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RESUMO

OBJETIVO: analisar, por meio de morfometria digital, a reacdo intimal presente na
artéria cardtida de suinos submetidos a angioplastia isoladamente e a angioplastia
seguida de implante de stent de cromo - cobalto.

MATERIAIS E METODOS: em oito suinos sadios foi realizada a angioplastia isolada
da artéria cardtida comum (ACC) direita e angioplastia com implante de um stent de
cromo — cobalto expansivel por baldo na artéria carétida comum esquerda. Apos
periodo de quatro semanas, os animais foram submetidos a eutanasia para a
retirada de amostras de tecido arterial e preparo de laminas histolégicas divididas do
seguinte modo: grupo 1, segmento meédio da artéria carétida comum direita
(angioplastia isolada); grupo 2, segmento médio da artéria carétida comum esquerda
em localizagdo “intra stent”. As imagens das laminas foram digitalizadas e
analisadas por programa de morfometria digital com calculo da area luminal, area da
camada intima e area da camada média dos cortes histolégicos. A andlise estatistica
foi realizada através da média e desvio padrdo das areas em cada grupo, utilizando-
se Teste t de Student. O valor de p<0,05 foi considerado significativo.
RESULTADOS: na andlise das médias das areas obtidas, foi encontrada maior
hiperplasia em resposta ao implante de stent e diferenca estatisticamente
significativa quando realizada a comparacao entre a area do limen (5,841 x 10°um?
X 1,287 x 10°um?), da lamina elastica interna (6,566 x 10°um? X 1,287 x 10°um?) e
lamina elastica externa (9,832 x 10°um? X 4,559 x 10°um?) dos dois grupos (ATP +
STENT X ATP; medidas em micrdmetros quadrados). Ndo se observou diferenca
significativa do ponto de vista estatistico quando se realizou a comparacao entre as
camadas médias dos dois grupos (3,266 x 10°um? X 3,271 x 10°um?).

CONCLUSAO: o implante de stent de cromo-cobalto expansivel por baldo na ACC
do suino gerou um espessamento intimal maior do que aquele produzido apenas
pela angioplastia, porém este nédo foi suficiente para afetar o [limen arterial.
PALAVRAS-CHAVE: hiperplasia intimal, stents, morfometria, angioplastia, cromo —

cobalto, suinos.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: to analyze, through digital morphometry, the intimal reaction in the
carotid artery of pigs submitted to isolated angioplasty and angioplasty followed by
implantation of cobalt-chromium stent.

MATERIALS AND METHODS: eight healthy pigs had their common carotid artery
(CCA) submitted to isolated angioplasty in the right side and angioplasty plus stenting
in the left side. Four weeks latter, all animals were submitted to euthanasia for arterial
tissue sampling and preparation of histological blades sorted as follows: group 1,
middle segment of common right carotid artery (isolated angioplasty); group 2, middle
segment of common left carotid artery (intra-stent). Blade images were scanned and
analyzed through a digital morphometry program with calculation of luminal, intimal
and media layers area in the histological sections. The statistical analysis was
performed through mean values and standard deviations of the areas in each group,
using the Student’s t-Test. The value of p<0.05 was considered significant.
RESULTS: When compare to angioplasty alone, the stent group showed greater
hyperplasia in response to implantation regarding the lumen area (5.841 x 10°um? X
1.287 x 10%°um?), the internal elastic lamina area (6.566 x 10°um? X 1.287 x 10°um?)
and the external elastic lamina area (9.832 x 10°um? X 4.559 x 10°um?. No
statistically significant difference was observed when comparing the media layers of
both groups (3.266 x 10°um? X 3.271 x 10°um?).

CONCLUSION: angioplasty followed by the implantation of a cobalt-chromium
balloon expandable stent in the CCA of the pig creates more intimal thickening than
angioplasty alone. Nevertheless intimal thickening was not enough to affect the
luminal area thanks to a positive elastic remodeling effect.

KEY WORDS: intimal hyperplasia, stents, morphometry, angioplasty, cobalt-

chromium, pigs.
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1 INTRODUCAO

A geracéo de conhecimento sobre as patologias vasculares e suas formas
de tratamento leva ao desenvolvimento de materiais e avancos nas tecnologias
existentes. Com o advento e popularizacdo da angioplastia transluminal percutanea
surgiram os desafios a longo prazo das intervencdes endovasculares, em especial a
re-estenose ou hiperplasia intimal. Acompanhando os problemas surgidos em
decorréncia da hiperplasia intimal a ciéncia e a industria desenvolvem e testam
materiais e medicamentos com o intuito de contornar esses problemas e prolongar a
sobrevida dos pacientes. O uso de stents de cromo-cobalto j& é bem estudado na
circulacdo coronariana, porém é carente de estudos na circulacdo periférica. Nao
existem estudos em animais objetivando mensurar a resposta intimal em artérias

periféricas ao implante de stent de cromo — cobalto.



13

2 REVISAO DA LITERATURA

Apesar dos avancos significativos da angioplastia transluminal percutanea
(ATP) e do uso dos stents nas lesdes ateroscleréticas focais, a re-estenose
permanece como o principal limitante a longo prazo das intervencdes
endovasculares “®. Parece provavel que a liga da qual o stent é confeccionado
desempenhe papel importante na resposta intimal secundaria ao seu implante ¢4,
Apesar de alguns estudos experimentais apresentarem resultados promissores com
relacdo as ligas biodegradaveis, estes resultados ainda ndo foram confirmados em

seres humanos ©9,

A maioria dos stents comercialmente disponiveis s&o
confeccionados com ligas metélicas. Estas diferem entre si ndo s6 apenas em
relagdo as suas caracteristicas mecéanicas — biofuncionalidade -, mas também por
sua compatibilidade com o organismo — biocompatibilidade ®”). Esses dois fatores,
biofuncionalidade e biocompatibilidade, sdo de grande importancia quando
analisamos os processos inflamatérios e de proliferacdo celular na parede arterial
(3.7-9)

O processo de re-estenose pos ATP é um processo multifatorial dependente
de dois mecanismos basicos: hiperplasia intimal e remodelamento arterial
geométrico %Y,

Estudos experimentais tém demonstrado que, em resposta a lesdo vascular
de qualquer natureza, existe uma migracdo e proliferacdo de células musculares
lisas para a camada intima com sintese e deposicdo de matriz extracelular. Tais

eventos sdo criticos na fisiopatologia da hiperplasia intimal que conduz a re-

estenose 2.
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A ATP com cateter baldo é atualmente aceita ndo s6 como um meétodo
terapéutico da doenca arterial oclusiva, mas também como um modelo de leséo
vascular 3%, O estiramento mecanico circunferencial da parede arterial provocado
pela ATP leva a laceracdo da lamina elastica interna, estiramento das fibras de
colageno e elastina da camada média e adventicia. A lesdo endotelial é
acompanhada de disfuncdo endotelial com subseqiente agregacdo plaquetaria a
superficie lesada e reacao inflamatéria que pode atingir todas as camadas da
parede vascular. Além disso, alteracbes hemodindmicas secundarias ao trauma
vascular podem desencadear respostas celulares responsaveis pela contracéo
arterial, contribuindo assim para o crescimento fibrocelular da intima. As células
musculares lisas adquirem um fenaétipo sintético-proliferativo e migram para a intima
constituindo-se nas células dominantes da hiperplasia intimal ¢+,

Os stents foram desenvolvidos com o objetivo de dar suporte mecéanico a
parede arterial. Comparativamente a angioplastia com baldo, o uso de stents
melhora os resultados a curto e médio prazo por meio da diminuicdo do
remodelamento arterial negativo. Entretanto, a hiperplasia intimal permanece como
um problema clinico importante e é o fator mais importante no processo de re-
estenose. A longo prazo, pelo menos quatro mecanismos estdo envolvidos no
processo de hiperplasia intimal apos o implante de stent: a lesdo vascular provocada
pela sua implantagdo; a presencga continua de um corpo estranho intravascular; a
tensdo crénica na parede vascular e a re-endotelizacéo retardada *°.

