com
nitinol pelo Laboratério de Transformacdo Mecanica da Escola de Engenharia da
UFRGS, com base nos stents da fabrica ELLA-CS®- Dr. Varel Volenec. Os stents

foram recebidos como doacéo.

A adequacdo das medidas do stent em relagcdo as dimensbes da artéria aorta
dos suinos e a sua perviedade, apés o implante, foram confirmadas por angiografia,
utilizando-se o aparelho de raio X da marca GE® modelo STENO V, obtida com a
injecao direta de 1 ml/kg de metilgulcamina (UROMIRON®). A angiografia foi realizada

na Unidade de Experimentagao Animal do Centro de Pesquisa do HCPA.



3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 18 suinos da ragca Macau fornecidos pelo mesmo produtor, com
idade aproximada de oito semanas, peso médio de 30 quilogramas e alimentagéo
independente. Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos
denominados grupo controle (C) e grupo metionina (M) e, cada grupo foi colocado em
pocilgas separadas. Os animais foram alojados em baias com agua ad libitum e foram
alimentados com ragdo para suinos, sem suplementagdo lipidica adicional,
balanceada e adaptada para a idade. Os animais foram alimentados, desde o
desmame (em torno de 40 dias), com uma quantidade de 950 g/dia de ragao, durante
30 dias, para alcangar o peso desejado. A ragao utilizada foi a base de cereais (75%

de milho e 25% soja) para o grupo controle (grupo C).

Normalmente, é necessaria na dieta suina uma quantidade de 4,6g/dia de
metionina + cistina (0,48% de metionina em 950g de racdo), e em torno de 8% de
gordura saturada presente no leite de suinos (RED BOOK FEED INDUSTRY, 1998).
Sendo assim, para obter-se uma homocisteinemia induzida, o segundo grupo recebeu

a ragao com adigéo de 3% de metionina (grupo M).

O estudo foi dividido em duas fases. Na primeira, que teve duracao de 30 dias
(inicio no dia zero até o dia 30), o grupo M foi alimentado com metionina adicionada a
dieta e o grupo controle (C) alimentado com dieta normal. Amostras de sangue foram
coletadas em frascos com anticoagulante através da puncao da veia jugular interna de
todos os animais para analise de colesterol total, colesterol HDL e triglicerideos, para
permitir a inferéncia que, provavelmente, estes resultados nao tiveram influéncia no
desenvolvimento da aterogénese. A dosagem da homocisteina plasmatica foi
realizada pelo método HPLC (CRUZ, 2000) para comprovar a homocisteinemia

induzida pela alimentagcao com adigdo de metionina. As amostras foram coletadas da



seguinte maneira: a primeira no tempo zero do experimento, a segunda apés trinta

dias e a terceira apos 60 dias.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos todos os animais que preencherem os requisitos nos itens

anteriores.

3.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Os critérios de exclusao para o presente estudo foram:

1. Trombose do stent ou da porgao proximal e/ou distal da aorta do suino.

2. Infecgao da ferida operatéria ou dos tecidos adjacentes.

3. Reintervencao sobre a ferida operatéria devido a hemorragia.

4. Obito do animal antes do prazo estabelecido para a coleta de material para
analise histopatologica.

5. Falhas técnicas no preparo ou processamento dos tecidos.

3.4 VARIAVEIS EM ESTUDO

1. Aterogénese em aorta de suinos submetidos a homocisteinemia induzida.
2. Perviedade da aorta abdominal dos suinos alimentados com dieta normal e
dieta rica em metionina apds o implante dos stents.

3. Expanséao do stent (completa ou incompleta).



3.5 TECNICA ANESTESICA

Os animais foram submetidos a um jejum alimentar de 12 horas para dieta
sélida e de quatro horas para dieta liquida. A técnica utilizada foi a anestesia geral
inalatéria, utilizando-se um sistema fechado com reinalagdo (modelo HUSKY -

CALGIMED®).

A anestesia do animal foi realizada contemplando-se o protocolo de anestesia
geral para suinos do CP/HCPA, e a xilasina via intramuscular foi utilizada como
medicagao pré-anestésica cinco minutos antes de iniciar o procedimento. A via de
acesso venosa utilizada para infusdo de liquidos e drogas foi a veia marginal da
orelha, obtida através da puncao com um cateter de teflon 20G (ABBOCATH®). A
anestesia parenteral foi realizada com ketamina e xilasina. A anestesia inalatoria foi
mantida com isoflurano 1,5%, e a reposicéo hidrica obtida com solugéo fisiolégica
0,9% a 20 mil/kg/hora. A cefazolina endovenosa foi utilizada como antibiético
profilatico. Foram utilizados a dipirona e tramadol para analgesia. Nenhum dos animais
utilizados neste estudo recebeu medicamentos anti-agregantes plaquetarios ou
anticoagulantes nos periodos pré e pds-operatérios para melhor avaliagdo da reacao

da parede arterial apds o implante do stent (AO, 1997).

3.6 PROCEDIMENTO CIRURGICO

O procedimento foi realizado da seguinte maneira: primeiramente, foi realizada
uma incisao cervical a direita seguida de dissec¢cao da artéria carotida comum direita;
0s animais receberam 5000U de heparina endovenosa e entao foi realizada pequena
arteriotomia na artéria carotida, pela qual foram introduzidos: um fio-guia 0,035”, uma
bainha 7F e o sistema de implante do stent; sob controle radiologico, o stent foi

liberado, e implantado na porgao infra-renal da aorta abdominal dos suinos. Entao, foi



realizada a ligadura da artéria carétida, apds ter sido retirado o sistema de implante. A
heparina nao foi revertida no final do procedimento. Em ambos os grupos foram

realizadas angiografias de controle.

