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Resumo

Fundamento: A rapida endotelizacao pés-implante de stent é ocorréncia desejavel por teoricamente reduzir a
possibilidade de trombose do stent.

Objetivo: Avaliar a extensao da endotelizacao de hastes de stents eluidores de sirolimus (liberados da face luminal e
abluminal e abluminal exclusivamente) em artérias iliacas de coelhos.

Métodos: Foram implantados em artérias iliacas de 10 coelhos quatro stents eluidores de sirolimus na face luminal e
abluminal, trés stents eluidores de sirolimus na face abluminal, seis stents recobertos com polimero e quatro stents
sem recobrimento. Ap6s quatro semanas, foi realizada eutanasia e utilizou-se microscopia eletronica de varredura para
quantificacao da drea de hastes de stent exposta e da porcentagem de endotelizacao.

Resultados: A area (média = DP) (mm?) de hastes expostas de stent sem recobrimento, stent recoberto com polimero,
stent eluidor de sirolimus na face luminal e abluminal e stent eluidor de sirolimus na face abluminal foi de 0,12 + 0,08;
0,09 + 0,12; 0,60 = 0,67 e 0,05 * 0,04 respectivamente (p = 0,120). A porcentagem de endotelizacao (média + DP)
(%) de stent sem recobrimento, stent recoberto com polimero, stent eluidor de sirolimus na face luminal e abluminal
e stent eluidor de sirolimus na face abluminal foi de 99 + 01; 99 + 0; 97 + 03 e 99 * 0 respectivamente (p = 0,133).

Conclusao: Apés quatro semanas de implante em artérias iliacas de coelhos, os stents com liberacao de sirolimus tanto
da face luminal e abluminal quanto da face abluminal exclusivamente apresentaram taxas de endotelizacao de hastes
de stent semelhantes aos apresentados nos demais tipos de stents sem eluicio de medicamento. (Arq Bras Cardiol
2012;99(6):1123-1128)
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Abstract

Background: Fast post-implantation stent endothelialization is desirable for theoretically reducing the possibility of stent thrombosis.

Objective: To evaluate the extent of sirolimus-eluting stent strut endothelialization (delivered from the luminal and abluminal aspects or
abluminal aspect only) in the iliac arteries of rabbits.

Methods: The iliac arteries of 10 rabbits were implanted with four sirolimus-eluting stents in the luminal and abluminal aspects, three sirolimus-
eluting stents in the abluminal aspect, six polymer-coated stents, and four uncoated stents. After four weeks, the rabbits were euthanized and
scanning electron microscopy was performed to quantify the area of exposed stent strut as well as the percentage of endothelialization.

Results: The area (mean + SD) (mm?) of exposed uncoated stent struts, polymer-coated stents, sirulimus-eluting stent in the abluminal and
luminal aspects and sirolimus-eluting stent in the abluminal aspect was 0.12 + 0.08, 0.09 = 0.12, 0.60 = 0.67 and 0.05 + 0.04, respectively
(p = 0.120). The percentage of endothelialization (mean = SD) (%) of uncoated stents, polymer-coated stents, sirolimus-eluting stents in the
luminal and abluminal aspects and sirolimus-eluting stents in the abluminal aspect was 99 = 01, 99 = 0. 97 = 03 and 99 = 0, respectively
(p =0.133).

Conclusion:After four weeks of implantation in the iliac arteries of rabbits, both the sirolimus-eluting stents in the luminal plus abluminal aspects
and those in the abluminal aspect only showed stent strut endothelialization rates similar to those of the other types of non-drug eluting stents.
(Arq Bras Cardiol 2012,99(6):1123-1128)
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Introducao

Estudos em animais de experimentagao sao fundamentais
para melhor entendimento da fisiopatologia das doencas
cardiovasculares’. Esses experimentos permitem o
desenvolvimento de novos métodos diagnésticos e
terapéuticos, além de avaliar a seguranca e eficacia desses
métodos, precedendo a sua aplicagdo em seres humanos?.