Tanto a hiperplasia intimal como o aumento da trombogenicidade local séo
determinadas pelas caracteristicas da liga metalica da qual é confeccionado o stent

e de como a sua superficie é tratada . As ligas metalicas com as quais os stents

sdo confeccionados visam biofuncionalidade e biocompatibilidade, sendo que a
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primeira caracteristica foi relativamente facil de obter a partir dos materiais
desenvolvidos no fim do século XX. Porém a selecdo de materiais deve ser
orientada principalmente no sentido da biocompatibilidade cujos aspectos principais
a serem considerados séo a suscetibilidade do material & corroséo e os efeitos desta
corrosdo no organismo. Das principais ligas utilizadas na confec¢do de stents (ago
inoxidavel, cromo - cobalto e nitinol), 0 aco inoxidavel € o mais passivel de corroséao
e deveria, em tese, ser utilizado de modo temporario. As ligas de titanio e cromo-
cobalto ndo sofrem corrosdo no organismo, porém liberam ions metalicos que se
depositam nos tecidos adjacentes ao implante e ndo dispomos de estudos para
avaliarmos as complicacdes deste processo a longo prazo .

O conhecimento da patogénese da re-estenose envolvendo o processo
inflamatorio € crucial para o desenvolvimento de uma terapia adequada.

Em modelos experimentais e em humanos esta bem estabelecido que o
grau de lesdo provocado pela angioplastia e pelo stent relaciona-se diretamente com
a hiperplasia intimal ** '3 ) Entretanto s6 havera o desenvolvimento de uma les&o
estendtica quando o processo de hiperplasia intimal exceder o ganho luminal obtido
com a angioplastia e/ou o implante de stent. Modelos animais de grande porte, como
os suinos, parecem refletir melhor a patogénese da re-estenose, com claras
vantagens em relacdo aos animais de menor porte (camundongos e coelhos),
principalmente no que diz respeito ao preparo pré-operatorio dos mesmos, bem

como o manuseio de suas artérias ¢

. Estudos em camundongos sugerem que
também pode haver participacdo de células tronco progenitoras provenientes da
medula dssea neste processo ”). O fator limitante no uso de modelos animais é a

falta de doenca arterial aterosclerética preexistente, como nos humanos. A

suplementacao lipidica alimentar possibilita a inducdo de placas de aterosclerose
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vulneraveis a embolizacdo *®, mas o processo de hiperplasia intimal e re-estenose é
similar ao de animais que recebem dieta normal °. Portanto, ndo parece haver
vantagem no uso de modelos suinos submetidos a dieta aterogénica.

O periodo de quatro semanas para a coleta dos cortes histolégicos é
suficiente para estudos experimentais de hiperplasia intimal pos ATP. Estudos
anteriores demonstraram desenvolvimento completo de hiperplasia intimal
semelhante ao desenvolvido por humanos em periodo de 28 dias 2429,

Em nosso meio, Pasa et al. avaliaram, através de morfometria digital, o
espessamento intimal presente na artéria carotida de suinos submetidos ao implante
de stent de aco inoxidavel 316L sem angioplastia, concluindo que este € maior que o

imposto pela lesdo do vaso contralateral pelo sistema introdutor ©?

. Portanto, a
simples presenca do stent, mesmo sem ruptura da membrana elastica interna, &
capaz de provocar hiperplasia intimal. Grudtner ?? e Dutra *® estudaram o processo
de formacdo neointimal em aorta de suinos submetidos a ATP com stents de aco
inoxidavel 316L recobertos de Politetrafluoroetileno expandido (e-PTFE) e Dacron,
respectivamente, comparados a stents ndo recobertos. Ambos ndo evidenciaram
diferencas entre seus grupos de estudo, porém confirmaram que, independente do
stent ser recoberto ou ndo, ha neoformacao intimal significativa. Castro Junior ¥
avaliou a resposta neointimal a angioplastia associada ao implante de stent de aco
inoxidavel 316L em artérias iliacas de suinos comparada com a simples angioplastia
na artéria iliaca contralateral. Nesse estudo, a presenca do stent se associou a um
maior processo de hiperplasia intimal, mas sem comprometimento da area da luz
vascular devido ao remodelamento elastico positivo. Estes estudos realizados em

nosso meio se limitaram a estudar a hiperplasia intimal nas margens do stent, ja que

nao utilizaram seccgdes transversas da regido aonde foi implantada o stent.
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Todos os estudos até o momento se limitaram a estudar o comportamento
da liga de cromo-cobalto na circulacédo coronariana, onde o dispositivo se associou a
menor hiperplasia intimal que as outras ligas metalicas 2%

Inicialmente, a obtencdo de seccdes finas de material histolégico para
exame ao microscopio era feita manualmente com a utilizacdo de navalhas. No final
do século XIX, Chevalier e Purkinje desenvolveram, em instituicdes distintas, os
primeiros aparelhos mecanicos para este fim. Os primeiros micrétomos mecanicos
de precisdo consistiam de uma superficie fixa e lisa de metal, sobre a qual se afixava
um bloco de parafina contendo o material a ser seccionado. Um suporte para a
lamina de corte podia entdo ser deslocado repetidamente sobre o mesmo, em
alinhamento preciso sobre a navalha®”. A navalha de tugsténio é superior & navalha
de diamante pois mantém as hastes dos stents intactas nas sec¢des transversas,
minimizando os artefatos potenciais causados pela retirada dos stents.

Os cortes histoldgicos nos estudos anteriores visaram avaliar a hiperplasia
intimal e o limen arterial remanescente apds o procedimento. Nesses estudos a
area luminal foi obtida por medida direta da area delimitada pelo endotélio ou stent.
A é&rea da intima foi obtida subtraindo-se a area luminal da area delimitada pela
lamina elastica interna. A area da camada média foi obtida a partir dos valores das
areas luminal e intima e subtraindo-se do valor encontrado da lamina elastica
externa.

Os stents compostos com ligas de cromo — cobalto foram desenvolvidos com
a finalidade de serem utilizados em artérias de menor calibre e mais tortuosas. Essa
caracteristica dos stents se deve ao fato da liga de cromo — cobalto produzir um
composto mais resistente e mais flexivel, se comparado ao aco inoxidavel. Suas

hastes sdo mais finas e promovem uma forca radial maior, permitindo o tratamento
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de lesdes ateroscleréticas mais tortuosas e calcificadas, principalmente no territorio
coronariano ®®. Teoricamente, a menor espessura das hastes destes stents e
portanto, menor quantidade de metal utilizado, poderia estar relacionados a uma
melhor biotolerancia. Outra caracteristica dos stents de cromo — cobalto é a
possibilidade dos pacientes em uso destes dispositivos poderem ser submetidos a
exames de ressonancia magnética. Estudos experimentais em artérias coronarias de
suinos demonstraram que stents confeccionados com ligas de cromo-cobalto,
guando revestidos de um polimero (polyphosphazene - Polyzene-F), podem
provocar menor formacdo neointimal, quando comparados com stents de aco
inoxidavel revestido pelo mesmo polimero®). Entretanto ndo ha estudos

experimentais em artérias periféricas que corroborem esses achados.
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4 OBJETIVO

Analisar, comparativamente, por meio de morfometria digital, o
espessamento intimal presente na artéria carétida de suinos submetidos a
angioplastia isoladamente e a angioplastia seguida de implante de stent de cromo -

cobalto.
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ANALISE MORFOMETRICA DA CAROTIDA DE SUINOS SUBMETIDOS A
ANGIOPLASTIA COM IMPLANTE DE STENT DE CROMO - COBALTO.

