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RESUMO

ABSTRACT

Introducdo: Baseados na hipétese de que a neointima en-
contrada em stents farmacolégicos (SFs) com polimeros bio-
degradaveis aos 28 dias ndo é a neointima definitiva e de
que a tomografia de coeréncia éptica (TCO) é um método
eficaz para a avaliagdo sequencial da neointima, objetivamos,
neste estudo experimental, comparar os achados da TCO aos
28 dias e aos 90 dias em dois tipos de SF com polimeros bio-
degradaveis: o stent liberador de sirolimus (Inspiron®, Scitech)
e o stent liberador de biolimus A9 (Biomatrix®, Biosensors
International). Métodos: No total, 6 porcos nao-ateroscleréticos
foram submetidos a implante de 6 stents Inspiron® e de 6 stents
Biomatrix®. Cada porco recebeu os dois tipos de stent, um em
cada artéria coronaria (descendente anterior e circunflexa) e
apo6s 28 dias e 90 dias foram realizadas avaliagdes qualitativas
intrastent a cada milimetro com TCO. Resultados: A avalia-
¢do qualitativa, feita por pareamento milimetro a milimetro
intrastent, evidenciou neointima heterogénea em 39% aos 28
dias e em 0% aos 90 dias, presenca de tecido intraluminal em
18% aos 28 dias e em 0% aos 90 dias, irregularidade luminal
em 62% aos 28 dias e em 2% aos 90 dias (P < 0,005). Nao
houve diferenca entre os grupos quanto a qualidade da neointima
ao longo do tempo (P > 0,05). Conclusdes: Os achados a TCO
corroboram a hipotese de que a neointima encontrada em

Temporal Evolution of Neointimal Proliferation
After Implantation of Two Types of Drug-eluting
Stents with Biodegradable Polymers in
Porcine Model: Qualitative Assessment by
Sequential Optical Coherence Tomography

Background: Based on the hypothesis that the neointima found
in drug-eluting stents (DES) with biodegradable polymers at 28
days is not a definitive neointima and that optical coherence
tomography (OCT) is an effective method for sequential neointi-
mal evaluation, we aim, in this experimental study, to compare
OCT findings at 28 and 90 days, in two different DES with
biodegradable polymers: the sirolimus-eluting stent (Inspiron®,
Scitech) and the biolimus A9-eluting stent (Biomatrix®, Bio-
sensors International). Methods: Overall, 6 non-atherosclerotic
pigs were submitted to the implantation of 6 Inspiron® stents
and 6 Biomatrix® stents. Each pig received both stent types,
one in each coronary artery (left anterior descending artery
and circumflex artery) and after 28 and 90 days qualitative
in-stent OCT analyses were performed at 1-millimeter intervals.
Results: Qualitative assessment was performed in-stent pairing
millimeter by millimeter. Heterogeneous neointimal tissue was
evidenced in 39% at 28 days and in 0% at 90 days, the pre-
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SFs com polimeros biodegradaveis aos 28 dias ndo é a neoin-
tima definitiva. A evidéncia experimental mais significativa
é a mudanca das caracteristicas da neointima observada a
TCO sequencial.

DESCRITORES: Tomografia de coeréncia 6ptica. Stents farma-
coldgicos. Angioplastia. Polimeros. Neointima.

conhecimento atual da resposta vascular e da

consequente hiperplasia neointimal relaciona-

das ao implante de stents farmacolégicos teve
contribuicao substancial originada dos estudos pré-cli-
nicos em coronarias porcinas.'* Em animais, o pico de
crescimento neointimal com stents ndo-farmacoldgicos
ocorre aos 28 dias; ja com os stents farmacolégicos, os
estudos em animais demonstram resultados favoraveis
para reendotelizacdo aos 28 dias, porém de forma in-
completa.’®

A cicatrizagdo vascular em resposta ao implante
de stents farmacolégicos é dinamica e depende do
tipo de farmaco utilizado e sua cinética de liberagao
é dependente da presenca de polimeros duraveis ou
biodegradaveis.”'® Sua avaliacdo pela histologia ndo per-
mite realizar uma analise sequencial, além de apresentar
limitagdes, como porcentagem de perda relacionada a
propria técnica de preparo do material (corte ou colora-
¢do nao-satisfatérios, espessura e angulacao do corte).