Os animais foram sacrificados 30 dias apdés o procedimento, mediante
anestesia e eutanasia através de inje¢cdo intracardiaca de cloreto de potassio,
conforme o protocolo do CP/HCPA. Apds a eutanasia foram coletadas as aortas dos
suinos com os stents. As artérias foram retiradas em monoblocos e irrigadas com soro

fisioldgico 0,9% para a realizagdo de exame macroscopico e anatomo-patoldgico.

3.7 PREPARO DO TECIDO PARA ANALISE MORFOLOGICA

Os tecidos retirados foram fixados com solugdo de Aldeido Formico a 10% e
posteriormente conservados a 4°C por 10 dias. Apos a fixacdo do segmento
ressecado, a porcao infra-renal da aorta foi excisada e realizada nova macroscopia
com descricdo das alteragdes. Entdo, procedeu-se a secgdo de uma porgao de tecido
de um centimetro de extensdo, na porgdo central do vaso. Os segmentos foram
processados e incluidos em blocos de parafina e posteriormente submetidos a cortes
histolégicos medindo 4um de espessura. As laminas contendo os cortes de tecidos
foram coradas com hematoxilina-eosina e preparadas para a avaliagdo morfométrica
digital da parede arterial. A metodologia da quantificacdo do espessamento intimal foi
mediante analise morfométrica digital com o programa integrado de morfometria e
analise de imagem Kontron Elektronic GmBh Ks 300 (em microcomputador). Os
resultados das medidas morfométricas da intima e da média foram apresentados em
numeros absolutos (milimetros quadrados) utilizando-se a média de oito medidas

circunferenciais.



3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos por medianas (amplitudes inter-quartilicas). O
teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney foi usado para a comparag¢ao dos grupos em
cada um dos momentos de avaliacdo. Para a comparagao dos momentos de avaliacao
dentro de cada grupo, considerou-se o teste ndo-paramétrico de Friedman. O nivel de

significdncia considerado foi de 0,05.



4 RESULTADOS

Quatro animais foram excluidos do experimento. Dois foram sacrificados por
apresentarem paraplegia devido a trombose do stent. Um animal foi a 6bito devido a
hemorragia intra-operatéria e outro devido a infarto do miocardio logo apds o término
do procedimento. Estes animais foram excluidos do estudo. Todos os stents, dos 14
animais restantes incluidos no estudo, estavam pérvios apdés o implante e estes
resultados foram confirmados com a angiografia de controle apds 30 dias. (figuras 1 e
2). Todos os 14 animais incluidos neste estudo permaneceram clinicamente sadios até

0 momento da eutanasia.



Figura 1 — Angiografia de controle apds implante de stent em aorta abdominal de suino

demonstrando a perviedade do stent.

Figura 2 - Angiografia de controle apos o implante de stent na aorta do suino

demonstrando perviedade dos ramos da aorta abdominal.




A macroscopia mostrou o stent bem aderido a parede da aorta e recoberto por
uma camada densa de tecido cicatricial no grupo controle (figura 3) e, no grupo

metionina, o stent recoberto por uma camada fina e translucida (figura 4).

Figura 3 — Macroscopia da aorta com stent do grupo controle.




O exame histologico mostrou intensa hiperplasia intimal no grupo controle
(figura 4) e placas formadas por macrofagos espumosos com pouca hiperplasia intimal
no grupo metionina (figura 5). Ocorreu ruptura da lamina elastica e hiperplasia de
células musculares lisas, que sao caracteristicas das lesdes da parede vascular que

ocorrem em suinos com hiper-homocisteinemia (ROLLAND, 1995).

Figura 5. Avaliagao histolégica da parede da aorta do grupo controle (a seta branca

mostra a intensa hiperplasia intimal e a seta azul a haste do stent).




Figura 6. Avaliagdo histologica da parede de aorta do grupo metionina (a seta azul

mostra a haste do stent, a seta branca as alteracbes na camada intima e a seta

amarela a camada média).

Na comparagao entre os grupos com relagao ao espessamento intimal, o grupo

controle apresentou hiperplasia intimal mais intensa do que o grupo metionina com

diferenca estatistica entre os grupos com nivel de significancia (p=0,0041). Os

resultados descritivos estao listados na tabela 1.

Tabela 1 — Andlise estatistica relativa a hiperplasia intimal

Grupo |n |Mediana Amplitude“ Minimo |Maximo |[Média Desvﬂio Valor de

interquartilica padrdgo |p
Controle 7 467,05 422,478 345,644 816,288 545,1983 202,4074 0,0041
Estudo 7 269,32 154,41 131,316 383,154 268,7414 86,6294




Os niveis de ftriglicerideos, colesterol total e colesterol HDL nao tiveram
alteragbes estatisticamente significativas, ndo tendo influéncia nos resultados finais

deste trabalho (tabelas 2, 3 e 4).

Tabela 2 — Analise estatistica dos niveis plasmaticos de colesterol total (mg/dl)

Tempo |Grupo  Mediana ﬁl’;rtlarr)gtjuadrteilica Minimo [Maximo [Média E:j;’;g :)’a'o" de
092 Egudo 85 o 6 11 sses reor 0918
T A
o ST 82T O

Tabela 3 — Analise estatistica dos niveis plasmaticos de colesterol HDL (mg/dl)

Tempo |Grupo  |Mediana ﬁlrtg‘:gb”adﬁel,”ca Minimo [Maximo [Média Eaemg ;’a'o" de
I R
wow oot 6 @ o

T A

Tabela 4 — Analise estatistica dos niveis plasmaticos de triglicerideos (mg/dl).