RESUMO

OBJETIVO: analisar, comparativamente, por meio de morfometria digital, a reacao
intimal presente na artéria cardtida de suinos submetidos a angioplastia
isoladamente e a angioplastia seguida de implante de stent de cromo - cobalto.
MATERIAIS E METODOS: em oito suinos sadios foi realizada a angioplastia isolada
da artéria cardtida comum (ACC) direita e angioplastia com implante de um stent de
cromo — cobalto expansivel por baldo na artéria carétida comum esquerda. Apds
periodo de quatro semanas, os animais foram submetidos a eutanasia para a
retirada de amostras de tecido arterial e preparo de laminas histolégicas divididas do
seguinte modo: grupo 1, segmento médio da artéria car6tida comum esquerda em
localizac&o “intra stent”; grupo 2, segmento médio da artéria carétida comum direita
(angioplastia isolada). As imagens das laminas foram digitalizadas e analisadas por
programa de morfometria digital com calculo da area luminal, area da camada intima
e area da camada média dos cortes histoldgicos. A andlise estatistica foi realizada
através da média e desvio padrao das areas em cada grupo, utilizando-se Teste t de
Student. O valor de p<0,05 foi considerado significativo.

RESULTADOS: na andlise das médias das areas obtidas, foi encontrada maior
hiperplasia em resposta ao implante de stent e diferenca estatisticamente
significativa quando realizada a comparacgéo entre a area do lumen (5,841 x 10%um?
X 1,287 x 10°um?), da lamina elastica interna (6,566 x 10°um? X 1,287 x 10°um?) e
lamina elastica externa (9,832 x 10°um? X 4,559 x 10°um?) dos dois grupos (ATP +

STENT X ATP; medidas em micrometros quadrados). Ndo se observou diferenca
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significativa do ponto de vista estatistico quando se realizou a comparacao entre as
camadas médias dos dois grupos (3,266 x 10°um? X 3,271 x 10°um?).
CONCLUSAO: o implante de stent de cromo-cobalto expansivel por baldo na ACC
do suino gerou um espessamento intimal maior do que aquele produzido apenas
pela angioplastia, porém este nao foi suficiente para afetar o [limen arterial.
PALAVRAS-CHAVE: hiperplasia intimal, stents, morfometria, angioplastia, cromo —

cobalto, suinos.
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INTRODUCAO

Apesar dos avancos significativos da angioplastia transluminal percutanea
(ATP) e do uso dos stents nas lesbes aterosclerdticas focais, a re-estenose
permanece como o principal limitante a longo prazo das intervencodes
endovasculares . Parece provavel que a liga da qual o stent é confeccionado
desempenhe papel importante na resposta intimal secundaria ao seu implante 9,
Apesar de alguns estudos experimentais apresentarem resultados promissores com
relacdo as ligas biodegradaveis, estes resultados ainda ndo foram confirmados em

seres humanos &9,

A maioria dos stents comercialmente disponiveis séo
confeccionados com ligas metalicas que diferem entre si ndo sO pelas suas
caracteristicas mecanicas - biofuncionalidade -, mas também por sua
compatibilidade com o organismo — biocompatibilidade ©”. Esses dois fatores sdo
de grande importancia quando analisamos o0s processos inflamatérios e de
proliferacéo celular na parede arterial ¢79.

O processo de re-estenose pdés ATP é um processo multifatorial dependente
de dois mecanismos basicos: hiperplasia intimal e remodelamento arterial
geométrico %Y,

Estudos experimentais tém demonstrado que, em resposta a leséo vascular
de qualquer natureza, existe uma migracdo e proliferacdo de células musculares
lisas para a camada intima com sintese e deposicdo de matriz extracelular. Tais
eventos sao criticos na fisiopatologia da hiperplasia intimal que conduz a re-
estenose ™),

A ATP com cateter baldo é atualmente aceita ndo s6 como um método

terapéutico da doenca arterial oclusiva, mas também como um modelo de leséo
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vascular 3%, O estiramento mecanico circunferencial da parede arterial provocado
pela ATP leva a laceracdo da lamina elastica interna, estiramento das fibras de

colageno e elastina da camada média e adventicia. A lesdo endotelial é

Q-

acompanhada de disfuncéo endotelial com subseqiente agregacdo plaquetaria
superficie lesada e reacdo inflamatdria que pode atingir todas as camadas da
parede vascular. Além disso, alteracdes hemodindamicas secundéarias ao trauma
vascular podem desencadear respostas celulares responsaveis pela contracéo
arterial, contribuindo assim para o crescimento fibrocelular da intima. As células
musculares lisas adquirem um fenaétipo sintético-proliferativo e migram para a intima
constituindo-se nas células dominantes da hiperplasia intimal ¢+,

Os stents foram desenvolvidos com o objetivo de dar suporte mecéanico a
parede arterial. Comparativamente a angioplastia com baldo, o uso de stents
melhora os resultados a curto e médio prazo por meio da diminuicdo do
remodelamento arterial negativo. Entretanto, a hiperplasia intimal permanece como
um problema clinico importante e é o fator mais importante no processo de re-
estenose. A longo prazo, pelo menos quatro mecanismos estdo envolvidos no
processo de hiperplasia intimal apds o implante de stent: a leséo vascular provocada
pela sua implantacé@o; a presenga continua de um corpo estranho intravascular; a
tensdo crénica na parede vascular e a re-endotelizacéo retardada *°.

Tanto a hiperplasia intimal como o aumento da trombogenicidade local séo
determinadas pelas caracteristicas da liga metalica da qual é confeccionado o stent
e de como a sua superficie é tratada . As ligas metalicas com as quais os stents
sdo confeccionados visam biofuncionalidade e biocompatibilidade, porém a selecao

de materiais deve ser orientada principalmente no sentido da biocompatibilidade

cujos aspectos principais a serem considerados sao a suscetibilidade do material
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a corrosdo e os efeitos desta corrosdo no organismo. Das principais ligas
utilizadas na confecc¢éo de stents (aco inoxidavel, cromo - cobalto e nitinol), o0 aco
inoxidavel é o mais passivel de corrosdo e deveria, em tese, ser utilizado de
modo temporario. As ligas de titanio e cromo-cobalto ndo sofrem corrosdo no
organismo, porém liberam ions metalicos que se depositam nos tecidos
adjacentes ao implante e nao dispomos de estudos para avaliarmos as
complicacdes deste processo a longo prazo .
O conhecimento da patogénese da re-estenose envolvendo 0 processo
inflamatério € crucial para o desenvolvimento de uma terapia adequada.
O presente estudo visa analisar, comparativamente, por meio de
morfometria digital, a reagdo intimal presente na artéria carétida de suinos
submetidos a angioplastia isoladamente e a angioplastia seguida de implante de

stent de cromo - cobalto.
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MATERIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido com oito suinos da raca Large-White, originados de
diferentes matrizes, com idade média de 08 semanas e peso aproximado de 20 Kg
(18-22kg), apos aprovacdo do Comité de Etica do Grupo de Pesquisa e Pés-
Graduacéao do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Foram utilizados para o experimentos stents expansiveis por baldo com
diametro final de 4mm e 16mm de comprimento cedidos pela Empresa EUCATECH,
sem conflitos de interesses, conforme Resolucdo do Conselho Federal de Medicina
n° 1595/2000.