A introducao dos stents coronarianos no arsenal
terapéutico da cardiologia intervencionista resultou
em grande evolugdo no tratamento da doenga arterial
coronariana, com evolugao ainda maior quando a esses
stents foram adicionados medicamentos antiproliferativos.

O stent eluidor de sirolimus Inspiron® (Scitech® Produtos
Médicos, Goidnia, Brasil) tem base em um stent de liga
metdlica cromo-cobalto (Cro-Co) de hastes finas (stent
Cronus®)*. Foi concebido e desenvolvido no Brasil e
recentemente obteve a aprovagao para uso clinico pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa). O
sirolimus é liberado exclusivamente da superficie abluminal,
ou seja, da face do stent voltada para a parede do vaso,
de polimeros biodegradaveis e em estudo pré-clinico com
implante de versao anterior desse stent farmacolégico, com
sirolimus desprendido tanto da superficie luminal (face
do stent voltada para a luz do vaso) quanto da superficie
abluminal do stent em artérias corondrias de porcos. Isso
demonstrou efetiva inibicao da proliferagao neointimal®.

A presenga do medicamento sirolimus apenas na face
abluminal do stent teoricamente é mais vantajosa em
relacdo a stents eluidores de sirolimus em sua face luminal
e abluminal por permitir uma endotelizagdo mais rapida
dos stents®.

Sabe-se que a presenca de hastes metdlicas de stent nao
recobertas pelo endotélio possivelmente tem um papel
importante na predisposigao a ocorréncia de trombose
tardia’'?. Portanto, para uma estimativa da seguranga
clinica de stents farmacolégicos, torna-se importante a
estimativa em estudo pré-clinico da magnitude da taxa de
endotelizacdo de stents ap6s a sua implantagao”s.

Objetivamos avaliar a endotelizagao das hastes de stents
farmacolégicos eluidores de sirolimus produzidos pela
Scitech® (com sirolimus liberados da superficie luminal e
abluminal e da superficie abluminal exclusivamente) em
artérias ilfacas de coelhos por meio de microscopia eletrénica
de varredura comparando-se com a endotelizagao ocorrida
em stents nao liberadores de medicamentos.

Métodos

Em todos os procedimentos foram respeitadas as normas
de protecgao e cuidados para animais de experimentacao
estabelecidos nos Principios Eticos na Experimentagao
Animal do Servigo de Apoio a Pesquisa e Experimentagao
Animal do Instituto do Coragao da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sdo Paulo (HCFMUSP), assim como
do Guide for the Care and Use of Laboratory Animals do
Institute of Laboratory Animal Resources, Comission on
Life Sciences and National Research Council, National
Academy Press (Washington, D.C., 1996) e dos Principios

Eticos na Experimentagido Animal do Colégio Brasileiro
de Experimentagdo Animal (COBEA). Esta pesquisa foi
aprovada pela Comissao de Etica em Pesquisa sob niimero
SDC 2929/07/004.

Angiografia

Dez coelhos machos adultos da raca New Zealand, com
peso médio de 3345 g (2860 a 3897 g), ndo ateroscleréticos,
provenientes do biotério da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo (FMUSP), foram submetidos
a pré-medicagao anestésica com cloridrato de cetamina
(Ketalar®, Cristalia) e cloridrato de xylazina 2% (Rompum®,
Bayer) por via intramuscular e anestesia com administragao
endovenosa de pentobarbital sédico (Nembutal®).

Os animais receberam oxigénio a 3 I/min por via
inalatéria e tinham a sua frequéncia arterial e saturagao de
oxigénio determinadas por oximetro de pulso com sensor
colocado na cauda do animal.

