\WEIR4
S O@

Artigo Original 1 N 2

Sos L w®

N

Rapamicina em Combinacao com a-Cianoacrilato Contribui a
Inibicao de Hiperplasia Intimal em Modelos em Ratos

Rapamycin Combined with a-Cyanoacrylate Contributes to Inhibiting Intimal Hyperplasia in Rat Models

Tianshu-Chu, Congrong-Gao, Zhiwei-zhao, Fei-Ling, Ayu-Sun, Yuanbiao-Zheng, Jing-Cao, Jianjun Ge
Anhui Medical University, Hefei — China

Resumo

Fundamento: Reestenose de enxertos venosos tem um impacto adverso na circulacao de pontagens e no prognéstico de
pacientes apés a cirurgia de revascularizacao miocardica.

Objetivos: Nés utilizamos o-cianoacrilato (c.-CA) como suporte extravascular, rapamicina/sirolimus (RPM) como aplicacao
local e a combinacao dos dois (a-CA-RPM) em modelos de enxerto venoso autégeno em ratos para estimular mudanca
no enxerto venoso. O objetivo do nosso estudo foi observar o efeito de a-CA, RPM e a-CA-RPM na hiperplasia venosa.

Métodos: Cinquenta ratos Sprague Dawley (SD) saudaveis foram randomizados nos 5 grupos seguintes: sham, controle,
a-CA, RPM e a-CA-RPM. O procedimento operacional descrito subsequentemente foi utilizado para construir modelos
de enxertos da veia jugular na artéria carétida em ratos, em um lado. O nivel de endotelina-1 (ET-1) foi determinado por
ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA). As veias enxertadas foram observadas a olho nu 4 semanas apés; as veias
frescas foram observadas via microscépio e software de processamento de imagem com coloragao hematoxilina-eosina
(HE) e imuno-histoquimica depois de serem fixadas e armazenadas; o-actina do misculo liso (¢SMA) e o fator de von
Willebrand (vWF) foram medidos com reacao em cadeia da polimerase-transcriptase reversa (RT-PCR). Realizaram-se
as comparagdes com analise de varidncia de fator tinico (ANOVA) e o teste de diferenca minima significativa (LSD) de
Fisher, com p < 0,05 sendo considerado estatisticamente significante.

Resultados: Nos achamos que a espessura intimal nos grupos a-CA, RPM e a-CA-RPM era menor que no grupo controle
(p < 0,01) e a espessura no grupo o-CA-RPM era notavelmente menor que nos grupos a-CA e RPM (p < 0,05).
Conclusao: A combinac¢ao de RPM e a-CA contribui a inibicao de hiperplasia em modelos em ratos e é mais efetivo para
paténcia vascular que uso individual de o-CA ou RPM. (Arq Bras Cardiol. 2019; 112(1):3-10)

Palavras-chave: Revascularizacdo Miocardica/cirurgia; Cianoacrilatos; Sirolimus; Hiperplasia; Oclusao de Enxerto
Vascular; Grau de Desobstrucao Vascular; Ratos.

Abstract

Background: Vein graft restenosis has an adverse impact on bridge vessel circulation and patient prognosis after coronary artery bypass grafting.

Objectives: We used the extravascular supporter o-cyanoacrylate (a-CA), the local application rapamycin/sirolimus (RPM), and a combination
of the two (a-CA-RPM) in rat models of autogenous vein graft to stimulate vein graft change. The aim of our study was to observe the effect of
a-CA, RPM, and a-CA-RPM on vein hyperplasia.

Methods: Fifty healthy Sprague Dawley (SD) rats were randomized into the following 5 groups: sham, control, a-CA, RPM, and a-CA-RPM.
Operating procedure as subsequently described was used to build models of grafted rat jugular vein on carotid artery on one side. The level
of endothelin-1 (ET-1) was determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Grafted veins were observed via naked eye 4 weeks
later; fresh veins were observed via microscope and image-processing software in hematoxylin-eosin (HE) staining and immunohistochemistry
after having been fixed and stored” (i.e. First they were fixed and stored, and second they were observed); a-Smooth Muscle Actin (aSMA)
and von Willebrand factor (vWF) were measured with reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR). Comparisons were made with
single-factor analysis of variance and Fisher’s least significant difference test, with p < 0.05 considered significant.