Os procedimentos cirargicos foram conduzidos sob anestesia geral venosa
seguida de infiltracdo com anestésico no local da incisdo. Os animais foram
submetidos a um jejum alimentar de 12 horas e sedados com Cloridrato de
Cetamina (15mg/kg) e Midazolam (0,5mg/kg) aplicados por via intramuscular. Apos
foi realizada a vendclise da veia marginal da orelha com cateter de teflon 20G e
aplicacao de Cefazolina 1g intravenosa antes de iniciar o procedimento. O animal foi
pré-oxigenado durante 5 minutos antes da inducdo anestésica realizada com
Propofol (1mg/kg). A manutencédo da anestesia geral foi realizada com infuséo de
Propofol (0,8mg/kg/min) e a reposicéo hidrica foi obtida com solugéo fisiologica de
0,9% a 5ml/kg/hora. Para analgesia no transoperatorio foi utilizado Citrato de
Fentanil (50 microgramas/kg) endovenoso e infiltragcdo local de cloridrato de
bupivacaina a 0,5% sem vasoconstrictor como anestésico local (1mg/kg).

No pos-operatorio imediato foi aplicado Cetoprofeno (2mg/kg) por via

intramuscular.
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No trans operatério os animais foram submetidos a inguinotomia esquerda
com disseccao da artéria femoral comum (figura 1). Através de puncao direta da
artéria femoral comum por agulha 18G foi avancado um fio-guia 0.035” hidrofilico e
inserido um introdutor 6F. Sob controle fluoroscopico, o fio-guia foi direcionado até o
arco aortico acompanhado de um cateter pig-tail e, apos realizacdo de aortografia e
identificacdo das artérias carétidas comuns, foi realizado cateterizacdo seletiva da
artéria carétida comum esquerda com cateter vertebral 5F, troca do fio guia 0,035”
por fio guia 0,014” seguido de angioplastia e implante de stent expansivel por baldo
(4mm x 16mm) no segmento médio do vaso com pressdao de 8 ATM por 30
segundos. A seguir realizou-se cateterizacdo seletiva da artéria carotida comum
direita e angioplastia por 30 segundos com pressdo de 8 ATM também no seu 1/3
médio com cateter baldo 4x16mm. O didmetro do cateter-baldo selecionado foi de
10-20% superior ao diametro da artéria carétida comum normal de suinos nessa
faixa etéria e teve por objetivo provocar “oversizing” e consequente estiramento
circunferencial. Apdés os procedimentos descritos foi realizada arteriografia de
controle para confirmacao da perviedade arterial.

As arteriografias foram realizadas através de cateter pig-tail e vertebral 5F
com injecdo manual de 1 ml/kg de Lotalamato de Meglumina, utilizando-se um
aparelho de Rx portatil (Fluoroscopio SK7-3) e gravadas em DVD (Samsung).

No periodo pos-operatorio os animais foram alojados em baias especificas
para este fim, sob orientacdo de Médico Veterinario colaborador e liberada dieta 12h
ap0s a cirurgia. Os animais receberam &gua corrente “ad libitum” e foram
alimentados com a mesma racdo, balanceada para a idade e sem suplementacao
lipidica adicional. Ao final de trinta dias os animais retornaram a Unidade de

Experimentacdo Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, novamente
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anestesiados e submetidos a eutanasia, conforme o protocolo do Centro de
Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Os espécimes retirados foram enviados para analise morfométrica digital
realizada no Laboratério de Patologia do Instituto do Coracdo do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Os cortes
histol6gicos foram obtidos utilizando-se micrétomo de impacto (Polycut S, Leica,
Alemanha) equipado com navalha de tungsténio de 16 cm, tipo D (Leica, Alemanha),
com 5 um de espessura.

As laminas encaminhadas para analise morfométrica foram coradas pelo
meétodo de Verhoeff / Van Giesson (figuras 2, 3 e 4), e as medidas morfométricas
foram realizadas através de sistema de analise digital de imagens Quantimet 500
acoplado a microscopio Leica, com objetiva de 2,5x, sem a interferéncia do
observador, mantido “cego” na mensuracao. Para cada segmento analisado, foram
medidas a area da luz, a area interna as laminas elasticas interna (correspondendo a
luz que haveria em caso de inexisténcia de proliferacéo intimal) e externa (diametro
externo do vaso) e a area que corresponde aproximadamente a ligacdo dos pontos
mais internos dos perfis de stent presentes na lamina (ou seja, area aproximada
delimitada pelo stent, em caso de inexisténcia de proliferacdo intimal). Com base
nesses resultados, foram calculadas as areas de neointima e da tanica média. Foi
também medida a area total ocupada pelos fragmentos de stent presentes no corte,
bem como o grau de obstrucédo neo-intimal. As médias das espessuras da parede
como um todo, da camada intima e da camada média, nos pontos com stent e nos
pontos intermediarios entre estes, foram calculadas a partir das medidas de tantos

quantos fossem os perfis de stent presentes em cada corte; adicionalmente,
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calculou-se de maneira semelhante as médias das menores distancias entre o stent
e a luz arterial e entre o stent e o limite externo do vaso (lamina elastica externa).

A analise dos dados foi realizada através do programa SSPS for Windows
através da estatistica descritiva, utilizando-se a média e o desvio padrdo para as
variaveis paramétricas. Na comparacao entre os grupos foi utilizado o teste “t” de

Student. O nivel de significancia (alfa) considerado foi de 5%.
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RESULTADOS

A perviedade do stent e da area submetida a angioplastia foram avaliadas
diretamente, durante a coleta das amostras de tecidos. A avaliacdo macroscopica
das pecas evidenciava reacdo inflamatoria perivascular adjacente as areas de
angioplastia e implante do stent, este bem aderido a parede do vaso.

A avaliacdo morfométrica digital e andlise estatistica foram conduzidas
através das médias e dos desvios padrbes das areas luminal, intimal e camada
meédia das pecas analisadas. Os dados foram obtidos a partir do segmento médio da
artéria cardtida submetida a angioplastia e do segmento médio do stent, cortado com
micrétomo com navalha de tungsténio, visando o estudo intra stent do processo de

hiperplasia intimal. Os animais foram divididos em grupo 1 — ATP + Stent e grupo 2 —

ATP.
Tabela 1 - Dados de Morfometria (n=8)
Variavel Grupo Média Desvio Padréo Erro Padréo P

1 5,841 X 10° 2,200 X 10° 0,777 X 10°

Lamen p = 0,001
2 1,287 X 10° 0,956 X 10° 0,338 X 10°
1 6,566 X 10° 2,240 X 10° 0,792 X 10°

LEI p < 0,001
2 1,287 X 10° 0,956 X 10° 0,338 X 10°
1 9,832 X 10° 2,787 X 10° 0,985 X 10°

LEE p =0,991
2 4,559 X 10° 1,685 X 10° 0,595 X 10°
1 3,266 X 10° 1,134 X 10° 0,401 X 10°

Média p = 0,002
2 3,271 X 10° 0,763 X 10° 0,269 X 10°

*Medidas de area expressas em micrometros quadrados.
TLEI: Lamina Elastica Interna

1LEE: Lamina Elastica Externa
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Observou-se maior espessamento intimal (grafico 1) secundario ao implante
de stent (grupo 1) quando comparada ao grupo em que se realizou apenas a
angioplastia (grupo 2), porém nao houve diferenca quando se comparou a reagao

tecidual na camada média.
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DISCUSSAO