Foi dissecada a artéria carétida direita de cada animal
e sob a visao direta foi inserida uma bainha vascular 4F.
Por essa bainha foi administrada heparina nao fracionada
250 Ul/kg e direcionado um fio hidrofilico 0,035” até
a aorta descendente sob fluoroscopia por meio do
equipamento de angiografia digital Phillips BV Pulsera®,
e entdo foi avangado um cateter angiografico 4F até a
aorta distal. Realizou-se infusdo de nitroglicerina 200 ug
seguida por angiografia da aorta descendente distal e das
artérias ilfacas. Em seguida foi introduzido um fio guia
0,014” Choice® PT (Boston Scientific Corporation) pelo
lume do cateter angiografico até uma das artérias iliacas.
Retirado o cateter, foi introduzido por sobre a guia um
stent pré-montado 2,5x14 mm e liberado na artéria ilfaca
por insuflagdo por 10 segundos a pressao média de 7 ATM,
procurando-se obter uma relacao baldo/artéria de 1,2:1.
Nas artérias ilfacas (direita e esquerda) de cada animal foi
implantado um tipo de stent sem que o operador soubesse
dessa informacao.

Foram implantados no total 20 stents (Innovatech Medical
Ltda, Sdo Paulo e Scitech® Produtos Médicos, Goiania, Brasil)
sendo quatro stents Cro-Co sem recobrimento, seis stents
Cro-Co recobertos com polimero na face luminal e abluminal,
trés stents Cro-Co recobertos com polimero apenas na face
abluminal, quatro stents com eluigao de sirolimus na superficie
luminal e abluminal e trés stents com eluicdo de sirolimus na
face abluminal exclusivamente. Apés o implante era retirada
a bainha vascular, ligada a artéria carétida e administrada
antibioticoterapia profilatica com uma solucao de gentamicina
e benzilpenicilina intramuscular.

O animal era entdo reconduzido ao biotério e mantido por
quatro semanas sob dieta padrao e dgua ad libitum, quando
entdo era submetido a reestudo por dissecgao da artéria
carotidea esquerda e realizagdo de angiografia de controle.

Eutanasia

A eutandsia foi realizada apés a angiografia de controle
por overdose de anestésico com pentobarbital sédico,
logo ap6s heparinizagao na dose de 250 Ul/kg. Era
realizada entdo laparotomia mediana e exposicao da
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aorta abdominal e da veia cava inferior com infusao via
cateter de solugao fisiolégica 0,9% pela aorta abdominal in
situ até que pela veia cava inferior seccionada retornasse
uma solucao clara. A seguir era infundida sob pressao
de 1700 mmHg por 30 minutos uma solugao fixadora de
Karnovsky modificada contendo 2,0% de paraformaldeido
e 2,5% de glutaraldeido em solugdo tampao cacodilato
de sédio a 0,1 M e pH=7,4°.

Microscopia eletronica de varredura

O segmento da artéria iliaca contendo o stent era
dissecado, removido e submetido a uma bisseccao
longitudinal, com uma das metades enviada para estudo
anatomopatolégico e a outra metade encaminhada
para processamento especifico e posterior anélise em
microscépio eletronico de varredura.

O hemissegmento contendo o stent era imerso em
solugao de Karnovsky modificada por 12 horas a 4 °C,
lavado em solugdo tampao cacodilato de sédio, pés-fixado
em solugao tamponada de tetréxido de 6smio a 1% e
desidratado em séries crescentes de alcodis até o absoluto.
A secagem das amostras foi feita ao ponto critico no
aparelho Balzers CPD 030 e estas eram metalizadas com
fons de ouro em aparelho Balzers SCD 040 e analisadas no
microscépio eletronico de varredura modelo JSM 7401S
(JEOL, Japao) com a tomada de imagens com aumento
de 25 vezes. As imagens obtidas foram arquivadas e
submetidas a andlise por meio dos softwares Adobe®
Photoshop® versao 7.0 (Adobe Systems Inc.) e Image]
versdo 1.42q para Windows (NIH, Bethesda, EUA), sendo
mensuradas as areas de hastes expostas dos stents (mm?)
e calculados os porcentuais de endotelizagdo (%) para
cada tipo de stent.

Analise estatistica

Os dados sao apresentados como média = DP ou
nimero (porcentagem). Comparagdes das médias entre
os tipos de stents foram realizadas por meio da analise
de varidancia com um fator (One-Way ANOVA). Se o
teste de razao das variancias (teste F) fosse significante a
andlise pos hoc das diferencas das médias entre os grupos
seria realizada por meio do teste de Dunnet. O nivel de
significancia adotado foi de 5% (o). Utilizou-se para andlise
dos dados o programa estatistico IBM® SPSS® Statistics
versdo 20.