Tempo |Grupo |Mediana Amplltude’. Minimo |Maximo Média Desv~|o Valor de
interquartilica padrao |p
. Controle 26 10 22 34 27,57 4,79
0 dia Estudo 33 15 21 45 33,71 8,48 0,2086
. Controle 33 29 25 62 38,00 14,85
0dias & iudo 57 68 19 118 6229 3665 1282
60 dias Controle 33 25 19 75 40,00 18,77 0,0973

Estudo 20 21 11 60 25,29 17,12




Ao comparar o grupo M, que foi alimentado com uma dieta rica em metionina,
com o grupo controle (C), foi encontrada uma mudanga significativa dos niveis de
homocisteina durante o experimento. Atualmente, ndo existe um nivel considerado
normal de homocisteina plasmatica em animais de experimentacdo. No presente
estudo foi considerado como normal a média dos niveis de homocisteina no grupo
controle, os quais foram comparados com os resultados do grupo metionina (M). No
grupo controle ndo ocorreram mudangas nos niveis de homocisteina durante as oito
semanas deste estudo (valores médios: 14,40 umol/l no dia 0; 16,73 umol/l no dia 30;
16,47 umol/l no dia 60). No grupo M, os niveis médios de homocisteina plasmatica
foram 17,47 ymol/l no dia 0, elevando-se para 59,80 umol/l no dia 30 e 32,74 umol/l no
dia 60 (tabela 5). Assim, as dosagens de homocisteina plasmatica no grupo M
alcangaram um valor aproximadamente trés vezes maior do que o grupo controle
durante o periodo de 30 dias e este resultado foi estatisticamente significativo (p =

0,0006).

Tabela 5 — Andlise estatistica dos niveis de homocisteina plasmatica (umol/l).

Tempo |Grupo  |Mediana [\MPItUde i imo Maximo [Média [28Svie |Valor de
interquartilica padrdo |p
— Controle 13,1 32 12 20 14.40 2.79
Odia  Eqtudo 164 10,1 10 28 1747 614 03820
—_ Controle 16.1 54 13 242 16,73 3,88
30dias iido 567 13.7 45 841 5980 1264 00006
60 dias Controle 16,2 3,3 12,3 24,5 16,47 3,98 0,2086

Estudo 29,3 36,1 13 54,7 32,74 18,48




5 DISCUSSAO

A cirurgia endovascular € uma especialidade nova e em constante avango
tecnoldgico. A proposta de tratar as lesbes arteriais oclusivas ateroscleréticas de
maneira minimamente invasiva tornou a cirurgia endovascular um campo de intensa
pesquisa, que tem como foco a morfologia, a fisiologia e a patogénese das reacdes
ocorridas apds a angioplastia e o implante de stent (DOLMATCH, 2000; PALMAZ,

2002).

Os suinos e os primatas sdo os modelos animais que mais se assemelham ao
ser humano por apresentarem lesbes vasculares muito similares a fisiologia e a
morfologia do homem (WOLF, 1999). As caracteristicas individuais que os tornam os
modelos animais mais utilizados para o estudo da aterosclerose incluem: a facilidade
de inducdo das lesbes aterosclerdticas, mediante a administracdo de dietas
aterogénicas, e distribuicao, patogénese e morfologia das lesbes extremamente
semelhantes a do ser humano (WOLF, 1999; NARAYANASWAMY, 2000). Na
avaliagdo histologica, as lesdes demonstram espessamento intimal focal, estrias
gordurosas, depdsito lipidico, células espumosas, fibrose, e, ocasionalmente, capsulas
fiboromusculares (RATCLIFFE, 1971). No presente estudo, o modelo suino foi
escolhido por dois motivos: primeiro, os resultados dos experimentos do metabolismo
do acido amino-sulflrico em suinos sao os que mais se assemelham aos do homem,
quando comparados com coelhos e ratos, e por que foi demonstrado que os suinos
alimentados com uma dieta rica em metionina desenvolvem hiper-homocisteinemia,
eventos trombaoticos e lesdes arteriais similares aquelas da homocistinuria (ROLLAND,
1995); segundo, a semelhanga da morfologia e fisiologia arterial do suino com a do
homem, com tendéncia a hipercoagulabilidade. O sistema de coagulagdo é um fator
relevante para o desenvolvimento de hiperplasia intimal e reestenose apds a

angioplastia e colocagao de stent (RATCLIFFE, 1971; PALMAZ, 2002), e os suinos



tém a vantagem de possuir um sistema fibrinolitico ndo tao ativo como o do modelo

canino (NARAYANASWAMY, 2000).

A hiper-homocisteinemia é considerada fator de risco de doengas vasculares. A
homocisteina e os mediadores metabdlicos da via de transsulfuragado da metionina sao
agentes causais no desenvolvimento de doengas vasculares em pacientes com hiper-
homocisteinemia originada de diferentes fontes (ROLLAND, 1995; Mc CULLY, 1996).
Além de favorecer a formacdo da placa ateromatosa em artérias elasticas e
musculares, a hiper-homocisteinemia pode também causar trombose arterial e venosa,
afetando vasos de qualquer didmetro. Ainda é controverso se a normalizagao ou
diminuicdo dos niveis de homocisteina plasmatica tera impacto na incidéncia e
desenvolvimento de doencgas vasculares (MC CULLY, 1975; VENANCIO, 2004). Para
MC CULLY (1996), a resposta para a questdo sobre como a homocisteina afeta os
processos bioquimicos das células e do tecido da parede dos vasos sanguineos ainda
€ um campo de intensa pesquisa. Em 1995, ROLLAND demonstrou que porcos
alimentados com dieta rica em metionina tiveram elevacdo da homocisteina
plasmatica e lesdo na membrana elastica de suas artérias. STHALKE e col. (2004)
demonstraram em seu trabalho que a aorta de coelhos, previamente submetidos a
dieta rica em metionina, apresenta células espumosas dois meses apds o inicio da
dieta. Este estudo demonstra que em condicbes de elevagdo da homocisteina
plasmatica ocorrem lesdes endoteliais prematuras. Para promover uma aterosclerose
precoce em suinos, no presente trabalho, utilizou-se uma dieta rica em metionina por
30 dias para criar lesdes na parede das artérias e estas foram similares aquelas
previamente relatadas com hipertrofia de células endoteliais, hiperplasia de células
musculares lisas e descolamento de laminas elasticas (ROLLAND, 1995; STAHLKE,

2004).