Results: We found that intimal thickness of the a-CA, RPM, and a-CA-RPM groups was lower than that of the control group (p < 0.01), and the
thickness of the a-CA-RPM group was notably lower than that of the a-CA and RPM groups (p < 0.05).

Conclusion: RPM combined with o-CA contributes to inhibiting intimal hyperplasia in rat models and is more effective for vascular patency than
individual use of either a-CA or RPM. (Arq Bras Cardiol. 2019; 112(1):3-10)
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Introducao

A cirurgia de revascularizagdo miocardica (CRM) é uma
das principais terapias para doenga coronariana. Porém, 40%
dos vasos de pontagem estao totalmente obstruidos e 30%
do fluxo sanguineo vascular é reduzido apds a CRM, o que
seriamente impacta a sobrevida e o prognéstico do paciente.?
Mecanismos de reestenose incluem trombose, hiperplasia
intimal e aterosclerose. A imigracao de células endoteliais e
células musculares lisas vasculares é vital para a hiperplasia
intimal, que é a principal causa de reestenose.’

Embora os farmacos que inibem a citocinina e regulam
o ciclo celular possam contribuir & inibicao da hiperplasia
intimal, os efeitos colaterais sistémicos sao prejudiciais para
os pacientes. Portanto, a aplicagao local é muito importante.
A rapamicina (sirolimus) é amplamente utilizada para a
anti-rejeicdo apds operagdes de transplante, e os stents
farmacolégicos sao amplamente utilizados em artérias
coronérias. Pesquisadores verificaram que a aplicagdo de
rapamicina em veias enxertadas é eficaz na inibicao da
hiperplasia intimal, pois inibe a proliferagdo e promove a
apoptose de células musculares lisas.

Em 1963, Parsonnet e seus colegas observaram que
suporte perivenoso era eficaz para a paténcia vascular.®
Subsequentemente, pesquisadores clinicos descobriram que
o suporte perivenoso pode aumentar as taxas de paténcia pela
redugdo da hiperplasia intimal nas veias enxertadas. O a-CA,
que é liquido a temperatura ambiente, é inofensivo para o
corpo humano. O tempo de degradagdo é de 1 a 3 meses,
dependendo da dosagem. O a-CA é usado em cirurgia para
tratar sangramentos e suturar feridas.®

Usualmente, o a-CA e a RPM sao utilizados como suporte
perivenoso e aplicagao local, respetivamente. Investigamos de
forma inovadora o processo fisiopatolégico da hiperplasia da
neointima em veias enxertadas ap6s CRM usando modelos de
enxerto venoso autégeno em ratos, com o intuito de encontrar
novos métodos para inibir a hiperplasia intimal.

Métodos

Reagente e método

O a-CA (99% n-octil-a-cianoacrilato + n-butil-a--cianoacrilato)
foi adquirido da Beijing Fuaile Science and Technology
Development Co. (Beijing, China). A RPM foi adquirida da
Selleck Company. Dissolvemos 8 mg de RPM em 1 ml de a-CA
(obtidos com pipeta) em um tubo Eppendorf estéril. Apds isso,
utilizou-se um agitador magnético para misturé-los, obtendo o
0-CA-RPM de 8mg/ml, que foi armazenado sob refrigeragao
de 2 a 8°C. RPM era hidrosolvente e foi preparado pelo
mesmo método.”