Resultados

Todos os 10 coelhos sobreviveram inicialmente ao
procedimento de implante de stents e nenhum animal
evoluiu com qualquer déficit neurolégico decorrente da
ligadura da artéria carotidea.

ApOds quatro semanas de implante de stents, nove
coelhos/18 stents foram submetidos a angiografia
de controle. Um animal (coelho 8), no qual foram
implantados dois stents recobertos com polimero apenas
na face abluminal, foi encontrado morto (causa mortis nao

Arq Bras Cardiol 2012;99(6):1123-1128

determinada) na 32 semana pés-implante de stent. Isso
resultou em um ndmero amostral insuficiente para anélise
da endotelizacdo do stent recoberto com polimero apenas
na face abluminal, sendo excluidos os dados oriundos do
outro stent do mesmo tipo (stent recoberto com polimero
apenas na face abluminal) implantado na artéria iliaca
esquerda do coelho 7 (Tabela 1).

Angiografia de controle

Todos os stents estavam pérvios e sem reestenose
angiogréfica ou imagem sugestiva de trombo no momento
do reestudo apds quatro semanas de implante dos stents.

Microscopia eletronica de varredura

As dareas analisadas (média = DP) mediram 17,03
+ 4,82; 15,89 + 3,90; 17,97 = 3,25 e 10,40 + 4,54
referentes ao stent sem recobrimento, stent recoberto
com polimero na face luminal e abluminal, stent com
eluicao de sirolimus na face luminal e abluminal e stent
com eluicdo de sirolimus apenas na face abluminal,
respectivamente (p = 0,219).

As areas de hastes de stent expostas (média = DP)
(mm?) foram de 0,12 + 0,08; 0,09 + 0,12; 0,60 = 0,67 e
0,05 + 0,04 (stent sem recobrimento, stent recoberto
com polimero na face luminal e abluminal, stent com
eluicao de sirolimus na face luminal e abluminal e stent
com eluicdao de sirolimus apenas na face abluminal,
respectivamente) (p = 0,120).

A porcentagem de endotelizagao foi de 99%; 99%;
97% e 99% (stent sem recobrimento, stent recoberto com
polimero na face luminal e abluminal, stent com eluigao
de sirolimus na face luminal e abluminal e stent com
eluigdo de sirolimus na face abluminal, respectivamente)
(p = 0,133) (Tabela 2 e Figura 1).

Discussao

Os resultados deste experimento evidenciaram que
os stents com eluicdo de sirolimus da face luminal e
abluminal e abluminal exclusivamente apresentaram
ap6s quatro semanas de implante em artérias ilfacas de
coelhos nao ateroscleréticos uma taxa de endotelizagao
das hastes de stent semelhante a ocorrida em stents sem
eluigdo de drogas.

Vérios stents coronarianos eluidores de farmacos
antiproliferativos demonstraram efetiva inibicao da
proliferagao neointimal e redugao das taxas de reestenose
e necessidade de reintervencao no vaso alvo. Uma
das preocupagbes quanto ao emprego desses stents
farmacolégicos refere-se a probabilidade, ainda que rara,
da ocorréncia de trombose tardia®. A rapida endotelizacao
pos-implante de um stent farmacolégico é um fen6meno
desejavel por teoricamente reduzir o risco de trombose
precoce e tardia'.

