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RESUMO

JUNIOR CASTRO, C. Alteracdes histologicas secundarias a interrupcdo dos vasa
vasorum na aorta descendente com o uso de terapia antiangiogénica: resultados em
modelo suino / Cyro Castro Junior; orientador Prof. Dr. Adamastor Humberto Pereira
- Porto Alegre, 2016.

OBJETIVO: demonstrar as alteracdes histolégicas secundérias ao uso de
bevacizumabe na aorta descendente de suinos submetida a interrupcdo dos vasa
vasorum.

MATERIAIS E METODOS: em doze suinos, divididos em grupos tratamento e
controle (n=6 cada) foi realizada disseccéo por 5 cm da aorta toracica, ligadura das
artérias intercostais e cobertura com polivinil; o grupo tratamento recebeu uma dose
endovenosa Unica de bevacizumabe. Apds quinze dias, os animais foram
sacrificados para retirada da artéria e preparo das laminas histolégicas dos grupos
tratamento, controle e area ndo manipulada dos dois grupos. As laminas foram
analisadas com relacdo aos graus de angiogénese, injuria, inflamacdo e
espessamento intimal. A analise estatistica foi conduzida através da média e do
desvio-padrao dos escores e as comparacdes entre os grupos foram realizadas pelo
teste de Mann-Whitney. Para obtencdo de intervalos de confianca de 95% para as
médias das contagens dos escores utilizou-se a distribuicdo de Poisson, a fim de
determinar o efeito estatistico.

RESULTADOS: o bevacizumabe causou parefeitos em todos os suinos tratados,
com um Obito. As variaveis analisadas através da Escala de Magnitude para Efeito
Estatistico, demonstram tendéncia de reducdo da angiogénese e da injuria e de
aumento da inflamacdo no limite do moderado. Nao ocorreu modificacdo do
espessamento intimal entre 0s grupos.

CONCLUSAO: a medicacéo utilizada na lesdo da parede arterial induzindo hipéxia,
mostrou tendéncia de reducdo da angiogénese e da injuria, mas nao reduziu o
processo inflamatério ou o espessamento intimal da parede arterial. O

bevacizumabe mostrou toxicidade no modelo suino.



PALAVRAS-CHAVE: Vasa vasorum. Neovascularizacado patoldgica. Inibidores da

angiogénese.



ABSTRACT

JUNIOR CASTRO, C. Histological changes secondary to interruption of vasa
vasorum flow in the descending aorta with the use of anti-angiogenic therapy: results
in a porcine model / Cyro Castro Janior; advisor Prof. Dr. Adamastor Humberto

Pereira - Porto Alegre, 2016.

OBJECTIVE: To demonstrate histological changes secondary to the use of
bevacizumab in the descending aorta of pigs after interruption of vasa vasorum flow.
METHODS: Twelve pigs were divided into control and treatment groups (n =6 each).
It was performed a 5-cm dissection of the thoracic aorta, ligation of the intercostal
arteries and protection with polyvinyl chloride. Pigs in the treatment group received a
single intravenous dose of bevacizumab. After 15 days, the animals were euthanized
and the aorta removed. Histological slides were prepared for control and treatment
groups and for the non-surgically manipulated part of the aorta in both groups. The
slides were analyzed for the degree of angiogenesis, injury, inflammation, and intimal
thickening. Data were expressed as mean (SD) of scores and groups were compared
using the Mann-Whitney test. The Poisson distribution was used to calculate 95%
confidence intervals for the mean scores in order to determine effect statistics.
RESULTS: Bevacizumab had adverse effects on all treated pigs, leading to one
death. The analysis using a scale of magnitudes for effect statistics showed a trend
toward a decrease in angiogenesis and injury and an increase in inflammation for
moderate effects. There was no change in intimal thickening in either group.
CONCLUSION: The medication used for arterial wall injury inducing hypoxia showed
a trend toward reduced angiogenesis and injury, but with no reduction in the
inflammatory process or intimal thickening of the arterial wall. Bevacizumab showed

toxicity in the porcine model.

KEYWORDS: Vasa Vasorum. Neovascularization, Pathologic. Angiogenesis

Inhibitors
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1 INTRODUCAO

A importancia da angiogénese na progressao da placa aterosclerdtica € bem
conhecida e a sua fisiopatologia inclui a possibilidade do espessamento da parede
vascular além do limite da difusdo dos nutrientes, a conducdo de células
inflamatodrias e lipoproteinas para a lesdo aterosclerdtica e a contribuicdo para a
instabilidade e a ruptura das placas.

A proliferagéo dos vasa vasorum (VV) foi identificada em lesdes arteriais em
desenvolvimento e invade a camada intima em locais de ruptura da média, podendo
formar uma massa de microvasos tipo tumoral, propensa a ruptura, como
encontrado em regides de lesdes complexas da aorta humana, como a dissec¢ao
classica, o hematoma intramural e a Ulcera penetrante.

A ligadura dos ramos intercostais, que dao origem aos VV adventiciais da
aorta, promove hipdxia da parede arterial, desencadeando o processo de
angiogénese na tentativa de promover a nutricdo adequada, porém carreando
também células inflamatorias em direcdo a camada intima arterial.

Os VV e a angiogénese tém papel chave no crescimento da placa e no
remodelamento arterial aterosclerético e evitar esse processo pode induzir regressao
das lesdes. Os agentes antiangiogénicos demonstraram reduzir a proliferacao
neovascular e o desenvolvimento da placa em modelos animais. O impacto da
supressdo da angiogénese sugere que a reducdo da proliferacdo dos VV pode
estabilizar ou reverter a progressdo da doenca. O desenvolvimento de agentes
reguladores da angiogénese pode ter implicacOes terapéuticas na progressdo ou

nas manifestacdes agudas da doenca aterosclerotica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HISTORICO

A aterosclerose é uma doenca cronica das médias e grandes artérias e € a
causa mais frequente de doenca arterial coronaria, periférica e de carétida.

A existéncia da aterosclerose é conhecida ha mais de 500 anos. A
interpretacdo como uma condicdo patolégica € descrita ha cerca de 150 anos,
porém o entendimento da doenca vascular aterosclerdtica aumentou nos ultimos 25
anos com o crescimento do conhecimento da biologia vascular?.

Os fatores de risco reconhecidos para a aterosclerose séao tabagismo, diabete
melito (DM), dislipidemia e hipertensdo arterial sistémica (HAS). Além disso, a
aterosclerose envolve muitos processos inter-relacionados, incluindo distarbios
lipidicos, ativacao plaquetaria, trombose, disfuncdo endotelial, inflamacéo, estresse
oxidativo, migracdo de células musculares lisas, alteracdo metabdlica,
remodelamento e fatores genéticos?.

A vascularizagdo da placa arterial tem sido implicada no seu crescimento e
estabilidade, porém faltam informacdes sobre a origem dessa vascularizacdo. O
suprimento de nutrientes da parede da aorta normal € dado por difusdo do limen ou
pelos vasos adventiciais, uma rede de pequenos vasos que penetra a camada
média chamada vasa vasorum (VV). Os VV correm na camada adventicia arterial e
suprem oxigénio e outros nutrientes para a por¢cao externa da camada média arterial.
A porcédo interna é suprida pela difusédo da luz arterial*: 3 4 5,

Histérico estudo de Woodruff (1926)°, descreveu a demonstracéo dos VV pela
injecéo de tinta da india na luz arterial da aorta de cavalos e de cachorros ou pela
canulizagdo direta evidenciando a penetracdo dos VV através da camada média e
intima, terminando abruptamente. Esse estudo demonstrou, também, que os VV se
originam mais frequentemente dos ramos da aorta, a poucos milimetros da origem
desses e retornando para penetrar na superficie dos vasos maiores. O estudo
tridimensional desses vasos foi possivel gracas ao advento da microtomografia
computadorizada, assim como a sua anatomia e distribuicdo foram melhor

entendidas pela microarteriografia através da injecéo de polimero de silicone” 8 9 10,
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2.2 PAREDE VASCULAR

Do ponto de vista embriolégico, uma estrutura tubular € a origem tanto de
atrios e ventriculos, como de grandes vasos que, posteriormente, constituirdo a parte
central do aparelho circulatério. Paralelo a esse desenvolvimento embrionario,
originam-se as artérias coronarias, com funcéo de irrigacdo e nutricdo do coracao,
formadas por musculos, elastina e colageno. O correlato das artérias coronarias nos
vasos sanguineos seria o conjunto dos VV, que irrigam toda a artéria com mais de
29 camadas celulares de espessurall.

Os vasos sanguineos sao compostos por trés estruturas basicas: o endotélio,
o musculo liso e o tecido conjuntivo, incluindo elementos elasticos. Estes
componentes dispbem-se em camadas concéntricas (ou tunicas), sendo a
quantidade relativa e a configuracdo dos componentes estruturais basicos variaveis
em todo o sistema circulatério. Em alguns pontos, adaptacbes locais as
necessidades mecanicas ou metabdlicas podem exigir acréscimo, reforco,
diminuicdo ou omissdo de alguns componentes. As artérias sdo divididas em trés
tipos, com base em seu tamanho e em seus aspectos histologicos: artérias elasticas,
como a aorta e seus ramos; artérias musculares, como as coronarias e renais;
artérias pequenas que passam, em sua maioria, dentro da substancia dos tecidos e
do parénquima dos 6rgdos??.

A parede arterial € composta por trés camadas: a intima, a média e a
adventicia, com arquitetura particular ligada a sua funcdo. A camada intima é
composta pelo endotélio e pelo subendotélio que é dividido em duas camadas: uma
imediatamente situada sob as ceélulas endoteliais, chamada de camada de
proteoglicanas e outra, mais grossa, chamada de camada musculo-elastica,
composta por células lisas, fibras elasticas e colageno. O tecido elastico é
constituido por microfibrilas e elastina, sintetizadas por células endoteliais e células
musculares lisas. Laminina, trombospodina, fibronectina e fator de von Willebrand,
sintetizados por células endoteliais, musculares lisas, fibroblastos e plaquetas,
também compdem a estrutura do subendotélio. A camada intima esta separada da
média pela lamina elastica interna (LEI), que é interrompida por fenestracdes através
das quais as células do musculo liso podem migrar da camada média para a intima.
Nas arteriolas, nos capilares, nas vénulas e nas pequenas veias intermediarias, uma

membrana basal esta regularmente presente. A camada média é proeminente na
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parede de artérias eldsticas e é composta por uma ou duas camadas de células
musculares lisas, além de estar separada da camada adventicia pela lamina eléstica
externa (LEE). A adventicia é formada por uma camada de tecido conjuntivo fibroso,
mais externo ao vaso, com espessura variavel, podendo ser quase nula, como nas
artérias cerebrais ou constituir 60% a 75% da parede vascular, como nas veias de
médio e grosso calibre. A sua estrutura contém fibroblastos, fibras colagenas, os
vasos linfaticos, os nervos e os VV, com funcbes mecanica, de controle e
nutricionalt? 1213, 14, 15

A funcdo mecénica da tunica adventicia deriva da sua arquitetura e
constituicdo, resistindo a deforma¢fes quando é submetida a pressfes internas
altas, respeitando a Lei de Laplace e reduzindo os efeitos da pulsatilidade sobre
tecidos vizinhos. A adventicia também exerce controle vascular através dos nervi
vasorum e fatores liberados por alguns de seus componentes (noradrenalina,
acetilcolina, substancia P, calcitonina, éxido nitrico). A fungcdo nutricional, regulada
através dos VV, tem um delicado sistema de controle que regula a sua atividade
através de estimulos simpaticos e barorreceptores. A sua importancia ndo deve ser
subestimada, uma vez que estudos experimentais que descreveram ligaduras de
artérias intercostais, fonte dos VV da parede adrtica, foram capazes de produzir
necrose da tinica média® 1 16,

A parede vascular pode ser classificada por sua histologia em uma zona
avascular, mais interna, nutrida por embebicéo pela luz do vaso e uma zona vascular
mais externa, a partir da camada celular nimero 29, que contém os VV. Os VV séo
constituidos por artérias, veias e linfaticos de minusculo calibre e, no caso das
artérias, podem ser de primeira ordem, correndo longitudinalmente ao vaso, ou de

segunda ordem, correndo de forma circunferencial (figura 1)> 1.
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Figura 1 - Esquematizagdo dos vasa vasorum e modalidades que se encontram na tdnica adventicia.

Primeira Ordem

Segunda Ordemn

Fontell,

2.3 VASA VASORUM

Os VV consistem de um emaranhado de pequenas artérias e veias que
penetram a parede arterial pela superficie adventicial e ramificam na camada média.
Eles funcionam como circulacdo terminal por causa da pressdo da parede arterial
qgue pode comprimi-los (Lei de Lamé). Como consequéncia, no local da parede em
que a pressdo tecidual excede a pressdo dos VV, que € determinada,
principalmente, pela queda da pressdo ao longo dos vasos (Lei de Poiseuille),
nenhuma perfusdo da parede pode ocorrer perto da luz arterial”1’*8, Em artérias
normais, 0s vasos adventiciais originados dos VV penetram a parede arterial em
intervalos regulares e bifurcam na circunferéncia da artéria. Eles ndo ultrapassam a
parte externa da camada média. A proliferacdo dos VV foi identificada em lesdes
arteriais em desenvolvimento e invade a camada intima em locais especificos de
ruptura da média, formando uma massa de microvasos tipo tumoral, propensa a
ruptura, como ja foi identificado em regides de lesdes complexas da aorta humana,
como a dissecgdo classica, o hematoma intramural e a Ulcera penetrante’1920,

Quando o espessamento da aorta toracica aumenta, a nutricdo é
suplementada pela penetracdo dos VV na camada média arterial. Os VV estao

presentes na maioria das artérias. Nas coronarias, os VV originam-se das
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bifurcacGes dos vasos epicardicos; na aorta ascendente originam-se das corondrias
e artérias braquiocefalicas; no arco aortico, dos grandes vasos cervicais e seus
ramos; na aorta descendente originam-se das artérias intercostais, lombares e
mesentéricas® -2, Os VV venosos (VVV) sdo mais abundantes e também drenam,
preferencialmente, as por¢fes mais externas da tdnica média. Em humanos, as
artérias que apresentam menos de 29 camadas de células ou menos de 0,5 mm de
diametro ndo apresentam VV?2 5 7. 16,

Os VVV drenam a parede arterial em veias que acompanham paralelamente
os VV arteriais (VVA) ou drenam para ramos das veias principais, onde penetram a
cada 5 a 15 milimetros (mm). Existem diferencas quantitativas distintas entre os VVV
e os VVA. Os VVA sdo em numero menor e com didmetros entre 11,6 a 36,6
micrémetros (um), enquanto os VVV, encontrados em maior nimero, variam de 11,1
a 200,3 um. Modelos anatdmicos a microscopia eletrbnica mostram que os VVV
mudam de curso em angulos agudos e formam kinks e constricdes. Essa distribuicao
espacial permite que os VVV suportem a distensdo ou o alongamento da parede
arterial, devido ao aumento da pressdo, sem maiores efeitos sobre a sua funcéo?.