A aorta abdominal do suino tem algumas vantagens para utilizagdo como, por
exemplo, o calibre aumentado e o alto fluxo sanguineo. Entre outras vantagens, citam-
se a menor probabilidade de trombose apds o implante do stent neste vaso e,
também, que a presencga de stent em artérias de menor calibre favorece a hiperplasia
intimal (RICHTER, 1999). Foi escolhida a artéria carétida comum como acesso
vascular por ser um vaso calibroso para o uso de varias bainhas, de facil acesso e
manejo e pela vantagem de poder ser realizada a ligadura apds o procedimento sem

causar dano ao cérebro do animal.

Os stents podem ser confeccionados em diversos materiais, como o ago
inoxidavel, tantalo, platina, liga de cobalto, entre outros (PALMAZ, 2002). As ligas de
nitinol sdo de boa biocompatibilidade, com minima deposicdo de trombos e resposta
inflamatéria, sendo esta a razdo da escolha por esse metal neste estudo. Além disso,
esta liga possui propriedades de memdria térmica que permite ser compactado
firmemente dentro de um sistema de liberacdo quando esfriado, para expandir
rapidamente e readquirir seu formato e tamanho pré-designados apds a liberagdo na

corrente sanguinea (PALMAZ, 2002).

Em relacdo ao mecanismo de implante, os stents s&o classificados como:
expansiveis por baldao e auto-expansiveis (PALMAZ, 2002). MANGELL (1996)
comparou a interacdo de stents auto-expansiveis e expansiveis por baldo com a
parede do vaso e a sua expansibilidade natural apds o aumento do didmetro do vaso.
Os stents auto-expansiveis seguiram as mudancas de diametro durante a pulsagao do
vaso, sem afetar sua expansibilidade apds 18 semanas. Estes stents mostraram boa
fixacdo apesar de uma dilatacdo de 56%. Por outro lado, os stents baldo-expansiveis
nao demonstraram movimentos pulsateis e podem se destacar durante o aumento do
diametro do vaso. Com base nestes resultados, optou-se pelo uso de stents auto-

expansiveis no presente trabalho. HARNEK (2002) demonstrou que o implante de



stent auto-expansivel de nitinol sem angioplastia transluminal percutanea (ATP) prévia
resulta em menor quantidade de hiperplasia intimal quando a ATP é realizada antes do
implante do stent, sugerindo resultados favoraveis para o implante direto do stent em
procedimentos endovasculares especificos. SULLIVAN (2002) demonstrou que a
permanéncia de uma l&mina elastica interna intacta € um importante fator na
prevengao da hiperplasia intimal e reestenose apés implante de stent em artérias
iliacas. Com base nestes dados, neste estudo, em aorta de suinos foram implantados

stents sem ATP prévia.

Embora os stents previnam a retragdo elastica da parede do vaso pelo
remodelamento geométrico positivo, estes ndo sdo inécuos ao sistema arterial. Os
stents estdo relacionados a formagao de trombo, a reacdo inflamatdria intensa e ao
espessamento neointimal, pois, apos a lesdo endotelial, ocorre a exposicdo de
elementos subintimais causando uma resposta cicatricial a lesdo. A hiperplasia intimal
€ causa conhecida de reestenose apds o implante de stent. SCHWARTZ (1998) refere
que os estagios da formacao da hiperplasia intimal sdo semelhantes, tanto em suinos
como em humanos. Ao contrario da aterosclerose, a migracao de células musculares
lisas e a proliferagao intimal sdo as modificagdes iniciais deste processo (SCHWARTZ,
1997; DOLMATCH, 2000). A hiperplasia intimal € completa em vasos sanguineos apos
28 dias. A resposta de proliferagao celular alcanga o maximo em trés a seis meses.
Esta neointima é similar @ encontrada em seres humanos em termos de tamanho
celular, densidade celular e apresentagdo histolégica (RATCLIFFE, 1971; POST,
1994; SCHWARTZ, 1998; PALMAZ, 2002). Neste estudo, foi realizada a avaliacédo
histolégica da aorta dos animais 30 dias apds o procedimento com resultado
satisfatério e, este intervalo de tempo, também foi adotado por VERHEYE et al.
(1999), que ao analisar a hiperplasia intimal presente em artérias iliacas e caroétidas de
suinos, apos colocagao de stent, concluiu que, em um més, a parede vaso estava

completamente coberta por células endoteliais.