Pela sua alta resolucdo, a tomografia de coeréncia
optica (TCO) surge como uma ferramenta de imagem
intravascular promissora na avaliagdo sequencial da
formagdo neointimal. Comparada a histologia, a TCO
permite a avaliagdo do processo de cicatrizagao vascular
in vivo em seus diferentes estagios, obtendo-se infor-
macgodes qualitativas e quantitativas em toda a extensao
do stent.""** Por permitir o reestudo in vivo, é possivel
compararmos a mesma regido intrastent em tempos
distintos e com isso obtermos a avaliagdo temporal da
maturagao da neointima, bem como a avaliagio haste
a haste a cada milimetro intrastent.

Baseados na hipdtese de que a neointima encontrada
em stents farmacolégicos com polimeros biodegradaveis
aos 28 dias nao é a neointima definitiva e de que a
TCO é um método eficaz para a avaliagdo sequencial
da neointima, objetivamos, neste estudo experimental,
comparar os achados qualitativos da TCO aos 28 dias e
aos 90 dias em dois tipos de stent farmacolégico com
polimeros biodegradaveis: o stent liberador de sirolimus
(Inspiron®, Scitech Produtos Médicos Ltda., Goiania,
Brasil) e o stent liberador de biolimus A9 (Biomatrix®,
Biosensors International, Cingapura).
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sence of intraluminal tissue in 18% at 28 days and in 0% at
90 days, luminal irregularity in 62% at 28 days and in 2% at
90 days (P < 0.005). There was no difference between groups
regarding the quality of the neointima over time (P > 0.05).
Conclusions: The OCT findings corroborate the hypothesis that
the neointima found in DES with biodegradable polymers at 28
days is not a definitive neointima. The most significant expe-
rimental evidence is the change in the neointimal characteristics
observed at sequential OCT.

DESCRIPTORS: Tomography, optical coherence. Drug-eluting
stents. Angioplasty. Polymers. Neointima.

METODOS

Em todos os procedimentos foram respeitadas as
normas de protecdo e cuidados para animais de ex-
perimentacdo estabelecidos nos “Principios Eticos na
Experimentacdo Animal” do Servico de Apoio a Pes-
quisa e Experimentagdo Animal do Instituto do Coracao
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo, assim como do “Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals” (Institute of Laboratory Animal
Resources, Comission on Life Sciences and National
Research Council. National Academy Press, Washington,
D.C., 1996) e dos Principios Fticos na Experimentacio
Animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Ani-
mal (COBEA).

Casuistica e implante dos stents

Foram utilizados 6 porcos domésticos juvenis, nao-
-ateroscleréticos, com peso variando entre 18 kg e 23 kg,
provenientes de granja comercial de reproducao.

Um dia antes do procedimento foram administrados
aos porcos, por via oral, 600 mg de acido acetilsalicilico
e 150 mg de clopidogrel. O protocolo de anestesia con-
sistiu de medicacao pré-anestésica (ketamina 3 mg/kg e
midazolan 0,5 mg/kg por via intramuscular) seguida de
infusdo endovenosa de tiopental, entubagao orotraqueal
e inicio de ventilacdo mecanica com manutencdo do
nivel anestésico com isofluorano.

Por disseccdo da artéria femoral comum era intro-
duzida, sob visdo direta, bainha vascular 6 F. Eram
administradas 10.000 Ul de heparina nao-fracionada
e sob fluoroscopia com cateter-guia JR4 6 F era cate-
terizada seletivamente a artéria coronéria esquerda. A
seguir era injetada, pelo cateter, nitroglicerina na dose
de 200 pg e implantado em cada artéria descendente
anterior e artéria circunflexa de cada porco, de forma
randomizada, um stent Inspiron® ou um stent Biomatrix®,
procurando manter uma relagao balao de liberacao do
stent/artéria de 1,1/1. Os tamanhos dos stents Inspiron®
disponiveis para implante foram 2,5 mm e 3 mm de
diametro por 16 mm de comprimento. Todos os stents
Biomatrix® implantados tinham 3 mm de diametro por
14 mm de comprimento.
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Tomografia de coeréncia dptica

Foi utilizado o modelo M2 OCT Imaging System
(LightLab Imaging, Inc., Westford, Estados Unidos) com
recuo automatizado do cateter de imagem ImageWire®
(LightLab Imaging, Inc.) com velocidade de 1 mm/s e
2 mm/s apés oclusdo proximal do segmento arterial
em estudo com baldo Helios® (LightLab Imaging, Inc.).
Utilizou-se o software especifico do equipamento de
TCO para as medidas, as quais foram realizadas a
cada 1 mm a partir do segmento distal para o proxi-
mal do stent.