Os VV sdo mais abundantes na aorta ascendente e no arco aortico,
justamente os segmentos mais suscetiveis a disseccdo aodrtica. Entretanto o seu
papel na patogénese da doenca néo esta bem estabelecido?.

O processo de aterosclerose € frequentemente iniciado antes da idade adulta
pelo acimulo de LDL na camada intima arterial e ativacdo endotelial, com adeséo
leucocitéaria, diferenciacdo de mondcitos em macrofagos e formacédo de células foam.
A inflamacgé&o adventicial, a proliferacé@o e a infiltragdo intimal dos VV estéo ligadas as
lesbes avancadas e correlacionam-se com a neovascularizacdo e progresséo da
placa, sugerindo que enquanto neovasos sdo gerados, a resposta inflamatoria
continua®.

Os VV contribuem para a aterosclerose e estdo implicados na formacao da
placa arterial, com a sua proliferacdo, através da angiogénese, visivel a histologia do
vaso. Se isso contribui ou é uma resposta ao crescimento da placa ainda é incerto,
porém algumas evidéncias sugerem que os VV possam estar envolvidos na génese

de aneurismas e dissecc¢des?.
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2.4 FUNCOES

A estrutura anatdmica dos VV caracteriza-se pela presenca de células
endoteliais, células musculares lisas e cobertura externa de tecido conectivo, o que
indica que pode haver autorregulagcéo do seu tonus e da perfusdo da parede arterial,
semelhante as pequenas artérias coronarias’ 2% 24,

Na artéria sadia, os VV nutrem o componente externo da parede arterial,
enquanto a camada intima é nutrida por difusdo do oxigénio pelo [imen. Com a
progressdo da doenca aterosclerética, aumenta a espessura da camada intima
dificultando a difusao do oxigénio. Como resultado, os VV tornam-se a principal fonte
de nutricdo da parede do vaso!” 2%, Quando o espessamento da parede vascular
excede a distancia de difusdo efetiva do oxigénio, proliferam os VV para as camadas
mais internas da parede arterial®!.

A angiogénese € a formagdo de novos vasos a partir de uma rede vascular
pré-existente e € um fendmeno importante na fisiologia do desenvolvimento
embribnico, cicatrizacdo de feridas e em condicBes patologicas, como a retinopatia
diabética, artrite reumatoide, progressdo de tumores e aterosclerose?.

A angiogénese pode ter um importante papel no desenvolvimento da
aterosclerose. A proliferacdo dos VV e a infitracdo na camada média provém
nutrientes para o0 desenvolvimento e expansdo da camada intima e,
consequentemente, podem prevenir morte celular e contribuir para o crescimento e
estabilizacdo da placa em lesfes iniciais. Entretanto, as reacdes inflamatérias
envolvidas apresentam, também, um papel na desestabilizacdo da placa
aterosclerotica, convertendo um processo crénico numa desordem aguda. Em
placas mais avancadas, a infiltracdo de células inflamatorias e a producéo
concomitante de numerosas citocinas pro-angiogénicas podem ser responsaveis
pela inducéo da proliferacdo neo-intimal descontrolada, resultando na formagéo de
neovasos imaturos e frageis, como os vistos no desenvolvimento dos tumores. Isso
pode contribuir para o desenvolvimento de lesdes instaveis, com hemorragia e
passiveis de ruptura nas placas. Evidéncias sugerem gque neovasos intimais estao
relacionados ao estagio de desenvolvimento da placa, risco de ruptura e presencga
de doenca sintomatica®® 25,

A adventicia e as camadas externas de uma parede arterial propensa a

aterosclerose sao vascularizadas por VV. Esses permanecem em estado dormente,



21

provavelmente pela expressdo da sintese de fatores antiangiogénicos, como o
trombospondin e o0 endostatin, 0os quais contrabalancam a presenca de baixas
quantidades de fatores pro-angiogénicos. Entretanto, durante o desenvolvimento da
placa intimal, o balanco entre os fatores angiogénicos e antiangiogénicos altera-se
com o aumento da producdo de fatores de crescimento e citocinas, junto com a
reducdo dos moduladores negativos, resultando na angiogénese de vasos
adventiciais no local da leséo arterial?® 25,

Aposs o crescimento de uma lesdo aterosclerética na camada intima arterial,
brotos neovasculares originarios dos VV adventiciais entram no local da lesdo, como
reacdo a hipoxia, por aumento do estresse oxidante intramural e por infiltracdo de
células inflamatérias (macrofagos, células T e mastocitos). Os indutores
angiogénicos presentes na lesdo incluem varios fatores de crescimento, quimiocinas,
citocinas, proteinases e varios outros fatores que possuem atividades diretas ou
indiretas na angiogénese, enquanto a lista de fatores antiangiogénicos € menor. Um
desequilibrio entre os indutores endbégenos e os inibidores da angiogénese, com
predominio dos primeiros, € essencial para o desenvolvimento de neovasos durante
a progressao da lesdo. Por fornecer oxigénio e nutrientes para as células de lesbes
ateroscleroticas, a neovascularizacao, inicialmente, tende a prevenir a morte celular
e assim contribui para o crescimento e a estabilizacdo das placas. No entanto, as
células inflamatorias podem induzir a ruptura dos neovasos frageis, e assim causar
hemorragia intraplaca e consequente desestabilizacdo da placa. A inibicdo
farmacolégica da angiogénese em placas ateroscleréticas, com a consequente
inibicdo da progressdo da leséo, foi alcancada em modelos animais. Porém, os
estudos clinicos com o objetivo de regulacdo da angiogénese na parede arterial
aterosclerotica, podem ser concebidos apenas depois de se ter chegado a uma
conclusao sobre o papel da angiogénese nos varios estagios de desenvolvimento da
lesdo vascular® 20 26,

O papel dos VV no desenvolvimento de doencas ateroscleroéticas, seja como
causador ou como uma reacdo a essa, ainda ndo esté claro. A constatacao de que a
maior concentracdo das placas de ateroma nos varios segmentos arteriais é
anatomicamente coincidente com a menor perfusao pelos VV pode representar uma
evidencia direta do papel desses vasos no processo da doenca aterosclerotica.

Entretanto, mesmo que a sua proliferacédo seja apenas reacional, esses novos vasos
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podem ser fonte para a progressao da doencga arterial, como caminho para a
migracdo de mondcitos para os locais de lesdo endotelial inicial® > 7 1812,

A neovascularizacdo patologica da parede vascular € uma caracteristica do
desenvolvimento e da progressdo da placa aterosclerdtica e, além disso, 0s
microvasos estao implicados na hemorragia intraplaca, na ruptura da placa e no
desenvolvimento de doencga sintomética. A densidade dos microvasos esta
aumentada nas placas com ruptura, em comparagdo com as sem ruptura, na aorta
humana. Os microvasos facilitam a penetracdo de células inflamatérias através da
parede vascular aumentando a infiltracdo de macréfagos. Além disso, a inflamacéo
também aumenta a atividade angiogénica, aumentando o recrutamento de
macréfagos, mostrando uma associagdo sinérgica em doenca avancada??.

Estudos post-mortem confirmam que a hemorragia intraplaca e a ruptura sao
proporcionais ao aumento na densidade neovascular. A densidade vascular é o
dobro em placas vulneraveis e quatro vezes em ruptura de placa, comparada com
lesbes estaveis severamente obstrutivas. No intuito de verificar esse principio, foi
desenvolvido um modelo animal simulando hemorragia intraplaca para avaliar o
papel das células vermelhas sanguineas, aliadas ao colesterol na progressdo da
lesdo. A injecdo direta de hemacias em placas quiescentes ateroscleréticas da aorta
produziu excessiva infiltracdo de macrofagos repletos de hemossiderina junto com
cristais livres de colesterol. Lipidios neutros também foram significativamente
maiores em placas com a injecdo. Em contraste, as lesdes controle mostraram as
caracteristicas de uma leséo regredida com muito menos macréfagos lesionais e
sem colesterol livre?’.

Baseado no principio de que os espacos de hemacias sdo os maiores
determinantes da vulnerabilidade da placa, a inibicdo da angiogénese pode constituir
um valioso tratamento para a estabilizacdo da placa. Embora a maior parte da
pesquisa em angiogénese esteja ligada a biologia do céancer, evidéncias sugerem
gue moléculas semelhantes estdo envolvidas em desordens nado neoplasicas,
incluindo doencas inflamatérias crbnicas e oftdlmicas. Conceitualmente, a
abordagem da neo-angiogénese é viavel para a eliminacdo de microvasos pré-
existentes ou 0O seu crescimento, pois a remocdo seletiva dos estimulos
angiogénicos jA mostrou que causa a regressao dos vasos, como demonstrado em

tumores e no coragdo, principalmente quando os vasos séo recentes e imaturos?”’.
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O crescimento da placa é um processo pouco entendido. Estudos prévios
sugerem que a inibicdo da vascularizagéo da placa pode reduzir a sua progressao,
mas a relacdo entre a vascularizacdo da placa e da parede arterial permanece
indefinida. Varios estudos sugerem que o aumento dos VV de “segunda ordem”
esteja associado ao aumento do tamanho das lesfes ateroscleréticas em humanos
e em modelos experimentais. A primeira funcdo desses vasos € o transporte de
nutrientes para a parede vascular. O aumento da densidade desses microvasos na
adventicia e na placa de artérias em humanos esta associado a instabilidade da
placa, hemorragia e ruptura, enfim, todos os eventos graves que acompanham a
aterosclerose. A literatura cita que produtos com propriedades antiangiogénicas

podem reduzir os VV e o crescimento da placal.

2.5 ALTERACOES

A aterosclerose é uma doenca progressiva das artérias, que inicia muitos
anos antes da manifestacdo clinica, pela proliferacdo ou migracdo de células
musculares lisas e formacéo de células foam entre a camada endotelial e a [amina
elastica interna, sendo essa a causa primaria da doenca vascular oclusiva, incluindo
aterosclerose, restenose ap0s intervencdo percutdnea e estenose de by-pass. A
angiogénese esta implicada na progressdo das lesdes ateromatosas iniciais em
modelos animais, porém o seu papel na proliferagcdo das células musculares lisas
nao esta bem definido. A leséo inicial nesse processo é desconhecida em humanos
e atribuida, ao longo dos séculos, por mudangas na luz vascular. Um novo modelo
de aterosclerose descreve a hiperplasia das células musculares lisas e a formacéao
de células foam sem alteragdo endotelial, através da oclusdo dos VV adventiciais e
possivel isquemia da porcéo externa da camada média, forcando a migracao dessas
células para a superficie interna. A hipoxia estimula a proliferagcdo de células
musculares lisas e atracdo leucocitaria, podendo iniciar a hiperplasia intimal. Com
base nisso, uma nova hipétese sugere que a hipéxia da parede arterial, secundaria a
oclusdo dos VV adventiciais, pode ser a lesdo inicial na aterosclerose* 28,

Os VV sao considerados a maior fonte de nutrientes para a parede vascular.
A ateromatose € associada com neovascularizacdo, pois uma densa rede de VV
desenvolve-se na parede arterial ateromatosa. Além disso, uma grande quantidade

de VV em placas aterosclerdticas instaveis promove a vulnerabilidade da placa. A
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partir de estudos cientificos, j& foi demonstrado o efeito da remoc¢édo dos VV em
artérias animais. A ligadura das artérias intercostais, que dao origem aos VV aorticos
produz necrose da camada média como visto em estudos experimentais>t12, A
necrose da camada média e a infiltracdo de células musculares lisas ocorrem
mesmo em endotélio intacto, sugerindo o papel dos VV adventiciais nas fases
iniciais da doenca aterosclerética®® 2.

Os efeitos da remocdo dos VV foram analisados em diversos estudos
experimentais com modelos animais. Estudos prévios demonstraram edema da
parede da aorta ascendente trinta minutos apés a remocao dos VV. A interrup¢éo do
fluxo dos VV causou uma diminuicdo da distensibilidade da aorta ascendente, tanto
na fase aguda, como quinze dias ap0s o0 procedimento em animais de
experimentacdo. Outras alteracbes estruturais da parede adrtica e posterior
deterioragcdo das propriedades elasticas da aorta também ocorreram apds a
remocdo dos VV. A necrose da camada média e a infiltracdo de macréfagos e
células musculares lisas ocorreram em um periodo de sete dias, mesmo com o
endotélio intacto, sugerindo um papel dos VV da adventicia na fase inicial da doenca
aterosclerdtica. A necrose das células musculares lisas e as alteracdes nas fibras
elasticas ocorreram na camada média da aorta ascendente, quinze dias ap6s a
remocao dos VV, por isquemia sustentada da parede. A neoformacédo vascular na
parede representada pela angiogénese ocorre desde a segunda semana e aumenta,
progressivamente, até a oitava semana''!?. A alteracdo na relacdo colageno-
elastina determina o aumento na rigidez da parede aodrtica. Esses achados lembram
agueles encontrados no envelhecimento da aorta, especulando-se que esse pode
também estar relacionado a falta de nutricAo da parede arterial. Levanta-se a
hipotese de que os VV tém importante papel na degeneracdo da camada média em
humanos, alteracéo responsavel pelo desenvolvimento de disseccdes arteriais® 7.