A dificuldade de obterem-se os mesmos resultados dos procedimentos
endovasculares nos humanos em animais de laboratério reside no fato de que, no
homem, estas cirurgias sdo realizadas em artérias com lesdes aterosclerdticas pre-
existentes, e nos estudos experimentais, os mesmos procedimentos sao utilizados
para criar uma lesdo em uma artéria normal de um modelo animal
(NARAYANASWAMY, 2000). Assim, os fatores que contribuem a reestenose podem
ser diferentes, explicando a menor eficacia na terapéutica em séries clinicas
(PALMAZ, 2002). SMET (1997) estudou a quantidade de neointima encontrada apés o
implante de stent em artérias periféricas com lesdo pré-existente. Esta lesdo foi
produzida apos a desnudacéo e também mediante um modelo de dieta de indugdo de
aterosclerose. Este autor concluiu que a quantidade de placa presente antes do
implante do stent foi um importante fator na quantidade de hiperplasia intimal depois
do implante de stent. No presente estudo, foi testada a hipotese da lesdo causada
pela homocisteina também ser um fator de importancia para aumentar a hiperplasia
intimal, entretanto, o resultado encontrado foi que os animais alimentados com dieta

normal tiveram hiperplasia intimal maior apds o implante do stent.

A relacdo entre hiper-homocisteinemia e reestenose, apds intervencgdes
vasculares, permanece controversa. LAXDAL (2004) investigou a relagédo entre
homocisteina plasmatica e outras variaveis hemostaticas com a reestenose ou
reoclusdes, apds o tratamento endovascular das lesdes ateroscleréticas femoro-
popliteas acima do joelho sintomaticas, concluindo que a homocisteina plasmatica nao
teve influéncia nos resultados das intervengdes endovasculares. VERMEULEN et al.,
(2001) apdés comparar a morfologia da camada muscular da artéria femoral em
pacientes com aterosclerose e hiper-homocisteinemia com vasos ateroscleréticos de
pacientes com niveis normais de homocisteina plasmatica, concluiu que a hiper-
homocisteinemia esta associada a um decréscimo significativo da razédo entre células

musculares lisas/matrix extra-celular da média de artérias femorais, sem mudancas



significativas na espessura da média. A homocisteina causa lesao direta ao endotélio,
uma diminui¢do nos componentes que potencialmente inibem a proliferagao de células
musculares lisas e, também, cria um meio pré-coagulante através da modulagdo das
vias de coagulagdo e fibrindlise. Alguns estudos elucidaram alguns mecanismos pelos
quais a hiper-homocisteinemia pode estimular a hiperplasia intimal (MC CULLY, 1996;
WOO, 1997; VERMEULEN, 2001). Por outro lado, as reagdes devido a elevagao da
homocisteina plasmatica no leito vascular apds a colocagao de stents nao foram
relatadas. No presente estudo, apesar da lesdo pré-existente causada pela hiper-
homocisteinemia, apds o implante do stent, ocorreu pouca hiperplasia intimal na
parede da aorta do animal. Este € o primeiro relato de um modelo experimental de
hiper-homocisteinemia e hiperplasia intimal apés implante de stents em aorta de
suinos. Mais estudos serdo necessarios para entender os mecanismos deste

fenébmeno.



6 CONCLUSAO

O implante de stent de nitinol auto-expansivel em aorta de porcos com hiper-
homocisteinemia induzida demonstrou menos hiperplasia intimal em comparagao ao

grupo controle no prazo de 30 dias.
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ARTIGO ORIGINAL EM INGLES

INTIMAL HYPERPLASIA AFTER STENT PLACEMENT IN HOMOCYSTEINEMIC

PORCINE AORTA.

INTRODUCTION

Treatment of peripheral vascular disease by endovascular procedures is a
rapidly expanding field in the medical practice. Percutaneous transluminal angioplasty
(PTA) reduces luminal stenosis by breaking plaque and expanding the disease-free
portion of the arterial wall. The corresponding injury involves endothelial exposure and
intimal and medial tears'. Although balloon angioplasty alone provides good results
both immediately and in the long term, there is an increasing application for stents in an

attempt to improve patency? >.

Ever since Palmaz placed the first intravascular stent in 1985, stenting has
become an effective procedure to treat stenosis of large-caliber vessels?. However,
stenting is still considered a controversial procedure. While it is considered acceptable
for aortoiliac vessels, it is still questionable for femoropopliteal or more distal vessels®.
In recent years, nitinol has become the metal alloy more popular because of its
thermoreactive shape-memory characteristics®, providing both flexibility and self-

expansibility.

Restenosis of the treated vessel is one of the causes of clinical symptom
recurrence after revascularization, and it is a common limitation on endovascular
procedures, with a 30%-40% incidence within 3 — 6 months. Acute restenosis is often
the result of wall spasm, in situ thrombosis or elastic recoil. Intimal hyperplasia is an

4

important key factor in chronic restenosis” * and is known to promote in-stent



restenosis. In contrast to atherosclerosis, smooth muscle cell migration and intimal
proliferation are critical early events in intimal hyperplasia. The main process is
completed in pigs after 28 days but cell proliferation reaches its maximum by 3-6
months without further progression™ ' . This neointima is similar to the one found in

humans in terms of cell size, cell density and histological presentation® * 2.

Important atherosclerosis risk factors were described in the Framingham study
and have been further expanded and elucidated®. Such risk factors include
hyperlipidemia, hypertension and diabetes, along with epidemiologic factors such as
smoking, diet, stress and family history®> °. The theory that atherosclerosis could be
attributable to homocysteine was first proposed by McCully & Wilson, in 1975, In
addition to favoring atheromatous plaque formation at elastic and muscular arteries, it
can also cause both arterial and venous thrombosis, affecting vessels of any diameter.
It is still uncertain whether the normalization or lowering of plasma homocysteine levels
will have an impact on the incidence and development of vascular diseases'®. In fact,
high homocysteine levels have been related to peripheral arterial disease’. Patients
with hyperhomocysteinemia have pre-existing intimal hyperplasia in saphenous vein
biopsies, an increase rate of vein graft stenosis and increased failure of bypass grafts®.
Hyperhomocysteinemia may also be associated with accelerated disease progression®
° However, the effects of hyperhomocysteinemia on endovascular procedures are

unknown.