A avaliagao pré-clinica da reendotelizagao pés-implante
de stent farmacolégico realiza-se preferencialmente com
o implante desses stents em artérias iliacas de coelhos por



Takimura e cols.
Avaliacao da endotelizacao de hastes de stents

Artigo Original

Tabela 1 - Dados do procedimento de implante dos stents e evolugdo pés-operatoria

Animal Peso L ocal de Tipo de stent implantado Evolugao
(9) implante
Art. iliaca direita Stent recoberto com polimero na face luminal e abluminal
1 3767 i -
At lliaca Stent eluidor de sirolimus na face luminal e abluminal
esquerda
Art. iliaca direita Stent eluidor de sirolimus na face luminal e abluminal
2 3525 i -
Att. iliaca Stent Cro-Co sem recobrimento
esquerda
Art. iliaca direita Stent recoberto com polimero na face luminal e abluminal
3 3187 i -
At lliaca Stent eluidor de sirolimus na face luminal e abluminal
esquerda
Art. iliaca direita Stent eluidor de sirolimus na face luminal e abluminal
4 3897 i -
At. iliaca Stent Cro-Co sem recobrimento
esquerda
Art. iliaca direita Stent Cro-Co sem recobrimento
5 3445 i -
Ar. lliaca Stent recoberto com polimero na face luminal e abluminal
esquerda
Art. iliaca direita Stent recoberto com polimero na face luminal e abluminal
6 3410 i -
At.iliaca Stent Cro-Co sem recobrimento
esquerda
Art. iliaca direita Stent eluidor de sirolimus na face abluminal exclusivamente -
7 3224 Art. iliaca . . Dados deste stent foram excluidos
Stent recoberto com polimero na face abluminal A
esquerda da andlise final
Art. iliaca direita Stent recoberto com polimero na face abluminal
8 2860 Art. iliaca Obito na 32 semana pos-implante
) Stent recoberto com polimero na face abluminal
esquerda
Art. iliaca direita Stent recoberto com polimero na face luminal e abluminal
9 3095 i -
At. iliaca Stent eluidor de sirolimus na face abluminal exclusivamente
esquerda
Art. iliaca direita Stent eluidor de sirolimus na face abluminal exclusivamente
10 3042 i -
At lliaca Stent recoberto com polimero na face luminal e abluminal
esquerda

Tabela 2 - Quantificagdo da endotelizagdo apds implante de stents em artérias iliacas de coelhos avaliada pela microscopia eletronica

de varredura

Stent Cro-Co com Stent eluidor de Stent eluidor de sirolimus
Stent Cro-Co sem . L X
. polimero na face sirolimus na face na face abluminal Valor
recobrimento . N X . .
(n=4) luminal e abluminal luminal e abluminal exclusivamente dep
(n=6) (n=4) (n=3)

Area analisada (mm?) 17,03+ 4,82 15,89 + 3,90 17,97 £ 3,25 10,40 + 4,54 0,219
Area de hastes expostas (mm?) 0,12 +0,08 0,09+0,12 0,60 + 0,67 0,05+ 0,04 0,120
Area porcentual de hastes expostas (%) 0807 05+0 30£32 04+03 0,192
Endotelizagao porcentual (%) 99 + 01 99+0 97 £ 03 99+0 0,133

apresentar resultados que se aproximam mais com o que
se observam em seres humanos''. As artérias corondrias de
porcos reendotelizam muito rapidamente ap6s o implante
de stents e prestam-se mais para avaliagao da seguranca
do implante. Além disso, atualmente recomenda-se a

realizagao de estudos pré-clinicos com implante de stents
em animais com aterosclerose induzida'*".

Quando se comparam os dados de endotelizagao do
stent Inspiron® eluidor de sirolimus (Scitech®, Goiania,
Brasil) com os dados experimentais do estudo de Joner e
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Fig. 1 - Imagens obtidas pela microscopia eletrénica de varredura da face
luminal de artérias iliacas de coelhos apds quatro semanas de implante
de stents. (A) stent Cro-Co sem recobrimento; (B) stent Cro-Co recoberto
com polimero na face luminal e abluminal; (C) stent eluidor de sirolimus na
face luminal e abluminal; (D) stent eluidor de sirolimus na face abluminal
exclusivamente