Alteragbes nos VV podem ocorrer em varias condi¢des clinicas, como crises
hipertensivas, choque, insuficiéncia cardiaca congestiva, pds-operatorio de cirurgia
cardiaca, vasoconstricdo ou vasodilatagdo por regulagdo neuro-hormonal ou
farmacolodgica. A reducao da vascularizacdo da aorta toracica altera a morfologia das
fibras de elastina e colageno da camada média, resultando em aumento da rigidez
da parede aoértica. Do ponto de vista clinico, a HAS reduz a distensibilidade da
parede aodrtica por provavel reducgéo do fluxo nos VV. Uma vez que a lesdo muscular

da parede arterial aumenta com a idade, especialmente apds 0s quarenta anos,
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principalmente como ocorre na HAS, isso pode aumentar a rigidez da camada média
da aorta toracica e produzir pontos de fragilidade entre as camadas da parede
vascular, contribuindo para o desenvolvimento da disseccédo adrtica. A necrose da
camada média em aortas dissecadas € atribuida a ruptura dos VV e a interrupcéo do
suprimento sanguineo da parede arterial, o que pode formar um local de
manutencdo ou ocorréncia de nova disseccdo e pode sugerir, também, que o
enfraguecimento da camada média resultaria em alteracdo da absorcdo das forcas
hemodinamicas da parede adrtica, podendo acarretar dilatagéo aértica® 23,

A HAS, principal fator predisponente para disseccdo, € acompanhada de
hipertrofia e hiperplasia das células musculares lisas da aorta e aumento de
consumo de oxigénio. Por outro lado, a HAS crbnica limita a capacidade
vasodilatadora dos VV, falhando na perfusdo das necessidades metabdlicas da
camada média da aorta espessada, resultando em algum grau de isquemia e rigidez,
principalmente, na parte externa dessa camada, ja que a parte interna é nutrida por
difusdo da luz arterial. Além disso, a crise hipertensiva pode reduzir o fluxo
sanguineo através dos VV devido a condutancia diminuida, uma vez que, vasos de
tipo terminal, introduzidos em uma massa de mdusculo liso, com um grau de
contragcdo capaz de modificar o seu limen e com o0 aumento da demanda metabdlica
podem acentuar a isquemia parietal. Assim sendo, a camada média pode apresentar
uma parte externa isquémica e rigida e uma parte interna com elasticidade normal,
podendo desenvolver pontos de fragilidades entre as camadas que, se destacadas,
levam a disseccdo. Esse modelo patogénico caracteriza a aorta como um 06rgao
funcional®® 23,

A Neovascularizagdo € o processo de geragdo de novos vasos sanguineos
mediado por células endoteliais progenitoras em formato de tubo, resultando em um
canal vascular estabilizado. Ela ocorre quando o espessamento da tunica intima
vascular é maior que 500um. A angiogénese € a forma predominante de
neovascularizagdo na aterosclerose e € mediada por células endoteliais de vénulas
pos-capilares formando novos capilares. O mecanismo molecular para isso esta
relacionado, predominantemente, a hipdxia e também a inflamacéo e a ativacao de
receptores do tipo Toll. Varios estudos mostram que a fonte para 0os microvasos
pode ser dos VV adventiciais ou do lumen vascular, porém o primeiro representa
mais de 95% deles e representa lesdes estenoéticas severas com maior infiltragéo

inflamatéria e componente lipidico?’.
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Além disso, a neovascularizacdo predispde ao recrutamento de leucdcitos e a
infiltracdo de macréfagos em placas ricas em lipidios, sugerindo a hipotese de que a
neovascularizacdo, derivada dos VV adventiciais pelo gatilho da deposicdo e
oxidagdo na camada intima de LDL, mediada pela hipdxia e por receptores tipoToll,
contribuem para a remoc¢do da gordura da camada intima quando a concentragéo
dessa é menor na circulagdo dos neovasos do que na intima. Entretanto, a
permeabilidade dos microvasos € responsavel pelo extravasamento de células
vermelhas sanguineas, podendo causar hemorragia intraplaca, acelerar a
aterosclerose e ainda atrair macrofagos para a placa e para a juncdo da tunica
média e intima. A fagocitose dos eritrécitos e das plaquetas provoca ativacao celular,
producéo ceroide, formacéo de células foam e acumulo de lipidios nesses pontos
causando a ruptura da LEI e do colageno da cépsula fibrosa precipitando ruptura da
placa e trombose® /.

A aterosclerose € uma doenca inflamatoria crénica e a angiogénese tem
papel importante na aterotrombose. Sabe-se que durante o desenvolvimento da
placa aterosclerética existem muitos fatores pro-angiogénicos formando vasos
imaturos passiveis de ruptura. Portanto, a inibicdo da angiogénese pode ser um
ponto importante na prevencdo do desenvolvimento de lesdes arteriais instaveis. A
identificacdo de mudancas fisiopatolégicas relacionadas a angiogénese pode
significar um futuro tratamento para a inibicdo do desenvolvimento da placa

aterosclerdtica?0.

2.6 PERSPECTIVAS

A importancia da angiogénese na progressao da placa aterosclerdtica € bem
conhecida. Sua fisiopatologia inclui a possibilidade do espessamento da parede
vascular além do limite da difusdo dos nutrientes, a conducdo de células
inflamatorias e lipoproteinas para a leséo e a contribuicdo para a instabilidade e a
ruptura da placa. Estudos sugerem que os VV e a angiogénese tém papel chave no
crescimento da placa e no remodelamento arterial aterosclerodtico e que evitar esse
processo pode induzir regressdo das lesBes aterosclerdticas. O impacto da
supressdo da angiogénese sugere que a redugcdo da expansdo dos VV pode

estabilizar ou reverter a progressdao da doenca. O desenvolvimento de agentes
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reguladores da angiogénese pode ter implicacdes terapéuticas na progressao e na
manifestagcdo aguda da aterosclerose. Agentes antiangiogénicos demonstraram
reduzir a proliferacdo neovascular e o desenvolvimento da placa em modelos
animais de aterosclerose, quando administrados cronicamente e em altas
dosest3%:32,

Khurana et al (2004)%8, em estudo experimental com lesdo arterial local em
dois modelos animais diferentes, induziu a angiogénese peri-adventicial e a
formacdo neo-intimal. A aplicacdo de estimuladores da angiogénese a adventicia da
artéria lesada induziu um aumento no espessamento neo-intimal maior do que fora
encontrado com a leséo isolada, em ambos os modelos. A inibicdo dos fatores pro-
angiogénicos reduziu o espessamento intimal ao nivel encontrado na lesdo
mecanica apenas. Entretanto, os inibidores ndo foram eficazes na prevencdo do
espessamento neo-intimal, apés a lesdo mecéanica da artéria, na auséncia de
administracao de fatores de crescimento angiogénico, indicando que a angiogénese
estimula o espessamento intimal, mas ndo o inicia. Esse estudo demonstrou que a
proliferacdo neo-intimal, ap6s lesdo mecéanica de uma artéria, consiste em um
componente independente e outro dependente da angiogénese. A lesdo mecanica
da artéria por si s6 induz a uma resposta angiogénica da adventicia. O aumento
dessa resposta esta relacionado com o aumento da formagéo neo-intimal, a qual,
mesmo com inibicdo da neovascularizacdo, ndo elimina o componente induzido pela
lesédo no desenvolvimento neo-intimal. Por outro lado, foi observada uma correlacao
positiva entre 0 grau da angiogénese adventicial e o espessamento intimal e esse
efeito foi abolido pela coadministracdo de inibidores angiogénicos. Dessa forma, os
autores propdem um modelo de duas fases na formacdo neo-intimal: uma fase
precoce, independente da angiogénese, iniciada por uma lesdo ou estimulo
mecanico e uma fase posterior, dependente da angiogénese, durante a qual a
estimulacdo angiogénica provoca aumento na formacao neo-intimal.

A vasta gama de indutores angiogénicos, incluindo fatores de crescimento,
guimiocinas, enzimas angiogénicas, receptores endoteliais especificos e moléculas
adesivas, representa amplo leque de potenciais terapéuticos para a eliminacdo da
neovascularizacdo patologica. A lista de drogas possiveis contém agentes,
primeiramente, contra fatores de crescimento endotelial (VEGF e mediadores) e
seus receptores. Inibidores endégenos da angiogénese incluem produtos de

clivagem dos componentes matriciais como canstatin e tumstatin do colageno 1V,



28

vatstatin do colageno VIII, restin do colageno XV e endostatin do colageno XVIII.
Outros componentes incluem inibidores sintéticos da invasdo (marimastat,
neovastat, AG-3340), da adesao (vitaxin) e da proliferagdo celular (TNP-470,
talidomida, combretastatin A-4), além de componentes que interferem com os fatores
de crescimento angiogénicos (interferon-alpha, suramin e anélogos), ou seus
receptores (SU6668, SU5416). Para os componentes conhecidos por serem efetivos
em tumores serem benéficos para eliminar a angiogénese da placa dependemos do
conhecimento das caracteristicas de maturacdo e crescimento dos vasos em

diferentes leitos vasculares (figura 2) 5 27.

Figura 2 - Diagrama que ilustra moléculas importantes a angiogénese e potenciais alvos terapéuticos.
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O esquema destaca a capacidade de fatores de crescimento para regular e estimular a angiogénese,
mediada por uma resposta coordenada envolvendo fator de crescimento derivado de plaquetas, o
receptor (PDGR / PDGFR) e angiopoietina (Ang) 133. BM = membrana basal; EC = células endoteliais;
Fator de crescimento de fibroblasto FGF =; Receptor FGFR = fator de crescimento de fibroblastos; Ig
= imunoglobulina; MMP = metaloproteinase; PIGF = fator de crescimento placentario; RGD = &cido
arginina-glicina-aspartico; Tie-2 = tlnica quinase de células endoteliais internas; VEGF = fator de
crescimento endotelial vascular; VEGFR = receptor do fator de crescimento endotelial vascular.

A reducado do fluxo sanguineo nos ramos terminais dos VV, como visto em

pacientes com fatores de risco para aterosclerose, pode desencadear inflamacao
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seguida por aumento de permeabilidade, deposicdo de LDL, fagocitose por
macrofagos e a formacdo de células foam. Estudos sugerem que terapia
antiangiogénica pode trazer beneficios para pacientes pela modulacdo da
vascularizacdo da placa. A prevencdo da proliferacdo dos VV pode representar o
primeiro passo para a terapia contra as complicacdes da placa aterosclerética®.

A existéncia da teoria atual outside-in (de fora para dentro), onde a inflamacéo
vascular comeca na adventicia e avanca para as camadas média e intima opdem-se
a antiga teoria inside-out (de dentro para fora) que descrevia a infiltragdo na parede
vascular de mondcitos através da luz do vaso. Entre os argumentos que favorecem a
teoria outside-in esta a presenca de células imunes e macréfagos na adventicia.
Estudos experimentais demonstraram que a adventicia é a primeira a mostrar
células inflamatérias apds lesdo mecanica por baldo de angioplastia, em artérias
coronérias. Esses resultados sdo coincidentes com estudos em humanos que
reportam a infiltracdo de células inflamatérias da adventicia para a placa, reguladas
pelas células endoteliais dos VV, precocemente a formacédo de foliculos linfaticos
contendo células plasmaticas??.

A neovasculariza¢éo pode agir como conduto para a entrada de leucocitos em
sitios de inflamacdo crbénica. Observou-se, em estudos experimentais, que a
densidade dos VV se correlaciona com a extensdo das células inflamatérias e ndo
com o tamanho do ateroma e que aortas ateroscleréticas promovem a ativacdo da
angiogénese. Por outro lado, o angiostatin inibe a angiogénese e a aterosclerose,
reduz os macrofagos na placa e ao redor dos VV, mas ndo ha um efeito direto do
angiostatin sobre os mondcitos. Apos o blogueio da angiogénese in vivo, o potencial
angiogénico do tecido aterosclerético é reduzido. Macréfagos ativados estimulam a
angiogénese e recrutam mais células inflamatérias. A inibicdo da angiogénese pode
interromper esse feedback e promover a estabilizacdo da placa3®-.

A aprovacéao recente de drogas antiangiogénicas para uso clinico em cancer e
degeneracdo macular aumenta a possibilidade de testar esses agentes como
inibidores da angiogénese da placa aterosclerética. O campo de interesse é testar a
possibilidade de prevenir, destruir ou normalizar neovasos intraplaca, num paralelo
com a oncologia, onde a inibicdo ou a destruicdo dos vasos existentes em tumores
tem sido a area mais estudada na ultima década. A proposta e a demonstracdo de
gue agentes antiangiogénicos podem corrigir a vascularizacdo anormal de tumores

pode ser extrapolada para a correcdo de vasos imaturos da placa aterosclerotica,
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prevenindo hemorragia intraplaca, tornando-se uma questao intrigante quanto a ser
possivel aplicar essas terapias para a aterosclerose. Novos agentes que podem
normalizar a vascularizacdo, sem afetar vasos sadios, podem ser uma estratégia de
tratamento33 35,

A Neovascularizagdo é principalmente mediada pelo fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF). O VEGF € um regulador potente da fisiopatologia da
angiogénese. A inibicdo da neovascularizacdo da placa € um alvo terapéutico em
potencial. Um anticorpo monoclonal recombinante especifico contra VEGF, como o
bevacizumabe, aplicado em oncologia como um potente agente antiangiogénico,
tem sido usado recentemente na forma de stent farmacologico para reestenoses
coronarianas em sindromes coronarias agudas, com seguranca € minimo
crescimento neo-intimal?® 6.

O interesse dos pesquisadores nos ultimos anos esta no desenvolvimento de
modelos animais para a investigacdo de placas vulneraveis. Até agora ndo ha
modelo animal padrdo para esses estudos®’.