Analise morfométrica

A primeira imagem analisada do stent foi aquela
em que foi possivel o desenho de sua circunferéncia
completa, utilizando suas hastes na borda distal. A area
do stent e a area luminal foram medidas por tragcado
manual (mm?). A area da neointima (mm?) foi calculada
pela diferenca da area do stent pela area do limen. A
area porcentual neointimal (%) foi calculada a partir da
relacdo entre a area neointimal e a area do stent (area
neointimal porcentual = area do stent - area luminal/
area do stent). Para a analise da espessura da neoin-
tima (mm), medimos a distancia da superficie luminal
do reflexo da haste do stent (chamado blooming) até
o contorno luminal. Como sistematicamente incluimos
o blooming em nossa mensuracgao, para determinarmos
o estado de aposicdo da haste foi preciso levar em
consideragdo sua espessura total (espessura da haste
metalica + espessura do polimero + farmaco) acrescida
de um fator de correcdo de 20 pm, que corrige para
a real localizagdo da superficie da haste, descontando
metade do blooming."®" As distancias entre a super-
ficie luminal do blooming produzida pelas hastes até
o contorno do limen vascular foram analisadas in-
dividualmente para cada haste. Para os stents deste
estudo, caso essa distancia fosse maior que a soma das
espessuras das hastes (Biomatrix®, 112 pm; Inspiron®,
75 pm), espessura dos polimeros (Biomatrix®, 10 ym;
Inspiron®, 5 pm) e mais 20 pm (fator de correcdo), a
haste seria classificada como em malaposicao.

Caracterizacao do tecido neointimal

Na analise qualitativa foram avaliadas as seccoes
transversas a cada mm do stent aos 28 dias e aos 90
dias. Eventos como presenca de neointima com irregu-
laridades luminais, presenca de tecido intraluminal e
aspecto heterogéneo da neointima foram detectados e
descritos.

Tecido neointimal com irregularidades foi definido
pela presenga de contornos pouco nitidos e irregulares
da superficie luminal do vaso, com a presenca ou nao
de descontinuidade da neointima. Tecido intraluminal foi
identificado como material que apresentasse protrusao
para a luz do vaso, podendo estar ou ndo aderido a
neointima. Aspecto heterogéneo do tecido neointimal
foi identificado quando observada imagem com sinal de
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baixa intensidade luminosa a TCO do tecido neointimal,
sem atenuacdo do sinal atras dessa area (Figura 1).

Esses eventos, quando presentes aos 28 dias, foram
comparados com imagens de TCO aos 90 dias por
meio de andlises pareadas por imagens transversais e
avaliados quanto a sua progressao ou resolucdo.

Analise estatistica

Os dados sao apresentados como média + DP ou
ndmero e porcentagens. A comparagao entre os tempos
28 dias e 90 dias, assim como a interacao dos efeitos
do tipo de stent na progressao/regressdo temporal da
neointima ao longo do tempo, foi analisada por modelo
linear geral com medidas repetidas. Foi adotado nivel
de significancia de 5%. As analises foram realizadas
com a utilizagdo do programa SPSS 20.0 (IBM SPSS,
Chicago, Estados Unidos).

RESULTADOS

Todos os 6 porcos sobreviveram ao procedimento
index e foram submetidos ao reestudo angiografico e
a TCO aos 28 dias e aos 90 dias apés o implante.

No total, foram analisadas 2.685 hastes de stents
(1.366 hastes aos 28 dias e 1.319 hastes aos 90 dias),
presentes em 175 mm, pareados aos 28 dias e aos
90 dias, ou seja, um total de 350 mm de segmento
de stent (cada mm correspondendo a uma secgao
transversa analisada aos 28 dias e aos 90 dias). Foram
analisadas 338 secgdes transversas pareadas aos 28
dias e aos 90 dias (Inspiron® = 90 e Biomatrix® = 79
secgoes transversas por periodo analisado) (Figura 2).
Foram excluidas da anélise 12 sec¢bes transversas em
fungdo de artefatos de imagem. Nao foram observadas
hastes com malaposicao, estando cobertas por tecido
neointimal todas as hastes analisadas.