The purposes of research in endovascular surgery are constantly evolving.
Early studies focused on the morphology, physiology and pathogenesis of reactions
produced after stent placement. Experimenting with more suitable animal models has

been a constant goal and motive of much debate® "

. Endovascular procedures in
humans are performed in atherosclerotic arteries with large amounts of plaque, while in

the majority of experiments the same procedures are used to create injury in normal



disease-free vessel in animal models. Contributing factors of restenosis may, therefore,
be different, explaining the lack of success of many therapeutic strategies in clinical
trials® '". Swine and primates best meet the requirements of a restenosis model and
develop lesions that are, physiologically and morphologically, markedly similar to those
in humans''. Our hypothesis is that after stent deployment, intimal hyperplasia in
homocysteinemic pigs arteries may be greater than in normal ones. The purpose of this
study is to evaluate and compare, through digital morphometry, intimal thickening of
the aorta of normal and hyperhomocysteinemic pigs following placement of self-

expanding nitinol stents.

MATERIAL AND METHODS

The study was approved by the Ethical Committee for the Post Graduation
Group at Hospital das Clinicas in Porto Alegre, Brazil. The experiment was carried out
at the Research Center facilities in the referred hospital. Nitinol stents were
manufactured by the Mechanical Transformation Lab of the Engineering School of the
Federal University of Rio Grande do Sul (Laboratério de Transformagdo Mecanica da
Escola de Engenharia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul) based on ELLA-
CS®, Dr. Varel Volenec's stent patterns. Those stents were self-expandable, 25 mm in

length and 8 mm in expanded diameter, ethylene-oxide cleansed and sterilized.

Eighteen Macau pigs were used in the study, all over eight weeks old and
average weights of 30 kg. Pigs were randomized into two groups. Each group was kept
separately and labeled as Group C (control group) and Group M (methionine group).
Pigs in group C were fed standard pig chow and drinking water ad libitum. Pigs in
group M were fed the same chow plus 3% methionine for 30 days before the day of
surgery and than discontinued. The aim of this was to promote arterial lesions prior to

the endovascular procedure. Animal models are difficult to obtain because they



required long maintenance periods of hyperlipemic diets administered to specific
genetic breeds'" '2. To avoid such problems and to promote early atherosclerosis in
pigs we used a 30-day methionine—rich diet to consistently promote arterial lesions.

1."3, and we had

Such lesions were similar to those previously described by Rolland et a
previously shown that a 30-day methionine—rich diet consistently promotes

homocysteine arterial lesions in pig iliac arteries?' and in rabbit aorta®.

Blood samples were collected at 0 day, 30 day and 60 day for total cholesterol,
triglycerides, HDL and homocysteine concentration. Total cholesterol, triglycerides,
HDL analyses were performed by enzymatic-colorimetric method. Homocysteine was
determined by HPLC (high performance liquid chromatography). Homocystein levels
were measured three times during 60 days (from the first day of the experiment i.e from

the beginning of the diet until the 30th day i.e 30 days after the procedure).

Exclusion criteria included animal death before the time established for tissue
collection, surgical complications during or after surgery, and technical features of

tissue preparation or processing.

Surgical procedures.

Surgical procedure was performed at 30 day. Anesthesia was induced by
intramuscular injection of xilazine. Prior to endotracheal intubation, anesthesia was
increased by intravenous ketamine injection followed by orotracheal intubation, and
volume-controlled ventilation using 1.5% isoflurane. No oral anticoagulant or
antiplatelet therapy was used in the follow-up period to facilitate neointima formation.
Postoperative pain management included intramuscular administration of Tramal
(tramadol) and Dipirona (dipyrone). Antibiotic prophylaxis with IV cefazolin was

administered on the day of surgery. After sterile preparation, the carotid artery was



dissected through an oblique cervical incision and a 7F sheath and 0.035 stiff
guidewire were introduced. All animals received IV heparin (5000U) after the carotid
sheaths were inserted. The stents were then deployed at the infra-renal abdominal
aorta. After the stents were placed, angiography was performed, the carotid access site
was ligated and the surgical wound was closed with resorbable suture. Thirty days later
follow-up angiography and sacrifice of the animals was performed (at 60 day) and the
abdominal aorta segment was removed for histological and digital morphometry

analysis.

Histological analysis

The infra-renal portion of the aorta was removed and irrigated with a 0.9%
sodium chloride solution, and vessel patency was macroscopically checked.
Specimens were cut longitudinally in the segment containing the stent and transverse
sections were obtained. All sections were fixed in a 10% formaldehyde solution.
Transverse sections from the stent’s mid-part were taken for morphometric analysis.
Segments were processed and set in paraffin blocks and later submitted to histological
4um thick slices for display on the microscope slides. Slides were then prepared and

stained by the hematoxylin-eosin technique.

Morphometric analysis

Quantification methodology was employed for intimal thickening of the stents,
using digital morphometric analysis based on an integrated morphometric program and
image analysis (Media Cybernetics: Image Pro Plus). Images of histological sections
were digitalized for morphometric analysis by conventional optical microscopy (Zeiss
Microscope®, Axiastar Model), by achromatic optical plane and photo-storage tube

(Sony® DXC 151 Video Camera), generating image files in a PC. Images were



digitalized with a 100-magnification microscope, and the intimal and medial areas were
delimited, respectively, for the internal elastic membrane and the endothelium. Area
dimensions were described in mm?, using the average of the eight microscopic fields.
The external and internal elastic membranes defined the area for the medial layers,
while the area limited by the internal elastic membrane and the endothelium was
considered as the intimal area. The pathologist was blinded as to the group in which
the animals belonged. Results were expressed as a median (interquartile range, IQR).
Mann-Whitney’'s and Friedman’s tests were used for statistical analysis between

groups. Significance level was set at p < 0.05.