A inibicdo local ou sistémica da ativacao inflamatéria tem sido testada. Estudo
experimental demonstrou que em aortas ateromatosas de coelhos, avaliadas por
termografia, a remoc¢édo dos VV foi associada com a diminuicdo da temperatura da
parede vascular, inferindo que a inibicdo da proliferacdo dos VV pode estabilizar as
placas instaveis. Farmacos antiangiogénicos, como 0s usados em oncologia, Sao
testados para a inibicdo da proliferacdo dos VV nas placas ateroscleréticas®’.

Estudos em vivo mostram que o bloqueio da formacao vascular pode reduzir
significativamente a placa intimal?®. Moulton et al. (1999)%® demonstraram que
endostatin e TNP-470, potentes inibidores angiogénicos, reduziram a formacéo
neovascular e o crescimento da placa intimal em aorta de ratos. Stefanadis et al.
(2006)%° em um estudo experimental em coelhos, com dieta aterogénica, concluiram
gue o implante de stent farmacolégico com bevacizumabe, comparado ao stent nédo
farmacoldgico, nas artérias iliacas, € um procedimento possivel e seguro. Stefanadis
et al. (2007)*° mostraram que o uso de anticorpos especificos contra VEGF resultou
em reducdo significativa do crescimento neovascular e espessamento neo-intimal
apos 4 semanas em coelhos com dieta aterogénica. Gossl et al. (2009)* mostraram
que a inibicdo da neovascularizagdo dos VV em suinos, com dieta rica em colesterol,
usando talidomida, reduziu significativamente o espessamento e a formagédo de

placa neo-intimal. Mollmark et al. (2011)* demonstraram que a atividade



31

antiangiogénica do rPAI-123 (proteina inibidora da ativacéo do plasminogénio) induz
ao colapso dos VV e reduz significativamente o colesterol e a area da placa em ratos
hipercolesterolémicos. Kampshulte et al. (2014)* conduziram um estudo
experimental analisando a aorta descendente de ratos alimentados com western
diet, com ou sem talidomida, por 29 semanas, através de nano-CT, revelando que a
area da seccdo transversal da adventicia dos VV foi significativamente reduzida em
ratos tratados com talidomida, acompanhado por uma diminuicdo do namero total de
VV nos cortes, demonstrando uma diminuicdo significativa da area da placa
aterosclerotica.

Baseado no descrito, experimentos de regressdo de placa tém sido
conduzidos com o uso de HDL promovendo transporte lipidico reverso da intima
para a adventicia e a reducdo dos microvasos pelo uso de inibidores angiogénicos
como o endostatin?’.

Nos ultimos anos, um nimero crescente de terapias angiogénicas esta sendo
proposto para facilitar a modulacéo da neovascularizagdo e suas consequéncias em
doencas como cancer e degeneracdo macular. Um conhecimento dos mecanismos
responsaveis pela proliferacdo vascular adventicial e a sua extensao para a camada
intima é necesséario para o estudo de terapéuticas antiangiogénicas aplicaveis a

aterosclerose?0.

2.7 LEGISLACAO E ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

A utilizagdo de animais em experimentos cientificos é descrita desde o século
V a.C., no entanto, a sua crescente aplicacdo ocorreu a partir do inicio do século
XIX. Foi o francés Claude Bernard, considerado o fundador da moderna medicina
experimental, que langou os principios do uso de animais como modelo de estudo e
transposicao para a fisiologia humana na obra Introduccion a L’étude de la Médecine
Expérimentale**, publicada em Paris em 18654 46,

A experimentacao animal € a pratica da utilizacdo de animais com propositos
cientificos ou didaticos. O objetivo do modelo experimental em pesquisa € imitar as
condicdes fisiopatologicas, na busca de informacdes prognosticas, sobre a resposta
organica que determinada intervengédo possa causar e estabelecer um paralelo com

a resposta em seres humanos.
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O uso de animais em experimentos é alvo de muitas criticas, s6 comparavel
aquelas recebidas pelos laboratérios que trabalham com energia nuclear®’. A
questdo do status moral dos animais sempre foi debatida. Muitos filosofos
dedicaram-se a este tema, mas a controvérsia permanece até os dias atuais, nao
havendo consenso quanto a posicdo que 0s animais ocupam em relacdo aos seres
humanos*.

As buscas pela normatizacdo dos cuidados com 0S animais no processo
cientifico acompanham esse tema no cenario internacional. A primeira sociedade
protetora dos animais, a Society for the Preservation of Cruelty to Animals, foi criada
na Inglaterra em 1824. A primeira lei a regulamentar o uso de animais em pesquisa
foi proposta no Reino Unido em 1876, pelo British Cruelty to Animal Act*®.

Em 1909, surge a primeira publicacdo norte-americana sobre aspectos éticos
da utilizacdo de animais em experimentagcdo. Cientistas e movimentos de defesa do
bem-estar e dos direitos dos animais intervém, propondo disciplinar a pratica da
pesquisa cientifica em animais. Russel e Burch (1959), na publicagdo Principles of
Humane Experimental Technique*®, apresentaram o principio dos trés erres:
replacement, reduction, refinement, que significam reduzir o uso de animais ao
minimo, refinar as técnicas de criacdo e de experimentacao e repor ou substituir os
animais por alternativas tecnoldgicas ou por animais menos sensiveis. Esses
principios norteiam e séo citados nos estatutos de cuidados com os animais de
experimentacéo até hoje. O Guide for the Care and Use for Laboratory Animals*®, da
National Academy of Sciences - US, com a primeira publicacdo em 1963 e revisado
em 1965, 1968, 1972, 1978, 1985, 1996 e 2008 (82 edicao) tornou-se referéncia
internacional no uso e cuidado de animais e é exigéncia nos Estados Unidos para a
Politica dos Servicos Publicos de Saude?® 4650,

A publicacédo do livro Animal Liberation (1975)%, do professor Peter Singer,
citado como o livro mais importante sobre ética animal, causou polémicas mundiais e
contribuiu para a inclusdo de uma salvaguarda ao uso de animais na Declaracéo de
Helsinque Il, adotada na 292 Assembleia Mundial de Médicos, no Japdo no mesmo
ano. Em Bruxelas, 1978, a UNESCO estabeleceu a Declaracdo Universal dos
Direitos dos Animais, com grandes temas de discussao®.

A preocupacao social com a crueldade aos animais esta presente no Brasil
desde o século XIX, nos Cdodigos de Posturas Municipais, e datam desse periodo as

primeiras leis relacionadas ao controle animal. Pelo cédigo civil de 1916 (art. 47), os
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animais estavam sob a guarda e responsabilidade humana. Os abusos cometidos na
criacao, transporte, trabalho animal, comercializacdo e diversao foram proibidos em
1924 e 1934. O decreto 24.645 de 1934 foi a primeira norma juridica a contemplar a
protecdo dos animais em atividades cientificas, referindo-se a esse uso como
excecdo. Os animais passaram a ser tutelados pelo Estado e os maus tratos
passiveis de punicdo com multa e até prisdo. A “crueldade contra animais” mesmo
para “fins didaticos ou cientificos”, foi regulamentada como contravencdo penal no
Estado Novo pelo decreto-lei 3.688, de 19414 4,

A lei 5.197 de 1967, “Lei de Protegédo a Fauna”, atualizou as regulamentagdes
dos decretos-lei 24.645/1934 e 5.894/1943 e estabeleceu penas severas para a
posse, a compra, a venda, 0 transporte ou a caca de animal silvestre, além das
listagens de espécies animais ameacados de extincdo. O artigo 14 dispde sobre a
“Casa Cientifica”, concedendo licenga a cientistas de instituigdes oficiais para a
coleta de material destinado para fins cientificos. A lei 5.517, de 1968, estabelece
gue todos os procedimentos anestésicos e/ou cirargicos em animais de producédo ou
silvestres devem ser realizados pelo médico-veterinario e apenas esse pode realizar
anestesia, analgesia e eutanasia*®.

Em maio de 1979, foi publicada a lei n° 6.638, que estabeleceu as Normas
para a Pratica Didatico-Cientifica da Vivisseccao de Animais, exigindo anestesia,
locais apropriados, supervisdo de técnicos especializados e proibindo a presenca de
menores de idade. Dez anos depois, 0 uso de animais na pesquisa cientifica foi
regulado na Constituicdo Federal (CF/88), no artigo 225, estabelecendo que a
coletividade e o Poder Publico sdo responsaveis pela protecdo da fauna, além de
outros dispositivos juridicos relacionados as noc¢fes de crueldade e maus-tratos,
incluindo o trafico de animais. Em 1998, foi sancionada no Brasil a Lei de Crimes
Ambientais (Lei n° 9.605/98), que estabelece crime para quem praticar “ato de
abuso, maus-tratos, ferir ou mutilar animais silvestres, domésticos ou domesticados,
nativos ou exéticos”. Incluem, nas mesmas penas, quem “realiza experiéncia
dolorosa ou cruel em animal vivo, ainda que para fins didaticos ou cientificos,
quando existirem recursos alternativos” 4% 4647, 52,

Durante esse periodo, nascia em 1983 o Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), com objetivo de defender o bem-estar animal e
seu uso racional, capacitar profissionais e lutar por uma legislacdo especifica. Em

2008, passa a chamar-se Sociedade Brasileira da Ciéncia em Animais de
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Laboratorio (SBCAL/COBEA). A SBCAL/COBEA atua para a evolucao da ciéncia de
animais de laboratorio. Participacdes importantes, como na aprovacdo da Lei
11.794/2008%3, demonstra o carater atuante da sociedade na busca pela protecéo e
0 bem-estar de animais de laboratério.

A Lei 11.794 de 2008 (Lei Arouca)®, regulamentada pelo decreto 6.899/09,
revoga a lei 6.638/79 e estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais
incluindo estabelecimentos de ensino superior e educacéo profissional técnica da
area biomédica. A Lei Arouca também cria o Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), torna obrigatoria a constituicdo das Comissdes
de Etica no Uso de Animais (CEUAS) em instituicbes com atividades de ensino ou
pesquisa com animais, além da obrigatoriedade do registro e licenciamento da
instituicdo, criando o Cadastro das Instituicbes de Uso Cientifico de Animais
(CIUCA)?* 52,

O CONCEA ¢ a instancia colegiada multidisciplinar, ligada ao Ministério da
Ciéncia e Tecnologia. Tem como competéncias formular normas relativas a
utilizacdo humanitaria de animais, credenciar instituicdes para criacao ou utilizacdo
de animais, monitorar e avaliar a introducéo de técnicas alternativas, estabelecer e
rever as normas para uso e cuidados com animais, instalagdo e funcionamento de
biotérios, credenciamento de instituicbes e manter cadastro atualizado dos
procedimentos de ensino e pesquisa. O CONCEA, em 2013, lancou a Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos
(DBCA)** e as Diretrizes da Pratica de Eutanasia®, estabelecendo os principios
atuais da experimentagéo animal no Brasil.

A DBCA>* tem por finalidade “apresentar principios de condutas que permitam
garantir o cuidado e 0 manejo éticos de animais utilizados para fins cientificos ou
didaticos”. Os principios estabelecidos nesta diretriz sdo orientacdes para
pesquisadores, professores, estudantes, técnicos, instituicbes, CEUAs e todos os
envolvidos no cuidado e manejo de animais para fins cientificos ou didaticos. As
Diretrizes da Pratica de Eutanasia®®, por sua vez, “objetivam estabelecer
procedimentos que evogquem o minimo de dor e sofrimento com a realidade da
maioria dos estabelecimentos onde a eutanasia é realizada”.

Estudos com animais exigem do pesquisador planejamento cuidadoso,
conhecimento das leis e diretrizes do pais, principios éticos, regras e condi¢bes da

revista em que o trabalho sera publicado e, principalmente, ter conhecimento de
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estudos anteriores na mesma area. O direito dos animais deve ser respeitado, assim

como o desenvolvimento da pesquisa em beneficio da humanidade*®.

2.8 MODELO EM ANIMAL DE DOENCAS DA ESPECIE HUMANA

O modelo animal é usado virtualmente em todos os campos da pesquisa
biologica nos dias de hoje. A relacdo entre os humanos e os animais de outras
espécies ganhou contornos mais definidos e a exploracdo de outras espécies tem
regras e ética estabelecidas. A inferéncia dos resultados do animal para a espécie
humana tem critérios claros e objetivos a serem preenchidos®®.

Em ciéncias biolégicas, um modelo poderia ser comparado ao conceito
estatistico de amostragem. Como existem limitacdes, as vezes intransponiveis, para
se trabalhar com toda uma populacéo, busca-se uma amostra representativa desta
populacdo. Os resultados obtidos com a amostra, em que o trabalho foi exequivel,
transpdem-se para toda a populacéo®’.

Um modelo deve ter caracteristicas suficientes de semelhanca e possuir a
capacidade de ser manipulado sem as limitagdes do objeto imitado, atendendo aos
pressupostos de permitir o estudo dos fendmenos biolégicos ou de comportamento
do animal, além de permitir que um processo patoldgico, espontaneo ou induzido,
possa ser investigado e que o fendbmeno, em um ou mais aspectos, seja semelhante
ao fenébmeno em seres humanos®®.

O objetivo do modelo experimental é imitar as condicfes fisiopatologicas dos
humanos e a escolha do animal experimental é de crucial importancia. O
levantamento das bases de dados da Biblioteca Regional de Medicina cita o rato
como o animal mais usado em pesquisa, seguido pelo camundongo, coelho, céo,
suino e os primatas!? %6,

Para o presente estudo, a escolha do animal para o modelo experimental
deve considerar caracteristicas de disponibilidade, manejo, ganho ponderal,
tamanho, custo, mas, principalmente, as caracteristicas de resposta a leséo
vascular, sistema de fibrindlise e coagulacdo. Os animais utilizados, com maior
frequéncia, como modelo para lesdo aodrtica sdo os suinos, principalmente para

experimentos agudos ou de curta duragdo, evitando a restricdo da elevada
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capacidade de converséo alimentar, que reflete em ganho de peso e crescimento
acelerados'? 13 57,

O uso do suino em pesquisas cientificas € uma pratica antiga. Nos anos de
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 experimentagdo da maneira como o médico grego Galeno o fizera ha
mais de mil anos. Segundo o autor, essa deve ser a mais antiga ilustracdo do uso
desses animais nas diferentes areas da ciéncia. Em 1628, Willian Harvey descreveu
0S mecanismos que regem a circulagdo sanguinea utilizando o suino como animal
de experimentacdo para melhor compreender a fisiologia humana®’.