Em modelos experimentais e em humanos esta bem estabelecido que o
grau de lesdo provocado pela angioplastia e pelo stent relaciona-se diretamente com
a hiperplasia intimal 213 Entretanto s6 havera o desenvolvimento de uma les&o
estendtica quando o processo de hiperplasia intimal exceder o ganho luminal obtido
com a angioplastia e/ou o implante de stent. Modelos animais de grande porte, como
0s suinos, parecem refletir melhor a patogénese da re-estenose, com claras
vantagens em relacdo aos animais de menor porte (camundongos e coelhos),
principalmente no que diz respeito ao preparo pré-operatorio dos mesmos, bem

como o manuseio de suas artérias ¢

. Estudos em camundongos sugerem que
também pode haver participacdo de células tronco progenitoras provenientes da
medula dssea neste processo ”. O fator limitante no uso de modelos animais é a
falta de doenca arterial aterosclerGtica preexistente, como nos humanos. A
suplementacao lipidica alimentar possibilita a inducdo de placas de aterosclerose
vulneraveis a embolizacdo *®, mas o processo de hiperplasia intimal e re-estenose é
similar ao de animais que recebem dieta normal ®°. Portanto, ndo parece haver
vantagem no uso de modelos suinos submetidos a dieta aterogénica.

O periodo de quatro semanas para a coleta dos cortes histolégicos é
suficiente para estudos experimentais de hiperplasia intimal pés ATP. Estudos
anteriores demonstraram desenvolvimento completo de hiperplasia intimal
semelhante ao desenvolvido por humanos em periodo de 28 dias 22429,

Em nosso meio, Pasa et al. avaliaram, através de morfometria digital, o

espessamento intimal presente na artéria carotida de suinos submetidos ao implante

de stent de aco inoxidavel 316L sem angioplastia, concluindo que este é maior que o
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imposto pela lesdo do vaso contralateral pelo sistema introdutor . Portanto, a
simples presenca do stent, mesmo sem ruptura da membrana elastica interna, &
capaz de provocar hiperplasia intimal. Grudtner ?? e Dutra ®® estudaram o processo
de formacao neointimal em aorta de suinos submetidos a ATP com stents de aco
inoxidavel 316L recobertos de e-PTFE e Dacron, respectivamente, comparados a
stents ndo recobertos. Ambos ndo evidenciaram diferencas entre seus grupos de
estudo, porém confirmaram que, independente do stent ser recoberto ou nédo, ha
neoformacao intimal significativa. Castro Junior ®¥ avaliou a resposta neointimal &
angioplastia associada ao implante de stent de aco inoxidavel 316L em artérias
iliacas de suinos comparada com a simples angioplastia na artéria iliaca
contralateral. Nesse estudo, a presenca do stent se associou a um maior processo
de hiperplasia intimal, mas sem comprometimento da area da luz vascular devido ao
remodelamento elastico positivo.
Os estudos referidos acima realizados em nosso meio se limitaram a estudar
a hiperplasia intimal nas margens do stent, ja que ndo utlizaram seccdes
transversas da regido aonde foi implantada o stent (figuras 2, 3 e 4). Em nosso
estudo, foram realizados cortes do segmento médio do stent por meio do uso de
microtomo de tungsténio, o que possibilitou estudar o grau de lesdo intra stent.
Trata-se do primeiro estudo em modelo animal que visa avaliar 0 comportamento
dos stents confeccionados com ligas de Cromo - Cobalto em artérias periféricas.
Todos os estudos até 0 momento se limitaram a estudar o comportamento desta liga
na circulagao coronariana, onde o dispositivo se associou a menor hiperplasia intimal
que as outras ligas metalicas ¢>2°
Inicialmente, a obtencdo de seccdes finas de material histologico para

exame ao microscopio era feita manualmente com a utilizacdo de navalhas. No final
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do séulo XIX, Chevalier e Purkinje desenvolveram, em instituicbes distintas, 0s
primeiros aparelhos mecanicos para este fim. Os primeiros micrétomos mecanicos
de precisdo consistiam de uma superficie fixa e lisa de metal, sobre a qual se afixava
um bloco de parafina contendo o material a ser seccionado. Um suporte para a
lamina de corte podia entdo ser deslocado repetidamente sobre o mesmo, em
alinhamento preciso sobre a navalha ©”. Para o presente estudo foi utilizado
micrétomo com navalha de tungsténio devido a resisténcia da malha do stent e a
necessidade do corte preciso do mesmo. Esta navalha, quando comparada com a
navalha de diamante, mantém as hastes dos stents intactas nas seccdes
transversas, minimizando os artefatos potenciais causados pela retirada dos stents.

Os cortes histologicos visaram avaliar a hiperplasia intimal e o lamen arterial
remanescente apos o procedimento. A area luminal foi obtida por medida direta da
area delimitada pelo endotélio ou stent. A area da intima foi obtida subtraindo-se a
area luminal da area delimitada pela lamina elastica interna. A area da camada
média foi obtida a partir dos valores das areas luminal e intima e subtraindo-se do
valor encontrado da lamina elastica externa. Os resultados das medidas
morfométricas das areas da intima e da média foram apresentados em nuameros
absolutos em micrdmetros quadrados, utilizando-se a média de oito medidas
circunferenciais.

Observou-se diferenca significativa entre os grupos 1 (ATP + STENT) e 2
(ATP) quando comparadas as alteracées no limen arterial (5,841 X 10° pm? X 1,287
X 10° pm?), na lamina elastica interna (6,566 X 10° um? X 1,287 X 10° pm?) e na
lamina elastica externa (9,832 X 10° pm? X 4,559 X 10° pm?). N&o se observou

diferenca significativa do ponto de vista estatistico quando foi realizada a
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comparacao entre as camadas médias dos dois grupos (3,266 X 10° pm? X 3,271 X
10° pm?).

Os achados relativos ao lumen arterial demonstram a importancia do
remodelamento arterial negativo apds a simples angioplastia sem o implante de
stent. O implante de stent permite, através do alargamento da luz arterial
(remodelamento elastico positivo), que a hiperplasia intimal ndo reduza
significativamente a area luminal. O uso de stents impede assim o remodelamento
arterial geométrico negativo, promovendo sustentacao a parede arterial.

Estudos anteriores demonstram que o processo de hiperplasia intimal
decorre principalmente da proliferacdo de células musculares lisas a partir da média
e da deposicdo de matriz extracelular 2

Os stents compostos com ligas de cromo — cobalto foram desenvolvidos com
a finalidade de serem utilizados em artérias de menor calibre e mais tortuosas. Essa
caracteristica dos stents se deve ao fato da liga de cromo — cobalto produzir um
composto mais resistente e mais flexivel, se comparado ao aco inoxidavel. Suas
hastes sdo mais finas e promovem uma forca radial maior, permitindo o tratamento
de lesdes ateroscleréticas mais tortuosas e calcificadas, principalmente no territorio
coronariano ®®. Teoricamente, a menor espessura das hastes destes stents e,
portanto, menor quantidade de metal utilizado, poderia estar relacionada a uma
melhor biotolerancia. Outra caracteristica dos stents de cromo — cobalto é a
possibilidade dos pacientes em uso destes dispositivos poderem ser submetidos a
exames de ressonancia magnética. Estudos experimentais em artérias coronarias de
suinos demonstraram que stents confeccionados com ligas de cromo-cobalto,
quando revestidos de um polimero (polyphosphazene - Polyzene-F), podem

provocar menor formacdo neointimal, quando comparados com stents de aco
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2% Entretanto ndo ha estudos

inoxidavel revestido pelo mesmo polimero
experimentais em artérias periféricas que corroboram esses achados.