RESULTS

Eighteen animals were initially included in the study. All except four, recovered
fully between procedures. Two died of myocardial ischemia, one of carotid artery
rupture during the procedure, and the other one had to be sacrificed because of
paraplegia due to an occluded stent 24 hours after deployment. These four animals
were excluded from the study. All the stents placed in the remaining fourteen animals
were patent immediately after deployment and remained so until the follow-up
angiography was performed (figures 1 and 2). All animals remained clinically healthy

until sacrifice.

Macroscopic evaluation of abdominal aorta specimens demonstrated that stents
were firmly attached to the aortic wall and were covered by a thin, translucent cover in
Group M (figure 3). In Group C, the aortic wall was extensively covered on the luminal
surface (figure 4). There were extensive intimal hyperplasia with no endothelial
deposits, and a well-defined internal elastic lamina at the histological evaluation of the
aortas in Group C (figure 5). The abdominal aorta in Group M showed modified

endothelium cell, and the intima was formed by foam macrophages, hypertrophy



smooth muscle cells, without cholesterol crystals (figure 6). There was elastic lamina
disruption and smooth muscular cell hyperplasia, characteristic of the homocysteine-
induced lesions. Comparison of intimal thickening among groups showed a
pronounced intimal hyperplasia in group C as compared to group M, with significant

difference between groups (p <0.05 - p=0.0041 - i.e.). Results are shown in table 1.

Biochemical analysis

Total cholesterol, HDL and triglyceride levels in plasma analyses were
performed and no significant difference was found between the two groups, evidencing

that they had no influence on the final results (results are show in tables 2, 3 and 4).

Normal levels of plasma homocysteine for animal experiments have not been
established so far. What we considered to be the normal level was the average of
plasma homocysteine levels in Group C, to which the plasma homocysteine levels in
Group M would be compared. In Group C, there was no change in homocysteine levels
during the eight-week-study (average values: 14,40 umol/l on day 0; 16,73 pmol/l on
day 30; 16,47 umol/l on day 60). In group M, the average value for plasma
homocysteine levels was 17,47 uymol/l on day 0, reaching the mean values of 59,80
pmol/l on day 30, and 32,74 umol/l on day 60 (table 5). Thus, plasma homocysteine in
Group M reached a level approximately three times higher than in Group C during the
30-day period before surgery. Although significant hyperhomocysteinemia (p < 0,05 - p
= 0,0006) was detectable after 1 month only in group M; the levels of homocystein

stabilized after 2 months in both groups.

DISCUSSION



In the present study, the pig model was selected for two reasons. First, swine
models are easily to induce disease by atherogenic diets and a remarkable similarity in
lesion distribution, pathogenesis, and morphology with those of humans'?. The pig’'s
arterial system is prone to hypercoagulability and their fibrinolytic system is not as
active as in canine model. The coagulation system is believed to be a relevant factor in
neointimal hyperplasia and restenosis after balloon dilation and stent placement® '2.
Second, experiments with sulfur amino acid metabolism in this species more closely
resemble the results obtained in humans; and it had previously been shown that pigs
fed with a methionine-rich diet during 30 days develop hyperhomocysteinemia,

thrombotic events and arterial lesions similar to those of homocystinuria™.

In 1995, Rolland et al. already observed elevated concentrations of
homocysteine in plasma, and lesions at the elastic arterial membrane of pigs fed with a
methionine-rich diet"® and, he concluded that homocysteine and the metabolic
intermediates of the methionine transsulfuration pathway are causal agents of vascular
disease development in patients with hyperhomocysteinemia originating from different
sources' '°. Sthalke et al. found in their study that the aorta of rabbits fed an overload
of methionine presented foam cells two months after being on that diet. That study
evidences that when conditions for plasma homocysteine level elevation are favorable,
premature endothelial injuries occur?®. The concentrations in plasma homocysteine
recorded in our study, ranging from 14,40 to 59,80 umol/L, are of the same kind as
levels found in patients with hyperhomocysteinemia and are thought to contribute to
their premature vascular disease” ® ® 8. In addition, hyperhomocysteinemia developed
in the animals without significant changes in serum lipid profile reflect that there was no
interference of hypercholesterolemia. Our findings reproduce the situation encountered
in young homocysteinemic patients whose serum lipid profiles usually do not reveal
hypercholesterolemia and in whom atherosclerotic lesions contain little or no evidence

of accumulated lipid core. The present study results in experimental



hyperhomocysteinemic pigs, therefore, are in accordance with the conclusions that

homocysteinemia could represent a nonlipid model for the initiation of artherosclerosis.

In our study, all stents remained patent after 30 days. A pig’s abdominal aorta
has some positive features that make it suitable for experimenting, such as size and
high flow. The pig aortas used in our experiment were, on average, 8 mm in diameter.
There are advantages in handling a vessel of such diameter when implanting stents,
since arteries with a high flow are less likely to present thrombosis and stents

implanted in low flow arteries are more prone to intimal hyperplasia®.