Hoje estdo amplamente estabelecidas as semelhancas entre a anatomia,
fisiologia e fisiopatologia dos suinos e a dos homens, principalmente no que diz
respeito a aspectos ligados a anatomia cardiovascular, resposta vascular a leséo,
sistema de fibrindlise e coagulacdo, embasando a escolha desse animal como

modelo para o estudo®? 1357,

2.9 MODELO DE LESAO AORTICA

O desenvolvimento de um modelo de lesédo para estudos experimentais deve
levar em consideracdo além da melhor técnica necessaria para a transposicao dos
resultados para os humanos, o uso racional dos animais de laboratério,
necessitando da simplificacdo do ato cirdrgico para reduzir morbimortalidade,
reduzindo sofrimento e perda de animais, a0 mesmo tempo, sendo reproduzivel
numa linha de pesquisa.

Como ja descrito, um modelo de aterosclerose descreve a hiperplasia das
células musculares lisas e formacgdo de células foam sem alteracdo endotelial,
através da oclusdo dos VV adventiciais e isquemia da porcdo externa da camada
meédia, forcando a migracdo dessas células para a superficie interna. A hipoxia
estimula a proliferacdo de células musculares lisas e atracdo leucocitaria, podendo
iniciar a hiperplasia intimal. Portanto, a nova hipdtese sugere que a hipoxia da
parede arterial, a qual é secundaria a oclusao dos VV adventiciais, pode ser a lesao

inicial na aterosclerose® 28,
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A lesdo mecéanica da artéria por si s6 induz a uma resposta angiogénica da
adventicia, sendo observada uma correlagdo positiva entre o grau da angiogénese
adventicial e o espessamento intimal?®. Varios estudos suportam esse conceito.
Wilens et al. (1965) demonstraram que a ligadura das artérias intercostais na aorta
descendente de cdes, com o intuito de bloquear o fluxo dos VV, causou necrose na
camada média 10 dias apds a ligadura, enquanto o ter¢co externo e o interno da
parede ndo estavam necréticos®. A remogdo da gordura periadrtica, que contém os
VV da aorta ascendente de cées, resultou em uma extensa necrose da camada
média e uma diminuicdo na distensibilidade da aorta. Estudos prévios em aorta de
caninos também indicam que a interrupcdo do fluxo nos VV produz mudancas
agudas na distensibilidade e mudancas estruturais na parede adrtica®* 8,

Ha mais de 4 décadas, sabe-se que a resseccdo da adventicia e, por
conseguinte, dos VV, leva a isquemia das camadas mais externas da tinica média’.
Angouras et al. (2000)%® publicaram estudo em suinos submetidos a resseccdo da
adventicia associada a ligadura de intercostais, recobrindo a aorta
circunferencialmente por material ndo poroso (cloreto de polivinil) para prevenir a
fibrose periadrtica e a neovascularizacdo, concluindo que, apés 15 dias, a
interrupgédo do fluxo pelos VV resultou em necrose isquémica das por¢cdes mais
externas da tlnica média, com perda completa das células musculares lisas e da
arquitetura das fibras de colageno e elastina. Fischer (2004)!! realizou experimento
em modelo animal para determinar alteracbes na parede arterial na presenca e na
auséncia da adventicia, demonstrando que, com a eliminacdo da tunica adventicia,
havia reducéo do diametro e aumento da rigidez arterial. Portanto, a importancia
nutritiva dos VV para a parede arterial ndo deve ser subestimada, uma vez que a
ligadura experimental das artérias intercostais, fonte de VV para a aorta
descendente, é capaz de produzir necrose da tdnica média' 1.

No presente estudo, a opcéo foi pela disseccdo de um segmento da aorta
descendente de suinos, com a ligadura de intercostais, sem a remocdo da
adventicia, para realizar a avaliagdo da proliferacdo dos VV, grau de injaria, grau de

inflamacéo e de fibrose intimal.
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2.10 BEVACIZUMABE®®

O bevacizumabe é um anticorpo monoclonal humanizado recombinante,
produzido por tecnologia de DNA recombinante em um sistema de expressao de
célula de mamifero (ovario de hamster chinés), em meio nutriente que contém o
antibiético gentamicina, o qual € purificado por um processo que inclui inativagdo
viral especifica e etapas de remocédo. A gentamicina € detectavel no produto final em
< 0,35ppm. O bevacizumabe é constituido de 214 aminoacidos e tem peso molecular
de, aproximadamente, 149 mil daltons.

O bevacizumabe age reduzindo a vascularizagdo de tumores. Sem o0
suprimento de nutrientes que chega por meio dos vasos sanguineos, 0 crescimento
dos tumores e de suas metastases € inibido. O medicamento comeca a agir logo
apoés a sua administracao.

O mecanismo de acéo desse anticorpo monoclonal humanizado recombinante
ocorre através das suas propriedades farmacodinamicas, ligando-se e neutralizando
seletivamente a atividade bioldgica do fator de crescimento do endotélio vascular
humano (VEGF). O bevacizumabe contém regides estruturais humanas, com regides
ligantes de antigenos de um anticorpo murinho humanizado, que se liga ao VEGF.
Ele inibe a ligagcdo do VEGF a seus receptores, Flt-1 e KDR, na superficie das
células endoteliais. A neutralizacdo da atividade bioldgica do VEGF reduz a
vascularizacdo de tumores, inibindo, assim, o crescimento tumoral. A administracéo
de bevacizumabe (ou de seu anticorpo murino original) a modelos de xenoenxerto
de cancer em camundongos resultou em atividade antitumoral extensa em canceres
humanos, incluindo cancer colorretal, mama, pancreas e prostata. A progressao da
doenca metastatica foi inibida e a permeabilidade microvascular foi reduzida.

Quanto as propriedades farmacocinéticas, de modo geral, com base nos
estudos clinicos, a distribuicAo de bevacizumabe foi caracterizada por baixa
depuracéo, volume limitado do compartimento central (Vc) e meia-vida de eliminagéo
prolongada. Isso permite que 0s niveis séricos terapéuticos desejados de
bevacizumabe sejam mantidos com uma variacdo do esquema de administracao (tal
como uma administracédo a cada duas ou trés semanas). A meia-vida de eliminacéo,
conforme o0 modelo bicompartimental, € de 18 a 20 dias.

Os eventos adversos mais graves sao perfuragdes gastrintestinais,

hemorragia e tromboembolismo arterial.
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A apresentacdo injetavel € em frasco-ampola de 4ml, contendo o principio
ativo bevacizumabe (anticorpo monoclonal anti-VEGF humanizado), em 100mg
(25mg/mL) e excipientes a-trealosediidratado, fosfato de sédio monobasico
monoidratado, fosfato de sodio dibasico, polissorbato 20 e 4gua para injetaveis.

O bevacizumabe, em combinacéo, € indicado para o tratamento de pacientes
com carcinoma metastatico do célon ou do reto. A dosagem padrdo para o cancer
colorretal metastatico, no tratamento de primeira linha, é de 5mg/kg de peso
corporal, administrada uma vez a cada 2 semanas, mantida continuamente até a

progressdo da doenca de base ou até que ocorra a toxicidade inaceitavel.
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3 HIPOTESE

O uso da terapia antiangiogénica reduz a proliferacdo vascular adventicial e
sua extensdo para a camada intima, reduzindo as alteragbes histologicas

secundérias a interrup¢do dos VV, na aorta descendente, em modelo suino.
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4 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho € demonstrar a alteracdo na resposta
histol6gica secundaria a interrupcdo dos VV, na aorta descendente, com o0 uso de

terapia antiangiogénica, em modelo suino.
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5 ARTIGO EM LINGUA PORTUGUESA

RESUMO

JUNIOR CASTRO, C. Alteracdes histologicas secundarias a interrupcdo dos vasa
vasorum na aorta descendente com o uso de terapia antiangiogénica: resultados em
modelo suino / Cyro Castro Junior; orientador Prof. Dr. Adamastor Humberto Pereira
- Porto Alegre, 2016.

OBJETIVO: demonstrar as alteracdes histologicas secundérias ao uso de
bevacizumabe na aorta descendente de suinos submetida a interrup¢éo dos vasa
vasorum.

MATERIAIS E METODOS: em doze suinos, divididos em grupos tratamento e
controle (n=6 cada) foi realizada dissecc¢ao por 5cm da aorta toracica, ligadura das
artérias intercostais e protecdo com polivinil; o grupo tratamento recebeu uma dose
endovenosa Unica de bevacizumabe. Apds quinze dias, os animais foram
sacrificados para retirada da artéria e preparo das laminas histolégicas dos grupos
tratamento, controle e area ndo manipulada dos dois grupos. As laminas foram
analisadas com relacé&o aos graus de angiogénese, injuria, inflamacéo e
espessamento intimal. A analise estatistica foi conduzida através da média e do
desvio-padrao dos escores e as comparacdes entre os grupos foram realizadas pelo
teste de Mann-Whitney. Para obtencé&o de intervalos de confianca de 95% para as
meédias das contagens dos escores utilizou-se a distribuicdo de Poisson, a fim de

determinar o efeito estatistico.
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RESULTADOS: o bevacizumabe causou parefeitos em todos os suinos tratados,
com um Obito. As variaveis analisadas, através da Escala de Magnitude para Efeito
Estatistico, demonstram tendéncia de reducdo da angiogénese e da injuria e de
aumento da inflamacao no limite do moderado. Nao ocorreu modificacdo do
espessamento intimal entre 0os grupos.

CONCLUSAO: a medicacéo utilizada na les&o da parede arterial induzindo hipoxia,
mostrou tendéncia de reducao da angiogénese e da injuria, mas nao reduziu o
processo inflamatorio ou o espessamento intimal da parede arterial. O
bevacizumabe mostrou toxicidade no modelo suino.

PALAVRAS-CHAVE: Vasa vasorum. Neovascularizacdo patolégica. Inibidores da

angiogénese.

INTRODUCAO

Os vasa vasorum (VV) adventiciais, nas artérias sadias, tém a funcéo de nutrir
0 componente externo da parede arterial, enquanto a camada intima € nutrida por
difusdo do oxigénio pelo limen. A ligadura dos ramos intercostais, que dao origem
aos VV adventiciais da aorta descendente, promove uma hipoxia da parede arterial,
desencadeando o processo de neo-angiogénese na tentativa de promover a nutricao
adequada, porém carreando também células inflamatorias em direcdo a camada
intima arterial® 2 3 4,

Estudos sugerem que os VV e a angiogénese tém papel chave no
crescimento da placa de ateroma e no remodelamento arterial e evitar esse
processo pode induzir regressdo das lesGes aterosclerdticas® 6. Agentes

antiangiogénicos demonstraram reduzir a proliferacdo neovascular e o
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desenvolvimento da placa em modelos animais de aterosclerose, quando
administrados cronicamente e em altas doses. O impacto da supressdo da
angiogénese sugere que a reducao da expansao dos VV pode estabilizar ou reverter
a progressdo da doenca. O desenvolvimento de agentes reguladores da
angiogénese pode ter implicacdes terapéuticas na progressao e manifestacdo aguda
da aterosclerose® °.

O objetivo deste trabalho é demonstrar a alteracdo na resposta histologica
secundaria a interrupcdo dos VV, na aorta descendente de suinos, com o0 uso de
terapia antiangiogénica, no intuito de reduzir a proliferacdo vascular na parede
arterial e estabelecer se ha influéncia no espessamento intimal, no grau de

inflamac&o e no grau de injuria.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo experimental com a amostra formada por doze suinos
de raca mista (Large White x Landrance), com 60 a 80 dias de idade e peso variando
entre 20 a 30 kg. Os animais foram divididos em dois grupos, tratamento e controle,
com n=6 em cada. O modelo de lesdo adrtica adotado, associado com a avaliagao
da modificacdo da resposta através de terapia antiangiogénica sistémica, nao
encontra semelhanca na literatura estudada. A amostra foi definida com base em
estudos experimentais em linha de pesquisa semelhante® 7 8, Além da preocupacao
em poupar recursos animais, existem poucas publicacdes cientificas na area para
serem tomadas como base para o calculo da amostra.

O estudo foi aprovado pelo comité de ética do Grupo de Pesquisa e Poés-

graduacéo (projeto 11-0515) e conduzido na Unidade de Experimentacdo Animal do
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Centro de Pesquisa Experimental, ambos do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA). Todos os animais foram alojados em local apropriado e receberam dieta
balanceada para a idade, sem suplementacéo lipidica. Os procedimentos seguiram
as recomendacOes do Guide for the Care and Use for Laboratory Animals
(ILAR/EUA, 1996) e os preceitos da atual legislacdo brasileira (Lei 11794/2008 e
diretrizes do CONCEA).

O estudo foi dividido em duas fases.

12 Fase: o grupo tratamento foi pré-medicado com cimetidina e ondansetrona
para protecdo gastrica e ndo foram utilizados anti-inflamatorios na analgesia, devido
aos parefeitos do bevacizumabe. Todos os animais receberam uma dose profilatica
do antibidtico cefalotina. A anestesia foi geral, com intubacdo endotraqueal, os
animais foram mantidos sob ventilacgdo mecanica com monitorizacao
eletrocardiografica e hemodinamica continua. No pdés-operatorio imediato, foi
aplicado tramadol (2mg/kg) por via intramuscular nos suinos dos dois grupos e
cetoprofeno (2mg/kg) apenas no grupo controle.