Os stents de cromo — cobalto utilizados em nosso estudo aparentemente
nao se associaram a um menor processo de hiperplasia intimal. A hiperplasia intimal
secundaria a angioplastia e ao implante desses stents ndo parece diferir daquela
encontrada apos o implante de dispositivos confeccionados em aco 316L ou nitinol
observados em estudos anteriores em nosso laboratdrio experimental. Os diferentes
estudos conduzidos por Grudtner, Dutra, Pasa e Castro Jr demonstram o papel da
lesdo vascular induzida pela angioplastia e pelo stent, independente de sua liga e
seu revestimento, no processo de hiperplasia intimal ¢*29,

A manutencdo do lumen arterial a longo prazo € o objetivo do tratamento
com o implante de stents. Existem varios estudos que tratam de medicacbes
supressoras do processo intimal intra stent, porém nenhuma se mostrou promissora
até o momento. A procura de drogas que inibam a proliferacdo miointimal e de
dispositivos que provoquem menor reagdo parietal continua sendo um desafio a ser
vencido.

Novos estudos que avaliem os stents de cromo—cobalto impregnados por

drogas sd@o necessarios e alguns desses estudos estdo em andamento em nosso

laboratorio.
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CONCLUSAO

Apoés a realizacdo do presente estudo, conclui-se que a angioplastia da
artéria carétida comum do suino, associada ao implante de um stent de cromo-
cobalto, produz uma reacdo na parede arterial, caracterizada por espessamento
intimal maior do que aquela imposta pela angioplastia isoladamente na artéria
contralateral. Entretanto, o espessamento intimal ndo foi suficiente, no presente
estudo, para reduzir a area do lumen arterial devido ao remodelamento elastico

positivo.
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INTIMAL THICKENING AFTER IMPLANTATION OF COBALT-CHROMIUM STENT
IN THE PIG CAROTID ARTERY

ABSTRACT

OBJECTIVE: to analyze, through digital morphometry, the intimal reaction in the
carotid artery of pigs submitted to isolated angioplasty and angioplasty followed by
implantation of cobalt-chromium stent.

MATERIALS AND METHODS: eight healthy pigs had their common carotid artery
(CCA) submitted to isolated angioplasty in the right side and angioplasty plus stenting
in the left side. Four weeks latter, all animals were submitted to euthanasia for arterial
tissue sampling and preparation of histological blades sorted as follows: group 1,
middle segment of common left carotid artery (intra-stent); group 2, middle segment
of common right carotid artery (isolated angioplasty). Blade images were scanned
and analyzed through a digital morphometry program with calculation of luminal,
intimal and media layers area in the histological sections. The statistical analysis was
performed through mean values and standard deviations of the areas in each group,
using the Student’s t-Test. The value of p<0.05 was considered significant.
RESULTS: When compare to angioplasty alone, the stent group showed greater
hyperplasia in response to implantation regarding the lumen area (5.841 x 10°um? X
1.287 x 10%°um?), the internal elastic lamina area (6.566 x 10°um? X 1.287 x 10°um?)
and the external elastic lamina area (9.832 x 10%°um? X 4.559 x 10°um?). No
statistically significant difference was observed when comparing the media layers of
both groups (3.266 x 10°um? X 3.271 x 10°um?).

CONCLUSION: angioplasty followed by the implantation of a cobalt-chromium

balloon expandable stent in the CCA of the pig creates more intimal thickening than



43
angioplasty alone. Nevertheless intimal thickening was not enough to affect the
luminal area thanks to a positive elastic remodeling effect.

KEY WORDS: intimal hyperplasia, stents, morphometry, angioplasty, cobalt-

chromium, pigs, arteries.
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INTRODUCTION

Despite considerable progress in percutaneous transluminal angioplasty
(PTA) tecnics and the utilization of stents in focal atherosclerotic lesions, restenosis
remains the main long-term limiting factor of endovascular interventions 2. The
alloy employed in stent production might play an important role in the intimal
response secondary to the implantation ©%. Although some experimental studies
show promising results in relation to biodegradable alloys, these results have not
been confirmed in humans ©®. Most commercially available stents are made of
metallic alloys, which differ from one another in terms of mechanical characteristics

biofunctionality and biocompatibility ©”

. These two factors, biofunctionality and
biocompatibility, are extremely important when analyzing the inflammatory and cell
proliferation processes in the arterial wall ¢ 7.

The post-PTA restenosis process is multifactor that is dependent on two
basic mechanisms: intimal hyperplasia and arterial geometrical remodeling V.

Experimental studies have shown that, in response to vascular lesion of any
nature, a migration and proliferation of smooth muscular cells occurs to the intima
layer, with synthesis and deposition of extracellular matrix. Such events are critical in
the physiopathology of intimal hyperplasia that leads to restenosis 2.

PTA with balloon catheters is currently accepted not only as a therapeutic
modality to treat occlusive arterial disease, but also as a model of vascular lesion
1319 The circunferencial mechanical stretch of the arterial wall caused by PTA leads
to laceration of internal elastic lamina, stretch of collagen and elastin fibers of the

media layer and adventitia. The lesion causes endothelial dysfunction and

subsequent platelet aggregation in the intima and an inflammatory reaction that can
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reach all vascular wall layers. In addition, hemodynamic alterations secondary to the
vascular trauma can trigger cell reactions that cause arterial contraction, thus
contributing to fibrocellular proliferation. The smooth muscular cells acquire a
synthetic-proliferative phenotype and migrate to intima, thus constituting the
dominating cells of intimal hyperplasia ***%.

Stents were developed to provide a mechanical support to the arterial wall.
When compared to balloon angioplasty alone, they can improve short- and medium-
term results, as they reduce negative arterial remodeling. However, intimal
hyperplasia remains an important clinical problem and is considered the most crucial
factor in the restenosis process. In the long run, at least four mechanisms are
involved in the intimal hyperplasia process, after the stent implantation: trauma to the
wall, foreign body reaction, the chronic vascular wall stress and the delayed re-
endothelization®®.

Both intimal hyperplasia and increased local thrombogenicity are determined
by the characteristics of the metallic alloy employed in stent production and how its
surface is treated ®. The metallic alloys employed in the stent production aim at
biofunctionality and biocompatibility. Selection of materials should especially
consider biocompatibility, whose main aspects must be taken into account: the
material susceptibility to corrosion and the corrosion effects on the body. The
main alloys employed in the stent production are stainless steel, cobalt-chromium
and nitinol. Stainless steel is the most susceptible to corrosion and should, in
theory, be used temporarily. Nitinol and cobalt-chromium alloys have a lower
grade of corrosion, but they may release metallic ions. This ions can accumulate

in adjacent tissues but no studies are available to evaluate the long-term

complications of this process .
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Knowing the pathogenesis of the restenosis involving the inflammatory
process is crucial for the definition of a proper therapy.

This study aims at analyzing, through digital morphometry, the intimal

reaction in the carotid artery of pigs submitted to isolated angioplasty and angioplasty

followed by the implantation of a chromium-cobalt stent.
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MATERIALS AND METHODS

Eight Large-White pigs were used in the study all of them aging with 8 weeks
and weighting 18-21Kg (mean 20Kg). The study design was aproved by the Ethics
Committee of Research and Postgraduate Program Group of the Hospital de Clinicas
de Porto Alegre.