cols.™, no quesito endotelizagao sobre as hastes dos stents,
verifica-se que a taxa de endotelizagdo do stent Inspiron®
(99%) foi superior em relacao a outros stents farmacoldgicos
(Cypher®: 64%, Taxus®: 68%, Endeavor®: 76% e Xience
V®: 80%) para o mesmo periodo de observacao de quatro
semanas po6s-implante. Essa diferenga pode ser decorrente
de eluicao de sirolimus exclusivamente da superficie
abluminal no stent Inspiron®, enquanto nos demais stents
os medicamentos antiproliferativos sao liberados de ambas
as faces do stent. Outro fator que poderia explicar essa
diferenca é que nao realizamos denudacao previamente ao
implante de stent, minimizando a ocorréncia de espasmo
arterial, trauma e disseccao arterial. Pudemos analisar dessa
forma apenas a endotelizacao sobre as hastes dos stents,
ndo analisando com essa metodologia a endotelizagao
entre as hastes dos stents. Outra diferenga metodolégica
de nosso estudo em relagdo ao trabalho de Joner e cols.™
é que utilizamos como via de acesso a carétida enquanto
estes utilizaram a via femoral. A utilizacdo da via femoral
com ligadura dessa artéria ao final do implante de stents em
artérias iliacas pode resultar em lentificagao do fluxo arterial
a montante da ligadura, teoricamente repercutindo em vérios
aspectos da coagulagdo e possivelmente da endotelizagao
dos stents, o que nos motivou a utilizarmos a via carotidea'.

Limitacdes do estudo

Utilizamos no presente estudo animais ndo
ateroscleréticos. Entretanto, em virtude de especificidades
do processo aterosclerético (multifatorial, doenga cronica),
esse modelo animal com aterosclerose que reproduza
fielmente essa anormalidade em seres humanos ainda nao
foi desenvolvido.

O periodo de observagdo pés-implante de stents em
artérias iliacas de coelhos foi de 30 dias. Observamos
desvios-padroes baixos (minimo de 0 e maximo de 0,03)
para as taxas de endotelizacao sobre as hastes dos stents
estudados, assim calculamos, com poder do teste de 80% e
admitindo-se um erro beta de 5%, que o nimero amostral
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de cada um dos tipos de stents foi suficiente, a excegao do
grupo de stents recobertos com polimero na face abluminal,
que foi retirado desta andlise comparativa. Entretanto
grupos de animais adicionais poderiam ser estudados com
periodos de observagées menores (sete e/ou 14 dias), os
quais nao foram objetos desta investigagdo inicial.

Nao foram avaliados no presente estudo os aspectos
funcionais da neointima que recobriu as hastes dos stents
apos quatro semanas de implantados.

Conclusao

Apéds quatro semanas de implante em artérias ilfacas
de coelhos os stents farmacolégicos com liberagao
de sirolimus da face luminal e abluminal e abluminal
exclusivamente apresentaram endotelizagdo sobre as
hastes quase completa (97% a 99%), nao diferindo
estatisticamente da endotelizacdo ocorrida nos stents nao
farmacolégicos (stents sem recobrimento e stents recobertos
com polimero na face luminal e abluminal) (99%).

Agradecimentos

Os autores agradecem a Sra. Adriana Palombo Nunes da
Central Analitica do Instituto de Quimica e ao Sr. Sebastiao
Aparecido Boleta, do Laboratério de Microscopia Eletronica
do Departamento de Anatomia Humana do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo pelo
auxilio prestado na preparacao das amostras e obtencao de
imagens de microscopia eletronica de varredura e as Sras.
Andréa R. de Carvalho e Fernanda Giordano pelo trabalho
de gestao de projetos em ciéncia, tecnologia e inovagao.

O presente estudo faz parte do Programa de
Desenvolvimento Nacional de Endoproteses Vasculares
(stents) — PDNS, iniciado em 2004-2005. Conta com o
suporte da Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos
Estratégicos (SCTIE)/Departamento de Ciéncia e Tecnologia
(DECIT) do Ministério da Satde (MS), do Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) e da
Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP) do Ministério
da Ciéncia e Tecnologia (MCT). O desenvolvimento do
processo de corte a laser de stents contou com o apoio da
Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
(FAPESP; Forma de Apoio: Inovagao Tecnoldgica — Pesquisa
Inovativa na Pequena e Micro Empresa [PIPE]).
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