A técnica cirtrgica consistiu de lavagem prévia da pele, tricotomia e
antissepsia com alcool iodado a 2%; colocacdo de campos estéreis; incisdo de
toracotomia lateral esquerda no 6° espaco intercostal esquerdo (EIC), abertura por
planos com abordagem da aorta toracica; dissecc¢ao circunferencial junto a gordura
periaortica e ligadura das artérias intercostais por 5 cm distais a emergéncia da
artéria subclavia esquerda; cobertura da area dissecada da aorta com policloreto de
vinila (PVC). No grupo tratamento foi feita a aplicacdo de bevacizumabe 5 mg/kg EV
(dose conforme protocolo para cancer colorretal metastatico). Em ambos os grupos
foi realizada a drenagem do térax em aspiracdo continua até o término do

fechamento e aproximacao dos tecidos por planos com fio de mononylon 0 e 3-0.
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22 Fase: apos 15 dias, 0s suinos receberam preparo e anestesia semelhantes
a primeira fase. A perviedade da aorta toracica foi avaliada pela presenca de pulso
arterial distal a area dissecada. Técnica cirargica também semelhante, porém, com
disseccéo extensa da aorta toracica permitindo a excisdo dessa em area manipulada
(leséo) e ndo manipulada pela cirurgia (sem leséo), irrigacdo do segmento para o
estudo com solucdo de cloreto de sédio a 0,9% e fixacdo em formalina a 10%. A
eutanasia foi realizada apos a coleta do material para o estudo, por meio de dose
letal de cloreto de potassio (solucdo a 50%, aproximadamente 1ml/kg), obtendo seus
efeitos cardiotoxicos sob anestesia geral.

O preparo dos tecidos para a analise histolégica compreendeu dois blocos de
material de cada suino, incluindo a area manipulada (lesdo) e a ndo manipulada
cirurgicamente (sem lesdo) da aorta. O material foi submetido a cortes histoldgicos,
medindo 4um de espessura, para o preparo de laminas histolégicas na Unidade de
Patologia Experimental do HCPA. As laminas de cada segmento (manipulado e n&o
manipulado cirurgicamente) das aortas foram coradas pela Hematoxilina e Eosina
(HE), pelo método de Masson e também pelo método de Weigert — van Gieson, para
destaque das fibras elasticas.

As variaveis consideradas foram a angiogénese, a injuria, a inflamacéo e o
espessamento intimal. A avaliagdo desses parametros histolégicos foi feita através
da adaptacdo de um consenso publicado por Schwartz e Edelman®, ja utilizado em
NOSSO Servico’.

A variavel angiogénese foi graduada em grau 0: ausente; grau 1. envolvendo
o 1/3 externo da camada média da artéria; grau 2: envolvendo de 1/3 até 2/3 da

camada média; grau 3: envolvendo mais de 2/3 da camada média.
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A inflamacéo foi graduada em grau 0: auséncia de células inflamatorias; grau
1: infiltrado celular leve no 1/3 externo da camada média; grau 2: infiltrado celular
moderado de 1/3 até 2/3 externos da camada média; grau 3: infiltrado celular denso
em toda a camada média.

A injuria foi graduada em grau 0: camada média preservada; grau 1: camada
meédia desorganizada no 1/3 externo; grau 2: camada média desorganizada nos 2/3
externos; grau 3: camada média desorganizada na sua totalidade.

O espessamento intimal foi graduado como ausente, minimo e leve de acordo
com o conteudo de células musculares lisas da camada intima, adaptada da
descricdo de Suzuki et al'©.

A andlise estatistica foi conduzida através da sumarizacdo dos dados de
escore por média e desvio-padrdo. As comparacdes entre 0s grupos intervencao e
controle foram realizadas pelo teste n&o-paramétrico de Mann-Whitney. Para
obtencdo de intervalos de confianca de 95% para as médias das contagens dos
escores, utilizou-se a distribuicdo de Poisson, com o intuito de determinar o efeito
estatistico e analisar através da Escala de Magnitude para Efeito Estatistico. O nivel
de significancia adotado foi de p<0,05. Os dados foram analisados com o programa

SPSS, versao 22.0.

RESULTADOS

O bevacizumabe apresentou efeitos adversos em todos 0s suinos tratados,
especialmente hipotensdo, sangramento e lesdes gastricas. Um animal no grupo
tratamento foi excluido do estudo por Obito apds a 12 fase devido a ulcera gastrica

perfurada, com peritonite.
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O segmento manipulado cirurgicamente da aorta estava livre de aderéncias
aos tecidos vizinhos, protegido pela pelicula de polivinil. A avaliagdo macroscopica
das pecas evidenciava as areas de manipulacdo cirdrgica com espessamento
parietal, em relacdo as areas nao dissecadas da mesma artéria.

Na analise das laminas preparadas a partir das pecas onde ndo houve
manipulacdo cirurgica prévia (sem lesao), ndo foram encontradas alteracdes com
relacdo a angiogénese, a injdria, a inflamacédo ou ao espessamento intimal (grau 0)
(figura 1A).

Nas fotomicrografias da parede adrtica (figura 1), pode-se comparar a area
nao lesada (A) com os grupos controle (B) e tratamento (C), onde observa-se o
espessamento intimal e a desorganizacdo das fibras elasticas no 1/3 externo da

camada média e adventicia.

Figura 1: Fotomicrografia da aorta (parcial), area ndo manipulada (A), areas submetidas a
manipulagdo cirdrgica no grupo controle (B) e tratamento (C). Coloragdo HE. Magnificacéo original 8x.

- S o o mmn
4 B .

Notagdo: A: camada adventicia; M: camada média; |: camada intima; LEE: |[Amina eléstica externa;
LEI: lamina elastica interna.

A descricao dos achados a analise histoldgica das pecas dos grupos controle
e tratamento foi sumarizada em média e desvio-padrdo dos graus de angiogénese,

injuria, inflamacédo e espessamento intimal e podem ser vistos na tabela 1. Nao




55

foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos em

nenhuma das variaveis analisadas.

Tabela 1 - Média e desvio padrdo da contagem dos escores.

GRUPO CONTROLE GRUPO TRATAMENTO
MEDIA DP MEDIA DP p
ANGIOGENESE 2,17 0,41 1,80 0,84 0,338
INJURIA 2,17 0,41 2,00 0,00 0,361
INFLAMACAO 1,00 0,00 1,20 0,45 0,273
ESPESSAMENTO 2,00 0,00 2,00 0,71 0,99

Notacéo: DP: desvio padrédo; p: nivel de significancia estatistica.
Fonte: autor.

Para a obtencdo de intervalos de confianca de 95% para as médias das

contagens dos escores utilizou-se a distribuicdo de Poisson, conforme tabela 2:

Tabela 2 - Distribuicdo de Poisson - média, desvio padréo e intervalo de confianca.

GRUPO CONTROLE GRUPO TRATAMENTO
MEDIA DP 95% IC  MEDIA DP 95% IC
ANGIOGENESE 2,17 015 1,89-2,49 1,80 0,33 1,25-2,59
INJURIA 2,17 015 1,89-2,49 2,00 0,00  2.00-2,00
INFLAMACAO 1,00 0,00 1,00-1,00 1,20 0,18 0,90-1,61
ESPESSAMENTO | 2,00 023 1,59-252 2,00 0,28 1,52-264

Notacdo: DP: desvio padrao; IC: intervalo de confianca.
Fonte: autor.

Com base nos dados encontrados atraves da distribuicio de Poisson,
calculou-se o efeito estatistico (ES) encontrado para cada variavel estudada, com
resultado para a angiogénese de -0,58 (-1,79 a 0,63), para a injuria de -0,55 (-1,76 a

0,66), para a inflamacéo de 0,67 (-0,55 a 1,89) e para o espessamento intimal de O (-
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1,19 a 1,19), os quais analisados através da Escala de Magnitude para Efeito
Estatistico'!, demonstraram uma tendéncia de efeito estatistico de reducdo da
angiogénese e da injaria no limite do moderado, podendo atingir grande efeito e de
aumento da inflamacéo de moderado, podendo atingir grande efeito. Com relacdo ao
espessamento intimal, o efeito estatistico foi 0, ou seja, ndo houve alteracéo entre os

grupos controle e tratamento (grafico 1).

Grafico 1: Escala de magnitude para efeito estatistico (ES).
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Fonte: autor, 1.

DISCUSSAO

As semelhancas entre a anatomia, fisiologia e fisiopatologia dos suinos e a
dos homens estdo amplamente estabelecidas, principalmente no que diz respeito a

aspectos ligados a anatomia cardiovascular, resposta vascular a lesao, sistema de
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fibrindlise e coagulacdo, embasando a escolha desse animal como modelo para o
estudo” 12 13,

A lesdo mecéanica da artéria por si s6 induz a uma resposta angiogénica e
espessamento intimal'* 5. O espessamento intimal agravaria a hipéxia da parede
arterial dificultando a nutricdo das camadas mais internas da tunica média. Estudos
prévios em aorta de caninos também indicam que a interrupcdo do fluxo nos VV
produz mudancas agudas na distensibilidade e mudancas estruturais na parede
adrtica, corroborando com esse conceito!® 7. Angouras et al. (2000)2 publicaram
estudo em suinos submetidos a resseccdo da adventicia associada a ligadura de
intercostais, recobrindo a aorta com polivinil, descrevendo que, apos 15 dias, a
interrupcdo do fluxo pelos VV resultou em necrose isquémica das por¢cdes mais
externas da tunica média, com perda da arquitetura das fibras de colageno e
elastina. Fagundes et al.”, em estudo experimental, concluiram que a remogédo da
adventicia da aorta em suinos levou a alteracdes degenerativas da média,
determinando perda da estrutura da parede aortica.

O delineamento deste experimento ndo encontra semelhanga com outros na
literatura pois estuda os efeitos da hipoxia da parede arterial da aorta toracica,
através da ligadura das artérias intercostais, sem a remoc¢éao da camada adventicia
para que o trauma seja minimizado e nao interfira nos achados histologicos e nos
efeitos da terapia antiangiogénica administrada sistemicamente. Como os tecidos
periaorticos poderiam aderir a area dissecada e contribuir na neovascularizacao,
este fator foi controlado pelo envolvimento da aorta por membrana de PVC.

Portanto, pode-se observar que a angiogénese, a injuria, a inflamacéo e o
espessamento intimal desenvolvem-se pronunciadamente com a ligadura de artérias

intercostais, mesmo nao havendo lesdo direta de qualquer camada da parede
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aortica, determinando uma neoformacédo precoce (duas semanas) de vasos na
tunica média. A hipoxia da parede foi suficiente para degradar as fibras elastica do
1/3 externo da tunica média e provocar hiperplasia intimal em todos os espécimes,
corroborando com os achados de pesquisas anteriores” 16. 18,19,

Nos ultimos anos, um numero crescente de terapias antiangiogénicas estao
sendo propostas para interferir na modulacdo da neovascularizacdo e nas suas
consequéncias em doencas como cancer e degeneracdo macular. O conhecimento
dos mecanismos responsaveis pela proliferacdo vascular adventicial e a sua
extensdo para a camada intima é necessario para o estudo de terapias
antiangiogénicas aplicaveis a aterosclerose® 29,

A neovascularizacdo é, principalmente, mediada pelo VEGF, que € um
regulador potente da fisiopatologia da angiogénese. A inibicdo da neovascularizacao
da placa € um alvo terapéutico em potencial. O anticorpo monoclonal recombinante
especifico contra VEGF, bevacizumabe, tem sido usado recentemente na forma de
stent farmacoldgico para tratar reestenoses em coronarias, com seguranca € minimo
crescimento neo-intimal® 19 22,

Estudos em vivo mostram que o bloqueio da neoformacéo vascular pode
reduzir significativamente a placa intimal?®. Moulton et al. (1999)? demonstraram
que os inibidores angiogénicos endostatin e TNP-470 reduziram a formacéao
neovascular e o crescimento da placa intimal em aorta de ratos. Stefanadis et al.
(2007)?% mostraram que o uso de anticorpos especificos contra VEGF resultou em
reducao significativa do crescimento neovascular e espessamento neo-intimal, apos
4 semanas, em coelhos com dieta aterogénica. Gossl et al. (2009)>* mostraram que
a inibicdo da neovascularizacéo dos VV, usando talidomida em suinos com dieta rica

em colesterol, reduziu significativamente o espessamento e a formacdo de placa
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neo-intimal. Mollmark et al. (2011)?® demonstraram que a atividade antiangiogénica
do rPAI-123 (proteina inibidora da ativacéo do plasminogénio) induz colapso dos VV
e reduz significativamente o colesterol e a area da placa em ratos
hipercolesterolémicos. Kampshulte et al. (2014)*¢ conduziram um estudo
experimental com ratos alimentados por western diet, com e sem talidomida, por 29
semanas, analisando a aorta descendente através de nano-CT, que revelou que a
area da seccdao transversal da adventicia dos VV foi significativamente reduzida em
ratos tratados com talidomida, acompanhado por uma diminuicdo do namero total de
VV nos cortes, demonstrando uma diminuicdo significativa da area da placa
aterosclerotica. Entretanto, em nenhum dos trés estudos citados acima, foi testada a
acao da droga em artérias submetidas a isquemia da parede por diminuicdo do fluxo
pelos VV, como estabelecido neste experimento.

Os conceitos fisiopatolégicos de que as por¢cbes mais internas da placa de
ateroma sofrem um processo isquémico que induz neoformacgdao vascular a partir dos
VV e de que esse processo traz um maior numero de células inflamatorias para a
parede arterial sdo bem definidos na literatura 3 % 29, O objetivo deste estudo foi
testar a acdo de um anticorpo monoclonal recombinante especifico contra VEGF
(bevacizumabe), para testar a hipétese de que o uso da terapia antiangiogénica
reduziria as alteragdes histologicas secundarias a hipoxia, induzida pela interrupcao
dos VV na aorta descendente de suinos, através da avaliacdo da proliferacao
vascular, do grau de injuria, da inflamacéao e do espessamento intimal.

Os suinos mostraram-se muito sensiveis aos parefeitos do bevacizumabe.
Todos os animais do grupo tratamento necessitaram cuidados especiais no trans e
poOs-operatorio por parefeitos dessa medicacdo. Os seis suinos do grupo tratamento

apresentaram hipotensdo no momento da administracdo da medicacdo e
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sangramento aumentado, sendo necessarios reposicdo volémica agressiva com
cristaloides e coloides e, em dois casos, 0 uso de droga vasopressora trans-
operataorio.