The device employed was a cobalt-chromium balloon expandable stents
4mm in diameters and 16mm long (EUCATECH Company, Germany, no conflicts of
interest, as Resolution of the Brazilian Federal Medical Council No. 1595/2000).

The surgical procedures were performed after venous general anesthesia
followed by anesthetic infiltration into the incision site. The animals were submitted to
a 12-hour fast and sedated with ketamine (15mg/kg) and Midazolam (0.5mg/kg)
applied via intramuscular injection. After that, the venoclysis of the marginal ear vein
was performed with 20G Teflon catheter and Cefazolin 1g was applied via
intravenous injection before starting the procedure. The animal was pre-oxygenated
for 5 minutes before the anesthetic induction performed with Propofol (0.8mg/kg/min)
and the water replacement was performed with physiological solution of 0.9% at
5ml/kg/hour. Analgesia was obtained with fentanyl citrate (50 micrograms/kg) applied
via intravenous injection and local infiltration of bupivacaine at 0.5% without
vasoconstrictor (1mg/kg).

In the immediate postoperative period, analgesy was obtained by with
intramuscular cetoprofen (2mg/kg).

During the surgery, animals were submitted to left inguinotomy with common
femoral artery dissection (figure 1). Through direct puncture of common femoral

artery with 18G needle, a hydrophilic 0.035” guide wire and a 6F introducer were



48
used to access to femoral artery. Under fluoroscopic control, the guide wire and a 5F
pig tail catheter were advanced to the aortic arch. After the aortography and
identification of common carotid arteries, a selective catheterization of the left
common carotid artery was performed with a 5F vertebral catheter. The 0.035” guide
wire was than replaced by 0.014” guide wire, followed by angioplasty with a 4X16mm
balloon and implantation of the stent (4.0mm x 16.0mm) in the middle segment of the
vessel. The balloon was expanded with 8 ATM pressure for 30 seconds. After that, a
selective catheterization of the right common carotid artery and angioplasty alone
was performed with the same balloon and pressure. An oversizing of 10-20% was
used for both balloon and stent. Finally a carotid artery angiography was performed
to confirm positioning of the stent and arterial patency. An injection of 1 mil/kg
meglumine lotalamate, was used and images were obtain throught a portable Rx
(SK7-3 imaging intensifier,) and recorded in DVD (Samsung).

In the postoperative period, the animals were placed in boxes specifically
prepared for this purpose, according to the directions of the contributor veterinarian,
and the diet was normalized 12 hours after the surgery. Animals received running
water “ad libitum” and the same feed, balanced for their age and without additional
lipid supplement. Thirty days after that, the animals were taken back to the Unidade
de Experimentacdo Animal (Animal Experimentation Unit) of the Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, and again received anesthetic and were submitted to euthanasia,
according to the protocol of the Research Center of the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre.

The samples extracted were evaluated through a digital morphometric
analysis performed at the Laboratory of Pathology at the Instituto do Coracéo,

Hospital das Clinicas, Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo. The
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histological 5 um thick sections were made using an impact microtome (Polycut S,
Leica, Germany) equipped with a 16cm tungsten knife, type D (Leica, Germany).

The blades sent for morphometric analysis were stained according to the
Verhoeff / Van Giesson method (figures 2, 3 and 4), and the morphometric
measurements were performed using digital image analysis system Quantimet 500
coupled to a Leica microscope, with 2.5x objective, without the interference of the
observer, kept blind to the measurement. For each analyzed segment, the following
was measured: the light area, the inner areas of internal elastic lamina
(corresponding to the light that would exist in case of non intimal proliferation) and
external elastic lamina (outer diameter of the vessel) and the area that approximately
corresponds to the most internal linking points of the stent profiles present in the
lamina (i.e., approximate area delimited by the stent, in case of non intimal
proliferation). Based on these results, the following was calculated: the areas of
neointima (internal elastic lamina area minus the light area) and tunica media
(external elastic lamina area minus the internal elastic lamina area). The total area
occupied by the stent struds present in the sections was also measured, as well as
the degree of neointimal obstruction. The mean values of general wall thicknesses of
intima layer and media layer, at the stent points and intermediate points between
stents, were calculated from the measurements of all stent profiles present in each
section. In addition and employing a similar method, the mean values of the shortest
distances between the stent and the arterial light and between the stent and the outer
limit of the vessel (external elastic lamina) were also calculated.

Data analysis was performed using SSPS for Windows, through descriptive

statistics, i.e., mean values and standard deviations, for parametric variables. The
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comparison between the groups employed the Student’'s t-Test. The significance

(alpha) level considered was 5%.
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RESULTS

Patency of the stent and of the area submitted to angioplasty was directly
evaluated during tissue sampling. The macroscopic evaluation of the samples
showed perivascular inflammatory reaction adjacent to the angioplasty and stent
implantation areas, with the stent well adherent to the vessel wall.

Digital morphometric evaluation and statistical analysis were conducted using
mean values and standard deviations of the luminal area, intimal area and media
layer. Data were obtained from the middle segment of the carotid artery submitted to
angioplasty and from the middle segment of the stent, sectioned with a microtome
equipped with tungsten knife, for an intra stent analysis of the intimal hyperplasia

process. The animals were sorted into: group 1 — PTA + Stent and group 2 — PTA.

Table 1 - Morphometry Data (n=8)

Standard
Variable Group Mean Standard Error p
Deviation
1 5.841 X 10° 2.200 X 10° 0.777 X 10°
Lumen p =0,001
2 1.287 X 10° 0.956 X 10° 0.338 X 10°
1 6.566 X 10° 2.240 X 10° 0.792 X 10°
IEL p < 0,001
2 1.287 X 10° 0.956 X 10° 0.338 X 10°
1 9.832 X 10° 2.787 X 10° 0.985 X 10°
EEL p =0,991
2 4.559 X 10° 1.685 X 10° 0.595 X 10°
1 3.266 X 10° 1.134 X 10° 0.401 X 10°
Mean p = 0,002
2 3.271 X 10° 0.763 X 10° 0.269 X 10°

Area measurements in square micrometers
tTIEL: Internal Elastic Lamina

1EEL: External Elastic Lamina
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A statistically significant difference was observed between groups 1 (PTA +

Stent) and 2 (PTA), demonstrating greater intimal response secondary to the stent
implantation, when lumen, internal elastic lamina and external elastic lamina were
compared, using the Student's t-Test, but no difference was observed when

comparing the reaction inside the media layer of both groups (graphic 1).
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DISCUSSION

In experimental and human models, the response to lesions caused by
angioplasty and stent implantation is well known and is mainly secondary to intimal
hyperplasia 2319 However, the development of a stenotic lesion will only occur
when the intimal hyperplasia process exceeds the luminal gain obtained by
angioplasty and/or stent implantation. Larger animals, such as pigs, seem to better
reflect the restenosis pathogenesis, with clear advantages when compared to smaller
animals (such as mice and rabbits), particularly in terms of preoperative preparation
and artery handling ®®. Other mechanisms may occur and studies performed with
mice suggest that this process might be affected by the progenitor stem cells
produced by the bone marrow ®”. The limiting factor in the utilization of animals is
the lack of preexisting atherosclerosis as occurs in humans. The lipid supplement in
food intake enables the induction of atherosclerosis platelets vulnerable to
embolization *®, but the intimal hyperplasia and restenosis process is similar to that
of animals with normal diet *9. That is way using pigs submitted to an atherogenic
diet does not seems to bring any advantage.