Eventos como presenca de irregularidades luminais,
aspecto heterogéneo do tecido neointimal e presenca
de tecido intraluminal foram avaliados nos 12 stents
aos 28 dias. A presenca de tecido neointimal hetero-
géneo, limen irregular e tecido luminal por seccdes
transversas analisadas foi maior aos 28 dias que aos 90
dias (38,8 + 28,2% vs. 0%, P = 0,001; 62,4 + 23,1%
vs. 2,2 £ 5,1%, P < 0,001; 17,9 £ 16,3% vs. 0%,
P = 0,005, respectivamente). Esse comportamento foi
verificado individualmente com os dois stents analisa-
dos (Tabela).

A incidéncia de eventos qualitativos por seccoes
transversas analisadas foi semelhante em ambos os
stents aos 28 dias, estando presentes tecido neointimal
heterogéneo (44,4 + 31,1% e 33,2 + 26,6% para os
stents Inspiron® e Biomatrix®, respectivamente; P = 0,5),
tecido intraluminal (18,1 + 20,7% e 17,7 + 12,5%
para os stents Inspiron® e Biomatrix®, respectivamente;
P > 0,9) e irregularidades luminais (67,9 + 20% e
56,9 + 26,4% para os stents Inspiron® e Biomatrix®,
respectivamente; P = 0,5) (Tabela).
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Figura 1 - Imagens de tomografia de coeréncia 6ptica em corte transversal de coronérias porcinas com stents farmacoldgicos. Em A, tecido intralu-
minal: material que se localiza na luz do vaso, podendo estar aderido ou ndo ao tecido neointimal. Em B, tecido neointimal com irregularidades:
presenca de contornos pouco nitidos e irregulares da superficie luminal do vaso, com a presenga ou ndo de descontinuidade da neointima. Em C,
aspecto heterogéneo do tecido neointimal: imagem com baixa intensidade luminosa do tecido neointimal visibilizado préximo as hastes do stent.
Em D, aspecto homogéneo do tecido neointimal, com intensidade luminosa compativel com a neointima normal.

DISCUSSAO pode ter papel importante na patogénese da trombose
dos stents farmacolégicos.??* Além disso, estudos de
necropsia tém identificado a presenga de hastes des-
nudas como preditor morfolégico mais robusto para
ocorréncia de trombose de stents farmacolégicos de
primeira geragao.”

Diversos estudos em modelos animais e clinicos
prévios evidenciaram retardo na endotelizacdo dos
stents farmacolégicos quando comparados aos stents
ndo-farmacoldgicos,*'** sendo frequente a presenca de
hastes cobertas por finas camadas de tecido neointimal,
com espessura bem abaixo dos limites de deteccao do O presente estudo com TCO sequencial, apesar de
ultrassom intracoronario. Esse retardo na endotelizacdo nao terem sido evidenciadas hastes desnudas, observou
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Figura 2 - Imagens pareadas de tomografia de coeréncia 6ptica em corte transversal do stent Inspiron® implantado na artéria descendente anterior
aos 28 dias (A) e aos 90 dias (B). Aos 28 dias observa-se aspecto heterogéneo do tecido neointimal, substituido por aspecto homogéneo aos 90 dias.

TABELA
Achados quantitativos e qualitativos da tomografia de coeréncia éptica sequencial aos
28 dias e aos 90 dias ap6s implante dos stents Inspiron® e Biomatrix® em artérias corondrias porcinas

28 dias 90 dias P P
(28 dias (interacao

Inspiron®  Biomatrix® Global Inspiron®  Biomatrix® Global vs. 90 In.spiron?vs.

(n = 90) (n=79) (n=169)  (n=90) (n=79)  (n=169) dias) Biomatrix®)
Area luminal, mm? 3,29 +0,96 3,94 +0,46 3,62+0,79 324+0,94 3,75+0,99 3,50+0,96 0,6 0,8
Area do stent, mm? 5,32 +0,78 5,75+0,38 5,53+0,62 545+0,94 585+057 565+0,77 0,5 0,9
Carga porcentual 392+11  31,1+10,3 352+11 409+10 353+17,6 38,1+139 0,4 0,8
da HNI, %
Area da HNI, mm? 208+035 1,80+0,71 1924055 2,21+058 2,09+1,09 2,15+0,84 0,3 0,8
Espessura 0,27+0,06 0,22+0,10 0,24+0,09 0,30+0,08 0,29+0,15 0,29+0,12 0,1 0,5
da HNI, mm
ST com HNI 4444311 3324266 388+282 040 040 040 0,001 0,5
heterogénea, %
ST com 67,9+20 569+264 624+23]1 2+4,8 2,4+5,8 2,2+5,1 < 0,001 0,5
irregularidade
luminal, %
ST com tecido 18,1+20,7 17,7+125 17,9+16,3 0+0 0+0 0+0 0,005 >0,9

intraluminal, %

HNI = hiperplasia neointimal; ST = sec¢des transversas.