No pés-operatério, o primeiro e o segundo suinos do grupo tratamento
apresentaram vomitos, diarreia com melena, hematuria, anorexia e dor abdominal,
sendo iniciado tratamento com cimetidina, sucralfato, ondansetrona e
metoclopramida. Para a investigacdo diagnaostica, foi realizada, nesses dois animais,
ecografia abdominal que evidenciou liquido livre na cavidade. O primeiro suino
evoluiu para 6bito no terceiro dia pos-operatério, apesar do tratamento instituido,
revelando, pela necropsia, Ulcera gastrica perfurada com peritonite, sendo excluido
do estudo. O segundo suino evoluiu favoravelmente. Na data da eutanasia
programada para a coleta do material, esse suino também apresentava Ulcera
gastrica, a necropsia. Foi estabelecido um protocolo para a protecdo gastrica pré e
pés-operatério com as medicacdes citadas e contraindicado o uso de anti-
inflamatorios, obtendo-se controle aceitavel desses parefeitos no pés-operatério dos
proximos quatro suinos operados nesse grupo.

A significancia estatistica ndo foi alcancada, para as variaveis analisadas,
devido ao tamanho da amostra. A amostra baseou-se em estudos similares, mas o
modelo utilizado neste experimento tem caracteristicas singulares, sem paralelo nas
publicacdes estudadas, portanto sem dados objetivos para o calculo. Com base na
tendéncia estatistica encontrada neste experimento, a amostra necessaria seria de
dezoito suinos em cada grupo, para alcancar a significancia estatistica. Entretanto, a
nao equivaléncia entre a significancia estatistica e a sua importancia para a pratica
clinica € bem reconhecida. Portanto, ndo é recomendavel incorrer no erro de

interpretacéo de que néo exista a diferenca entre os grupos?’.
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Com base nos achados deste experimento, determinou-se o calculo da
magnitude do efeito estatistico'’ para as variaveis. Na andlise dos resultados,
observou-se uma tendéncia de reducdo da angiogénese e do grau de injaria a
parede do vaso com o0 uso de bevacizumabe, com efeito estatistico proximo ao
moderado. Por outro lado, foi observada uma tendéncia de piora quanto ao grau de
inflamacdo com o uso do anticorpo monoclonal, também com efeito estatistico
moderado, o que contraria 0s achados de alguns estudos, de que a terapia
antiangiogénica diminuiria essa resposta e, por conseguinte, retardaria ou diminuiria
0 processo aterosclerético® 14 20,

Entretanto, ndo foi observada modificacdo em relacdo ao espessamento
intimal nos dois grupos estudados, apesar das diferencas relatadas nas outras
variaveis, mostrando, para essa variavel, um efeito estatistico igual a zero (gréafico
1). Portanto, a angiogénese, induzida pela hipéxia da parede, na fase inicial, parece
ser um fendmeno secundario neste processo e, portanto, ndo tendo influéncia em
reduzir o espessamento intimal. Estes achados levantam a questdo que talvez o
potencial de estabilizar ou reduzir as placas complexas, induzido por algumas
substancias antiangiogénicas, limite-se apenas a capacidade de diminuir o risco de
hemorragia intraplaca néo tendo influéncia em diminuir o grau de inflamacéo ou da
hiperplasia intimal.

O papel da neovascularizacdo na resposta a hipéxia da parede arterial ainda
nao tem uma definicdo conclusiva, ao contrario, € um processo intrincado que
necessita de mais estudos sobre os efeitos fisiolégicos em varios estagios da lesao

arterial.
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CONCLUSAO

Neste estudo, o uso do bevacizumabe sisttmico em modelo suino de lesdo
da parede da aorta, submetida a hipoxia, apresentou uma tendéncia a reducao do
grau de angiogénese e de injuria na parede do vaso. Entretanto, ndo reduziu a
inflamacdo ou o0 espessamento intimal da parede arterial com a terapia
antiangiogénica aplicada. Finalmente, o bevacizumabe mostrou toxicidade neste
modelo animal, evidenciada por alteracdes hemodinamicas, da crase sanguinea e
lesbes gastricas graves, com perfuracdo de viscera, necessitando cuidados trans e

pOs-operatorios intensivos.
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6 ARTIGO EM LINGUA INGLESA

ABSTRACT

JUNIOR CASTRO, C. Histological changes secondary to interruption of vasa
vasorum flow in the descending aorta with the use of anti-angiogenic therapy: results
in a porcine model / Cyro Castro Junior; advisor Prof. Dr. Adamastor Humberto
Pereira - Porto Alegre, 2016.

OBJECTIVE: To demonstrate histological changes secondary to the use of
bevacizumab in the descending aorta of pigs after interruption of vasa vasorum flow.
METHODS: Twelve pigs were divided into control and treatment groups (n =6 each).
It was performed a 5-cm dissection of the thoracic aorta, ligation of the intercostal
arteries and protection with polyvinyl chloride. Pigs in the treatment group received a
single intravenous dose of bevacizumab. After 15 days, the animals were euthanized
and the aorta removed. Histological slides were prepared for control and treatment
groups and for the non-surgically manipulated part of the aorta in both groups. The
slides were analyzed for the degree of angiogenesis, injury, inflammation, and intimal
thickening. Data were expressed as mean (SD) of scores and groups were compared
using the Mann-Whitney test. The Poisson distribution was used to calculate 95%
confidence intervals for the mean scores in order to determine effect statistics.
RESULTS: Bevacizumab had adverse effects on all treated pigs, leading to one
death. The analysis using a scale of magnitudes for effect statistics showed a trend
toward a decrease in angiogenesis and injury and an increase in inflammation for

moderate effects. There was no change in intimal thickening in either group.
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CONCLUSION: The medication used for arterial wall injury inducing hypoxia showed
a trend toward reduced angiogenesis and injury, but with no reduction in the
inflammatory process or intimal thickening of the arterial wall. Bevacizumab showed
toxicity in the porcine model.

KEYWORDS: Vasa Vasorum. Neovascularization, Pathologic. Angiogenesis

Inhibitors.

INTRODUCTION

The adventitial vasa vasorum (VV) of healthy arteries are responsible for
nourishing the outer component of the vessel wall, while the intima is fed by oxygen
diffusion from the lumen. Ligation of the intercostal branches, from which the
adventitial VV to the descending thoracic aorta arise, promotes induced arterial wall
hypoxia, triggering the process of neoangiogenesis in an attempt to promote proper
nutrition while also triggering the migration of inflammatory cells toward the arterial
intimat-4.

The VV and angiogenesis have been suggested to play a key role in
atherosclerotic plaque growth and arterial remodeling, and thus prevention of this
process may induce regression of atherosclerotic lesions. Antiangiogenic agents
have been shown to reduce neovascular proliferation and plaque development in
animal models of atherosclerosis when administered chronically at high doses. The
impact of angiogenesis inhibition suggests that suppression of VV expansion may
stabilize or reverse disease progression. The development of angiogenesis
regulators may have therapeutic implications in the acute onset and progression of

atherosclerosis®®.
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The objectives of the present study were to demonstrate changes in
histological response secondary to interruption of VV flow in the descending aorta of
pigs with the use of antiangiogenic therapy aiming to reduce vascular proliferation in
the aortic wall and to determine whether there is an influence on intimal thickening,

degree of inflammation, and degree of injury.

MATERIALS AND METHODS

An experimental study was conducted with 12 crossbred pigs (Large White x
Landrace) aged 60 to 80 days and weighing 20 to 30 kg each. The animals were
randomly divided into two groups, treatment and control (n =6 each). The model of
aortic wall injury adopted in this study, associated with evaluation of response
change through systemic antiangiogenic therapy, has no similar examples in the
literature reviewed. The sample was defined based on experimental studies in the
same line of research® 7 8, In addition to the concern about saving animal resources,
there are few scientific publications in the area to be used as a basis for sample size

calculation.

All experimental procedures were conducted in the Animal Experimentation
Unit at the Experimental Research Center of Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA), and the study was approved by the Institutional Ethics Committee (protocol
no. 11-0515). All animals were housed in a proper unit and received the same
balanced age-appropriate diet, without lipid supplementation. Animal handling and
experimentation followed international standards and guidelines for the care and use

of laboratory animals and the Brazilian ethical principles of animal experimentation.
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All efforts were made to minimize pain and discomfort, as well as to use only the

minimum number of animals required to produce reliable scientific data.

The study was conducted in two phases.

Phase 1. Pigs in the treatment group were premedicated with cimetidine and
ondansetron for gastric protection. No anti-inflammatory drugs were used for
analgesia due to the adverse effects of bevacizumab. All animals received single-
dose antibiotic prophylaxis (cephalothin). The procedures were performed under
general anesthesia and endotracheal intubation. The animals were maintained on
mechanical ventilation under continuous hemodynamic and electrocardiographic
monitoring. In the immediate postoperative period, tramadol (2mg/kg) was
administered intramuscularly in pigs in the two groups and ketoprofen (2 mg/kg) was

administered only in controls.

Before surgery, the incision site was washed, shaved and cleaned with iodine
alcohol 2%. A left lateral thoracotomy incision was made in the 6th left intercostal
space, with dissection by planes to the thoracic aorta. After circumferential dissection
of the peri-aortic fat, the intercostal arteries were ligated along a segment of about 5
cm distal to the emergence of the left subclavian artery and the dissected aortic area
was coated with polyvinyl chloride (PVC). Pigs in the treatment group received a
single intravenous dose of bevacizumab (5mg/kg, according to the protocol for
metastatic colorectal cancer). In both groups, chest drainage was performed with
continuous suction until the end of the procedure. The incision was closed by planes

with 0 and 3-0 monofilament nylon suture.

Phase 2. After 15 days, all pigs were prepared and anesthetized following the

same protocol used for the first phase. Patency of the thoracic aorta was determined
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by the presence of a palpable arterial pulse distal to the dissected area. The surgical
technique was similar to that performed in Phase 1, with the inclusion of extensive
dissection of the thoracic aorta allowing excision of the aortic segment from both
surgically manipulated (injured) and non-surgically manipulated (uninjured) areas.
The excised segments were irrigated with sodium chloride 0.9%, fixed in 10%

formalin and embedded in paraffin for histological analysis.

After specimen collection, the pigs were euthanized under general anesthesia
with a lethal dose of potassium chloride 50% (1 mL/kg), injected intravenously, which

exerts cardiotoxic effects that quickly cause cardiac arrest.

For histological analysis, two paraffin blocks were prepared for each pig, one
including the surgically manipulated (injured) and the other including the non-
surgically manipulated (uninjured) part of the aorta. From each paraffin block, 4-um-
thick sections were cut and mounted on glass slides. All slides were stained with
hematoxylin and eosin (HE), Masson's trichrome stain and Weigert-van Gieson stain

for analysis of elastic fibers.

The following variables were analyzed: angiogenesis, injury, inflammation, and
intimal thickening. The degree of angiogenesis, injury and inflammation was analyzed
based on criteria adapted from the consensus published by Schwartz and Edelman®,

which has been used in our unit’, and scored on a scale from 0 to 3.

Angiogenesis: (0) absent; (1) involving the outer third of the media; (2)
involving one to two-thirds of the media; and (3) involving more than two-thirds of the

media.
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Injury: (0) preserved media; (1) tissue disruption in the outer third of the media;
(2) tissue disruption in the outer two-thirds of the media; and (3) total media tissue

disruption.

Inflammation: (0) absence of inflammatory cells; (1) mild inflammatory infiltrate
in the outer third of the media; (2) moderate inflammatory infiltrate involving one to

two-thirds of the media; and (3) dense inflammatory infiltrate in the entire media.

Intimal thickening was graded as absent, minimal or mild based on the amount

of smooth muscle cells in the intima (adapted from Suzuki et al'°).

For all variables, data are expressed as mean (SD). Control and treatment
groups were compared using the nonparametric Mann-Whitney test. The Poisson
distribution was used to calculate 95% confidence intervals (95%CI) for the mean
scores in order to determine effect statistics using a scale of magnitudes. The level of
significance was set at p<0.05. Statistical analysis was performed using SPSS,

version 22.0.

RESULTS

Bevacizumab had adverse effects on all treated pigs, especially hypotension,
bleeding, and gastric lesions. One animal in the treatment group was excluded from
the study due to death after Phase 1 caused by a perforated gastric ulcer and

peritonitis.

The injured aortic segment was free of adhesions to the surrounding tissue,

protected by the PVC membrane. Wall thickening of the surgically manipulated parts
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of the aorta was macroscopically evident when compared to the non-surgically

manipulated parts of the same aorta.

In the uninjured specimens, there were no changes regarding angiogenesis,

injury, inflammation, or intimal thickening (score of 0).

In the photomicrographs of the aortic wall, when comparing the uninjured area
(Figure 1A) with injured areas in the control (Figure 1B) and treatment (Figure 1C)
groups, intimal thickening and disruption of elastic fibers were observed in the outer

third of the media and adventitia in the control and treatment groups.

Figure 1. Photomicrograph of the aorta (partial). Non-surgically manipulated area (1A) and surgically
manipulated areas in the control (1B) and treatment (1C) groups. Staining: hematoxylin and eosin.
Original magnification: 8x.
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Notation: A: adventitia ; M: middle layer; I: intima; EEL: external elastic lamina; IEL: internal elastic
lamina.
Source: author.

The histological findings regarding angiogenesis, injury, inflammation, and
intimal thickening in surgically manipulated specimens of bevacizumab-treated and
control animals are shown in Table 1. There were no significant differences between

control and treatment groups in any of the histological parameters analyzed.
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Table 1 — Mean, standard deviation, p.

CONTROL GROUP TREATMENT GROUP
MEAN SD MEAN SD p
ANGIOGENESIS 2,17 0,41 1,80 0,84 0,338
INJURY 2,17 0,41 2,00 0,00 0,336
INFLAMMATION 1,00 0,00 1,20 0,45 0,273
THICKENING 2,00 0,00 2,00 0,71 0,99

Notation: SD: standard deviation; p: level of statistical significance.
Source: author.

The results obtained from the Poisson distribution are shown in Table 2.

Table 2 — Poisson Distribution - mean, standard deviation and confidence interval.