Although stents seems to prevent the elastic retraction by means of positive
geometric remodeling, they are not innocuous to the arterial system. Stents can be
related to thrombi formation, higher inflammatory reaction and neointima thickening
due to the fact that the endothelial lesion exposes the subintimal elements, causing a
cicatricial answer to injury’. The reason we choose nitinol stents is related to its good
biocompatibility, with minimal thrombus deposition or inflammatory response?. Mangell
studied stent/vessel interaction and distensibility following the natural increase in
vascular diameter using self-expanding and balloon-expanded stents. Self-expanding
stents follow the pulsatile diameter change of the vessel wall, not adversely affecting
distensibility after 18 weeks. There was a good attachment rate despite a 56% dilation.
In contrast, balloon-expanded stents have no pulsatile movement and may detach
when the vessel diameter increases’. Harnek found that insertion of a self-expandable
nitinol stent without previous percutaneous balloon angioplasty (PTA) results in less
intimal hyperplasia than if PTA is performed prior to stenting, which suggests that direct
stenting can be used in angioplasty sessions with a favorable outcome'. Sullivan
found that maintenance of an intact internal elastic lamina is an important factor for

prevention of intimal hyperplasia and restenosis in stented iliac arteries'’. Based in



these results, we choose to implant self-expandable stent without previous PTA in our

study.

Intimal hyperplasia is the key point in this study. Schwartz states that the
phases of neointimal formation may be similar to humans in the pig model® %. The
major limitation of the animal models is the lack of pre-existing disease of the vascular
wall, like atherosclerosis in humans''. However, it seems that the findings related to the
intimal hyperplasia after stent implantation in experimental animals maintained on an
atherogenic diet were not different when compared a normal to a stenotic artery'" 2% 2°,
Obtaining histological slices after four weeks seems to be sufficient for studies of
intimal thickening. The reaction to a lesion in the pig experimental model led to the
formation of neointimal hyperplasia in one or two weeks, and the process is complete
in twenty-eight days. In terms of histology, size and cellular density this is similar to
what happens in humans" * " 12131 verheye et al., after implanting stents in the iliac
and carotid arteries of pigs, conducted histological studies of one to six months, stating
that within one month the vascular wall was completely covered by endothelial-type
cells?. Like these authors, we studied the intimal thickening of the vessel wall in a time
interval of 30 days, after the stent implant, to analyze the arterial wall alterations. Smet
et al. studied the amount of neointima found after stent placement in pre-existent
plague mass in the peripheral arteries of micropigs. The plaque formation was
achieved after exposure to a diet-induced atherosclerosis. He concluded that the
amount of plaque present before stent placement was a determinant of the amount of
intimal hyperplasia present after stent placement’. In contrast, in the present study,
the pre-existent lesion caused by hyperhomocysteinemia did not enhanced intimal

hyperplasia.

The relationship between hyperhomocysteinemia and restenosis after

peripheral vascular intervention remains controversial. Laxdal et al. investigated the



relationship between plasma homocysteine and other haemostatic variables, and
restenosis or reocclusion after endovascular treatment of symptomatic atherosclerosis
of the femoropopliteal artery above the knee and found that plasma homocysteine did
not appear to influence endovascular intervention outcomes?. Vermeulen et al., after
comparing the morphology of the muscular femoral artery in atherosclerosis and
hyperhomocysteinemia patients to atherosclerotic vessels from normal homocysteine
level patients, concluded that hyperhomocysteinemia is associated with a significant
decrease of the smooth muscle cell/extracellular matrix ratio of the media of muscular
femoral arteries, without significant changes in medial thickness*. Homocysteine has
been found to cause direct damage to the endothelium, a decrease in compounds
potentially inhibiting vascular smooth muscle proliferation, and to create a procoagulant
milieu by modulating the coagulation and fibrinolytic pathway. Some studies elucidated
several potential mechanisms by which hyperhomocysteinemia may stimulate
myointimal hyperplasia'® %> ?*. On the other hand, no elevated plasma homocysteine
responses after stent placement in the peripheral vascular bed have been reported. In
our study, besides the preexisting lesions caused by hyperhomocysteinemia, no
significant intimal hyperplasia was observed. This is the first report of a
hyperhomocysteinemia and intimal hyperplasia experimental model after stent
placement in pigs’ aorta. We can only speculate about our findings. Perhaps, as
Vermeulen et al. concluded, some mechanism that lowers the smooth muscle
cells/extracellular matrix ratio together is acting. With respect to homocysteine toxicity
against vascular cells, maybe priming of vascular cells by homocysteine results in
release of cytokines and/or growth factors by the injured cells, as is the case after
balloon-induced vascular injury. Specifically, smooth muscle cell activation and
replication in the media may be driven by basic fibroblast growth factor released by
injured medial cells, although other unknown growth factors may also be involved. The
similarities between homocysteine and balloon injury-induced alterations of the

vascular wall will serve as a framework for a working hypothesis to elucidate the



mechanisms accounting for the vascular consequences of hiperhomocysteinemia.

Further studies are required to understand these findings.

CONCLUSION

Insertion of self-expandable nitinol stent in pig's aorta after 30 days with a

methionine-rich diet results in less intimal hyperplasia as compared to normal pigs.
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LEGENDS OF FIGURES

Figures 1 and 2. Angiography after stent deployment in pig aorta.

Figure 3. Macroscopic view of stent in pig aorta in control group

Figure 4. Macroscopic view of stent in pig aorta in methionine group

Figure 5. Histological evaluation of aortas in control group. The intima was thin,
showing no endothelial deposits, a well-defined internal elastic lamina and no
inflammatory cells (blue arrow).

Figure 6. Histological evaluation of aortas in the methionine group. Modified endothelial
cells, with foam macrophages (blue arrow) were present in all specimens. No smooth
muscle cells, cholesterol crystals or inflammatory cells were observed at the intima.
There was elastic lamina disruption (yellow arrow) and smooth muscle cell hyperplasia,

characteristic of the homocysteine-induced lesions.
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Table 1 — Intimal thickening statistical analysis.
Table 2 - Total cholesterol levels (mg/dl)

Table 3 — HDL levels (mg/dl)

Table 4 —Triglyceride levels in plasma (mg/dl)

Table 5 — Homocysteine levels in plasma (umol/L)
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