The period of four weeks for the collection of histological sections is enough
for experimental studies of post-PTA intimal hyperplasia. Previous studies showed
complete development of intimal hyperplasia similar to that developed by humans in
a period of 28 days ‘#1429,

In our laboratory, Pasa et al. evaluated, through digital morphometry, the
intimal thickening in the carotid artery of pigs submitted to the implantation of a 316L
stainless steel stent without angioplasty, and concluded that the resulting thickening

is greater than that caused by the contralateral vessel lesion through the introducer
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system @Y. Then, the simple presence of a stent, even without internal elastic
membrane rupture, can cause intimal hyperplasia. Grudtner ®? & Dutra ®® studied
the process of neointimal formation in the aorta of pigs submitted to the PTA with
316L stainless steel stents covered with e-PTFE and Dacron, respectively, compared
to non-covered stents. They did not find differences between their study groups, but
confirmed that, regardless of the stent type, a significant intimal neoformation was
observed. Castro Junior ?? evaluated the neointimal response to angioplasty
associated with the 316L stainless steel stent implantation in iliac arteries of pigs
compared to the response to simple angioplasty in the contralateral iliac artery. In this
study, the presence of a stent was associated with a larger process of intimal
hyperplasia, but it did not affect the vascular light area, due to the positive elastic
remodeling.

These studies mentioned above performed in our laboratory investigated only
the intimal hyperplasia at the stent edges, as cross sections in the middle portion of
the stent were not used (figures 2, 3, and 4). In the present study, sections of the
middle segment of the stent were obtain using a tungsten microtome which enabled
the study of intra stent tissue proliferation. Otherwise, this is the first study in pigs
designed to evaluated cobalt-chromium alloys in peripheral arteries. All studies that
have been conducted so far have investigated the behavior of this alloy in the
coronary circulation, where the device was associated with small degree of intimal
hyperplasia 2%,

At the end of the 19th century, Chevalier and Purkinje developed,
independtly, the first mechanical microtomes. The first precision mechanical
microtomes consisted of a fixed and plain metal surface, on which a paraffin block

was attached to, containing the material to be sectioned. Then, a cutting blade
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support could be repeatedly displaced onto the block, with accurate alignment onto
the knife ®”. In the present study a microtome with tungsten blade was used in order
to obtain thin slices in the mid portion of the stent. When compare to diamond blades
microtomes the tungsten blade has many advantages, keeping the stent shaft intact
in cross sections and minimizing potential artifacts caused by stent removal.

Histological sections were obtained to evaluated intimal hyperplasia and the
luminal area after the procedure. Luminal area was obtained with a direct
measurement of the area delimited by the endothelium or by the stent. The intimal
area was obtained by subtracting the luminal area from the area delimited by the
internal elastic lamina. The media layer area was obtained from the values of luminal
and intimal areas and by subtracting the calculated value of external elastic lamina.
The results of morphometric measurements of the intimal and media areas were
presented as absolute numbers in square micrometers, considering the mean value
of eight circunferencial measurements.

A statistically significant difference was observed between groups 1 (PTA +
Stent) and 2 (PTA), demonstrating greater intimal response secondary to the stent
implantation, when lumen, internal elastic lamina and external elastic lamina were
compared, using the Student's t-Test, but no difference was observed when
comparing the reaction inside the media layer of both groups (graphic 1).

Stent implantation prevents, through positive elastic remodeling, the reducing
the luminal area imposed by intimal hyperplasia.

Previous studies have shown that the intimal hyperplasia process is
secondary mainly by the proliferation of smooth muscular cells that migrates from the

media and by the deposition of extracellular matrix 2.
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Stents made of cobalt-chromium alloys were developed inicially to be used in
tortuous and smaller caliber arteries as the coronaries. The cobalt-chromium alloy
seems to produce a more resistant and more flexible compound than stainless steel.
Their shafts are thinner and promote higher radial force, allowing the treatment of
more tortuous and more calcified atherosclerotic lesions, especially in the coronary
region @®. In theory, the smaller thickness of the shafts of these stents and,
consequently, smaller amount of metal employed, could be related to a better
biotolerance. Another characteristic of cobalt-chromium stents is that they allow users
to be submitted to magnetic resonance imaging exams. Experimental studies in
coronary arteries of pigs showed that stents made of cobalt-chromium alloys, when
coated with a polymer (polyphosphazene - Polyzene-F), can cause smaller
neointimal formation, when compared to stainless steel stents coated with the same
polymer . However, there are no experimental studies in peripheral arteries that
confirm these findings.

Apparently, the cobalt-chromium stents employed in our study were not
associated with smaller intimal hyperplasia process. The intimal hyperplasia
secondary to angioplasty and implantation of these stents does not seem to differ
from that found after the implantation of stents made of 316L stainless steel or nitinol,
observed in previous studies in our experimental laboratory. The different studies
conducted by Grudtner, Dutra, Pasa and Castro Jr show the role of the vascular
lesion induced by angioplasty and stent, regardless of the stent alloy and coating, in
the intimal hyperplasia process 29,

The long-term maintenance of the arterial lumen is the objective of the
treatment with stent implantation. However, the intimal hyperplasia is still a challenge

not deeply understood in this trauma-repair process. Many studies have investigated
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the drugs that suppress the intra stent intimal process, but none of them has been
considered effective so far. The search for drugs that inhibit the miointimal
proliferation and devices that cause smaller parietal reaction remains a challenge to
be overcome.

New studies to evaluate cobalt-chromium stents impregnated with drugs are

needed, and some of these studies are in progress in our laboratory.



58

CONCLUSION

Angioplasty of the common carotid artery in pigs followed by implantation of a
cobalt-chromium stent produces intimal thickening greater than angioplasty alone.
However, in this study, intimal thickening was not sufficient to reduce the arterial

lumen area, due to the positive elastic remodeling.
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ANEXO A: GRAFICO DE FREQUENCIAS 1

GRAFICO 1

Grafico de frequéncias 1
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*Observa-se diferenca significativa entre os grupos ATP + Stent e ATP, quando
realizada a comparacao entre as variaveis “Lumen”, “LEI” e “LEE”. N&o se observa
diferenca estatistica quando se compara a variavel “Média” dos dois grupos.
TMedidas de area em micrometros quadrados.

ILumen: Lumen arterial

SLEI: Lamina Elastica Interna
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ANEXO B: FIGURA 1 — ACESSO A ARTERIA FEMORAL COMUM

FIGURA 1

Acesso a Artéria Femoral Comum
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ANEXO C: FIGURA 2 — LAMINA HISTOLOGICA

FIGURA 2

Lamina Histoldgica

Corte histologico de artéria carétida seccionada transversalmente, mostrando
em negro as fibras elasticas, que constituem as laminas elasticas interna (seta azul)
e externa (seta vermelha). Coloracdo pelo método de Verhoeff/ Van Gieson,

aumento da objetiva 2,5x.



66

ANEXO D: FIGURA 3 — LAMINA HISTOLOGICA

FIGURA 3

Lamina Histologica

Corte histolégico de artéria cardtida seccionada transversalmente,
apresentando perfis de stent (alguns indicados com setas verdes). Coloragédo pelo

método de Verhoeff/ Van Gieson, aumento da objetiva 2,5x.



67

ANEXO E: FIGURA 4 — LAMINA HISTOLOGICA

FIGURA 4

Lamina Histologica

Maior aumento da porcéo indicada em verde na fotografia anterior. Nota-se
que o stent comprime a lamina elastica interna (indicada por seta azul) e ha
formacdo de uma neointima (parte situada entre essa lamina e a luz arterial).

Coloracéao pelo método de Verhoeff/ Van Gieson, aumento da objetiva 20x.