CONTROL GROUP TREATMENT GROUP
MEAN SD 95% ClI MEAN SD 95% ClI
ANGIOGENESIS 2.17 0.15 1.89-2.49 1.80 0.33 1.25-2.59
INJURY 2.17 0.15 1.89 - 2.49 2.00 0.00 2.00 - 2.00
INFLAMMATION 1.00 0.00 1.00 - 1.00 1.20 0.18 0.90-1.61
THICKENING 2.00 0.23 1.59 -2.52 2.00 0.28 1.52-2.64

Notation: SD: standard deviation; Cl: confidence interval.
Source: author.

Based on data obtained from the Poisson distribution, effect statistics was
calculated for each variable: -0.58 (-1.79 to 0.63) for angiogenesis; —0.55 (-1.76 to
0.66) for injury; 0.67 (-0.55 to 1.89) for inflammation; and 0 (-1.19 to 1.19) for intimal
thickening. The analysis using the Scale of Magnitudes for Effect Statistics!! showed

a trend toward a decrease in angiogenesis and injury and an increase in
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inflammation for moderate to large effects, but there was no effect statistic for intimal

thickening (Figure 2).

Figure 2: Scale of magnitudes for effect statistics (ES).
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DISCUSSION

The similarities between pigs and humans regarding their anatomy,
physiology, and pathophysiology are widely established, particularly with regard to
the cardiovascular anatomy, vascular response to injury, and clotting and fibrinolytic
system, thus supporting the choice of pigs as the experimental animal model for this

study’ 12 13,

The mechanical injury to the artery by itself induces an angiogenic response

and intimal thickening'#* 15, Intimal thickening would worsen arterial wall hypoxia,
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hindering the supply of nutrients to the inner layers of the tunica media. Previous
studies in the aorta of dogs also indicate that interruption of VV flow produces acute
changes in distensibility and structural changes in the aortic wall, supporting this
concept® 7. Angouras et al.® in a study in pigs subjected to resection of the
adventitia associated with intercostal artery ligation and coating of the aorta with
PVC, reported that, after 15 days, interruption of VV flow resulted in ischemic
necrosis of the outer layers of the tunica media, with loss of elastin and collagen fiber
architecture. Fagundes et al.”, in an experimental study in pigs, concluded that
removal of the aortic adventitia led to degenerative changes in the media, resulting in

loss of the aortic wall structure.

This experimental design, differently from others described in the literature,
investigates the effects of arterial wall hypoxia of the thoracic aorta by ligating the
intercostal arteries without removing the adventitia so that injury is minimized and
does not interfere with histological findings and the effects of systemically
administered antiangiogenic therapy. Because peri-aortic tissue may adhere to the
dissected area and contribute to neovascularization, this factor was controlled by

coating the aorta with a PVC membrane.

Therefore, we could observe that angiogenesis, injury, inflammation and
intimal thickening showed a marked development after intercostal artery ligation even
without direct injury to any layer of the aortic wall, leading to early formation (2
weeks) of new vessels in the tunica media. Arterial wall hypoxia was sufficient to
degrade the elastic fibers in the outer third of the tunica media in all specimens,

which is consistent with previous findings? 1618 19,

In recent years, an increasing number of antiangiogenic therapies have been

proposed aiming to interfere with the modulation of neovascularization and its
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consequences for diseases such as cancer and macular degeneration. Knowledge of
the mechanisms responsible for vascular adventitial proliferation and their extension
into the intima is required for the study of antiangiogenic therapies applicable to

atherosclerosis®: 29,

Neovascularization is mainly mediated by VEGF, which is a potent regulator of
the pathophysiology of angiogenesis. Inhibition of plaque neovascularization is a
potential therapeutic target. Bevacizumab, a recombinant monoclonal antibody
against VEGF, has been used recently in the form drug-eluting stents to treat

restenosis in coronary arteries with safety and minimal neointimal hyperplasia® 9 21,

In vivo studies have shown that blocking the formation of new vessels can
significantly reduce intimal plaque size?°. Moulton et al.?? demonstrated that two
angiogenesis inhibitors, endostatin and TNP-470, reduced the formation of new
vessels and intimal plaque growth in the aorta of mice. Stefanadis et al.?® showed
that the use of antibodies specific for VEGF resulted in a significant reduction in
neovascular growth and neointimal thickening after 4 weeks in rabbits on an
atherogenic diet. Gossl et al.?* reported that inhibition of VV neovascularization using
thalidomide in pigs on a high-cholesterol diet significantly reduced neointimal
thickening and plague development. Mollmark et al.?®® demonstrated that the
antiangiogenic activity of rPAI-123 (a truncated plasminogen activator inhibitor-1
protein) induces VV collapse and significantly reduces cholesterol and plaque size in
hypercholesterolemic mice. Kampshulte et al.?s conducted an experimental study in
mice fed a western diet with and without thalidomide for 29 weeks, using nano-CT for
evaluation of the descending aortas, and showed that the cross-sectional area of the
adventitial VV was significantly decreased in mice treated with thalidomide,

accompanied by a decrease in the total number of VV per cross-sectional image,
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demonstrating a significant reduction in atherosclerotic plaque area. However, none
of the studies mentioned above tested the action of the drug on arteries subjected to

ischemia of the wall by decreased VV flow as established in this experiment.

The pathophysiological concepts that the inner layers of the atherosclerotic
plaque undergo a process of ischemia, which induces the formation of new vessels
from the VV, and that this process induces the influx of a greater number of
inflammatory cells into the arterial wall are well defined in the literature3 > 20, The
purpose of this study was to investigate the action of a recombinant monoclonal
antibody against VEGF (bevacizumab) and test the hypothesis that the use of
antiangiogenic therapy would reduce histological changes secondary to hypoxia
induced by interruption of VV flow in the descending aorta of pigs by assessing

vascular proliferation and the degree of injury, inflammation, and intimal thickening.

The pigs were found to be very sensitive to the adverse effects of
bevacizumab. All animals in the treatment group required special care intra- and
postoperatively for the adverse effects of this medication. All six pigs in the treatment
group showed hypotension during drug administration and increased bleeding,
requiring aggressive fluid resuscitation with crystalloids and colloids and, in two

cases, intraoperative vasopressor use.

Postoperatively, the first and second pigs in the treatment group had vomiting,
diarrhea with melena, hematuria, anorexia, and abdominal pain, and treatment was
started with cimetidine, sucralfate, ondansetron, and metoclopramide. Abdominal
ultrasound showed free fluid in the cavity. The first pig died on postoperative day 3
despite treatment, and necropsy revealed a perforated gastric ulcer with peritonitis,
this animal was excluded from the study. The second pig progressed favorably. At

the time of euthanasia, which was the date scheduled for specimen collection, this
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pig also showed a gastric ulcer at necropsy. A protocol for gastric protection with pre-
and postoperative administration of the above-mentioned drugs was established and
the use of anti-inflammatory drugs was contraindicated, achieving acceptable control

of these postoperative adverse effects in the next four pigs operated on in this group.

Statistical significance, for the variables analyzed, was not reached due to the
sample size. Samples size calculation was based on studies on the same topic, but
the experimental model used in the present study has unique features and no parallel
in the literature; therefore, there are no objective data to serve as a basis for
calculation. Based on the statistical trend observed in this study, a sample of 18 pigs
per group would be required to reach statistical significance. However, the non-
equivalence between statistical significance and clinical importance is well
recognized. A note of caution is therefore in order not to make the error of

interpretation that there is no difference between groups?’.

Based on the present findings, the magnitude of the effect statistics'* was
determined for each variable. The analysis of the results showed a trend toward a
reduction in angiogenesis and in the degree of injury to the vessel wall with the use
of bevacizumab, with statistical effect close to moderate. Conversely, there was a
trend toward worsening of the degree of inflammation with the use of this monoclonal
antibody, also with a moderate statistical effect, which is in contrast to the findings of
some studies that antiangiogenic therapy would reduce this response and,

consequently, delay or reduce the atherosclerotic process* 4 2°,

However, there was no change in intimal thickening in either group despite the
differences reported in other variables, with a statistical effect equal to zero for this
variable (Figure 2). Therefore, angiogenesis induced by arterial wall hypoxia, at an

early stage, appears to be a secondary phenomenon in this process and thus unable
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to reduce intimal thickening. These findings raise the question that, perhaps, the
potential to stabilize or reduce complex plaques induced by anti-angiogenic agents is
limited only to the ability to reduce the risk of intraplaque hemorrhage, showing no

influence on reducing the degree of inflammation or intimal hyperplasia.

The role of neovascularization in the response to arterial wall hypoxia still
lacks a conclusive definition. Rather, it is an intricate process that requires further

study of the physiological effects at different stages of arterial injury.

CONCLUSION

In this study, systemic bevacizumab use in a porcine model of aortic wall
injury, subjected to hypoxia, showed a trend toward reduced angiogenesis and
vessel wall injury. However, there was no reduction in inflammation or intimal
thickening of the arterial wall with the antiangiogenic therapy applied. Finally,
bevacizumab showed toxicity in this animal model as evidenced by hemodynamic
changes, blood dyscrasia, and severe gastric lesions, with visceral perforation

requiring intra- and postoperative intensive care.
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ANEXOS

FIGURAS

Figuras 3 e 4 - Suino da raca mista Large White x Landrance. Baia para alojamento dos suinos no
pés-operatério, no Centro de Pesquisa Experimental dp HCPA — UFRGS.

Figuras 5, 6 e 7 - Sala de cirurgia do Bloco Cirdrgico Experimental do HCPA - UFRGS. Equipamento
de anestesia e monitorizacao.

Fonte: autor.

Figuras 8 e 9: Inducéo anestésica e vendclise veia marginal da orelha.
' P& A

Fonte: autor.
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a e sondagem naso-gastrica.
\ 1

Figuras 10 e 11 - Intubaiéo oro-tragueal, monitorizacdo pressoric

=

Fonte: autor.

Figuras 12 e 13 - Tricotomia, assepsia e antissepsia com alcool iodado.
S . - : =

e -

Fonte: autor.

Figuras 14 e 15 - Mesa, material cirdrgico e colocacdo de campos estéreis.

Fonte: autor.

Figuras 16 e 17 - Toracotomia lateral esquerda em 6° EIC, abertura por planos, desinsuflacdo do
pulméo esquerdo e visualizagao da aorta toracica.
-~ . ] P f’-.

Fonte: autor.
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Figuras 18 e 19 - Dissecgéo, dominio da aorta toracica descendente, ligadura dos ramos intercostais,
protecao da area dissecada com polivinil.

Fonte: autor.

Figuras 20 e 21 - Aspecto final da cirurgia e bloqueio anestésico intercostal para analgesia.

2

Fonte: autor.

. g
R i
[ S _

Fonte: au’tor.
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Figuras 24 e 25 - Preparo para a 22 fase, toracotomia abaixo da incisédo prévia, abertura por planos,
liberacdo de aderéncias evidenciando a area dissecada da aorta toracica descendente.
2 1

Fonte: autor.

Figuras 26 e 27 - Disseccao da aorta toracica descendente até o diafragma (areas manipulada e nao
manipulada pela cirurgia prévia). Clampeamento, resseccdo da peca em estudo, eutanasia.

o C—

-

Fonte: autor.

Figuras 28 e 29 - Preparo, limpeza e conservagéo da peca cirdrgica em solugao de formol.

Fonte: autor.
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Figuras 30, 31 e 32 - Fotomicrografia da aorta (parcial), ndo submetida a manipulacgéo cirlrgica.
igert e Masson (respectivamente). Mag_rlifjcaggo original 8x.

\

Fonte: autor.

Figuras 33, 34 e 35 - Fotomicrografia da aorta (parcial), submetida a manipulagéo cirirgica no grupo
controle. Coloracao de HE, Weigert e Masson (rgsectivament). Magnificagdo original 8x.
- | G '_i‘/' { Z 7 7 =

Fonte: autor.

Figuras 36, 37 e 38 - Fotomicrografia da aorta (parcial), submetida a manipulagéo cirdrgica no grupo
tratamento. Coloragédo de HE, Weigert e Masson (respectivamente). Magnificacao original 8x.

[
/

Fonte: autor.



TABELAS

Tabela 1 - Média e desvio padrao da contagem dos escores.

88

GRUPO CONTROLE GRUPO TRATAMENTO

MEDIA DP MEDIA DP p
ANGIOGENESE 2,17 0,41 1,80 0,84 0,338
INJURIA 2,17 0,41 2,00 0,00 0,361
INFLAMACAO 1,00 0,00 1,20 0,45 0,273
ESPESSAMENTO 2,00 0,00 2,00 0,71 0,99

Notacdo: DP: desvio padrdo; p: nivel de significancia estatistica.

Fonte: autor.

Tabela 2 - Distribuicdo de Poisson - média, desvio padréo e intervalo de confianca.

ANGIOGENESE
INJURIA
INFLAMACAO

ESPESSAMENTO

GRUPO CONTROLE

GRUPO TRATAMENTO

Notacdo: DP: desvio padrao; IC: intervalo de confianca.

Fonte: autor.

MEDIA DP 95% IC MEDIA DP 95% IC
2,17 0,15 1,89 - 2,49 1,80 0,33 1,25 - 2,59
2,17 0,15 1,89-2,49 2,00 0,00 2.00 - 2,00
1,00 0,00 1,00 - 1,00 1,20 0,18 0,90-1,61
2,00 0,23 159-252 2,00 0,28 1,52 - 2,64



GRAFICOS

Gréfico 1 - Graduacéo das alteracdes histoldgicas relativas a angiogénese.

ANGIOGENESE

GRUPO CONTROLE GRUPO TRATAMENTO
SUINOS

Fonte: autor.

Gréfico 2 - Graduacéo das alteracdes histologicas relativas a injaria.
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Fonte: autor.
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Gréfico 3 - Graduacéo das alteracdes histolégicas relativas a inflamacao.
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Fonte: autor.

Gréfico 4 - Graduacdo das alteracdes histologicas relativas ao espessamento intimal.
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Gréfico 5 — Escala de magnitude para efeito estatistico (ES).
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