a presenca de imagens que indicam uma heterogenei-
dade no processo cicatricial aos 28 dias, sugerindo ser
esse um passo na evolugdo da maturagdo do tecido
neointimal para ambos os stents estudados, visto que
aos 90 dias tais caracteristicas qualitativas ndo estao

presentes (tecido neointimal heterogéneo, irregularidade
luminal, tecido intraluminal).

Deve-se ressaltar que tanto aos 28 dias como aos
90 dias, apesar do processo de endotelizagdo dos
stents ser mais acelerado no porco que no humano,’
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ainda estao presentes e em processo de degradagao os
polimeros de ambos os stents Inspiron® e Biomatrix®,
bem como estdo presentes seus respectivos farmacos
antiproliferativos.'*?* Um estudo com seguimento mais
tardio (> 6 meses) pode ser necessario na analise desses
stents farmacolégicos para avaliagao de reagodes infla-
matoérias e respostas bioldgicas cronicas apés eluicao
do farmaco e degradacdo do polimero.

Correlacionar os achados da TCO aos da histolo-
gia é de suma importancia para reconhecimento e
entendimento do processo de maturagdo da neointima.
Teramoto et al.?” correlacionaram imagens com sinal de
baixa intensidade luminosa visibilizadas na TCO com
a histologia e observaram areas de baixa celularidade,
com presenca de fibrina e proteoglicano.

Sistemas de TCO de segunda geracao ja disponiveis
para uso tanto pré-clinico como clinico (Fourier-domain
optical coherence tomography — FDOCT) sdao capazes de
adquirir imagens com maior velocidade e com menos
artefatos, sem a necessidade de oclusao proximal da
artéria coronaria. Estudos recentes com FDOCT com-
pararam a densidade Optica do tecido neointimal, de
forma longitudinal, apés o implante de stents com o
objetivo de diferenciar fibrina de tecido neointimal.?%2°
Tais achados corroboram os resultados do presente
estudo, pois demonstram o processo de maturagdo da
neointima ao longo do tempo ao evidenciarem reducao
progressiva da quantidade de fibrina e sua substitui¢cdo
por tecido neointimal, que se mantém ap6s os 28 dias.

Avaliagdes futuras sdo necessérias para a melhor
compreensdo do possivel papel dessas regides com
tecido neointimal heterogéneo no processo de cicatri-
zagdo arterial ap6s o implante de stents farmacoldgicos.

Limitacdes do estudo

As analises qualitativas foram realizadas por um
Gnico investigador, ficando o julgamento das caracte-
risticas qualitativas da neointima sujeito a alguma
intuicdo, apesar dos esfor¢os para a obtencao da pre-
cisdo nas analises.

Os stents farmacolégicos foram implantados em
artérias coronarias de porcos ndo-ateroscleréticos, sendo
a resposta vascular avaliada no contexto de artérias
coronarias porcinas normais. Estudos pré-clinicos com
implante desses stents em artérias de animais com
aterosclerose experimental (minipigs, coelhos) podem
responder com maior acuracia questdes relativas prin-
cipalmente a eficicia desses stents.!

CONCLUSOES

Os achados a TCO corroboram a hipétese de que
a neointima encontrada em stents farmacolégicos com
polimeros biodegradaveis aos 28 dias ndo é a neointima
definitiva. A evidéncia experimental mais significativa é
a mudanca das caracteristicas da neointima observada
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na TCO, sendo essa uma ferramenta fundamental na
analise pré-clinica dos stents, por possibilitar a avaliagao
sequencial in vivo do tecido neointimal.
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a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP; Forma de
Apoio: Inovagao Tecnolégica/Pesquisa Inovativa na
Pequena e Micro Empresa — PIPE).
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