Modelos e grupos

Cinquenta ratos SD (fornecidos pelo Anhui Lab Animal
Research Center e identificados pelo comité de ética médica
da Anhui Medical University), machos e fémeas, entre 10
e 12 semanas de idade, com peso entre 220-280 g, foram
randomizados (desenho completamente randomizado) em

5 grupos, cada grupo contendo 10 ratos, e alimentados
durante 4 semanas apds a operagdo. O procedimento
operacional e o tamanho da amostra foram determinados
de acordo com experimentos pilotos e estudos anteriores,
conforme descrito abaixo.

Procedimento operacional: utilizou-se uma injecao
intraperitoneal de 10% chloralic hydras para anestesiar os
ratos. A heparinizagao foi induzida por uma injegao de
heparina (700 UI/Kg) na veia caudal. Uma incisao vertical
de aproximadamente 1 cm foi feita no meio do pescogo
(desviada para o lado da operagao) e as veias foram
dissociadas em um lado. Epitheca de 1-2 mm foram obtidas
com uma agulha de pungao arterial 20G vermelha (BD
Company), usada como canula. A artéria carétida foi isolada
até os ramos. Em seguida, duas linhas de sutura e hemoclips
foram colocados em ambas as extremidades da artéria para
bloguear o fluxo sanguineo. O meio da artéria foi isolado
e cuidadosamente virado para 1-1,2 mm acima da canula.
Utilizou-se uma sutura de seda 6/0 para ligar e fixar a veia
para isola-la das artérias; desta maneira, foi possivel abrir
os grampos vasculares. Verificamos que o pulso das veias
enxertadas era normal e sem sangramento e em seguida
suturamos a incisao. Diariamente, verificamos o estado vital e
as incisoes de todos os ratos. Mantivemos o ambiente fresco,
trocamos os ninhos regularmente e demos forragem e dgua
suficiente. Trés dias apds a operagao, cada rato comecou
a receber uma injecdo intramuscular de 400.000 IU de
penicilina, diariamente.

Grupo sham: apenas simulou-se o processo de operagao.
As veias jugulares foram dissociadas e os vasos colaterais
foram ligados, sem divisdo ou transplante; Grupo controle:
enxerto arteriovenoso jugular no mesmo lado; Grupo a-CA:
enxerto arteriovenoso jugular e aplicagdo de cola a-CA nas
veias enxertadas; Grupo RPM: enxerto arteriovenoso jugular
e aplicagao de RPM nas veias enxertadas; Grupo a.-CA-RPM:
enxerto arteriovenoso jugular no mesmo lado e aplicagao de
a-CA-RPM nas veias enxertadas.

Coleta de amostras

Amostras de sangue foram coletadas no pré-operatério
as 0 h e no p6s-operatério as 12 h, 36 h e 4 semanas apds a
operagao. O soro foi obtido por centrifugacao e foi armazenado
a -80°C até a andlise de citocinas. Quatro semanas depois,
coletamos uma amostra de veia de cada grupo. Os ratos foram
completamente anestesiados, fixados na mesa de operagao,
heparinizados como descrito anteriormente e operados da
mesma maneira pelo mesmo caminho. Observamos as formas
e a circulagdo das veias enxertadas, dos vasos com ligadura
e dos vasos isolados nas duas extremidades das canulas; em
seguida, removemos as veias intactas e frescas e lavamos
os limenes completamente com solugao salina normal.
As amostras com coloragdo HE e imuno-histoquimica foram
colocadas em microtubos cheios de paraformaldeido e as
amostras com RT-PCR foram colocadas em microtubos cheios
de regentes de RNA-EZ e mantidas na geladeira a -80°C.
Os ratos foram sacrificados pelo método de deslocamento
cervical e adequadamente manipulados.
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Ensaio de imunoabsorcdo enzimatica para ET-1

ET-1 foi determinado com kits ELISA (R&D, USA) utilizando
50 ul de soro para o ensaio. Foram realizadas 3 medidas para
cada amostra de sangue e a placa de ELISA foi lida a 450 nm
em um leitor de placas.

Exame histologico do tecido enxertado

As veias enxertadas foram imersas em formalina e cortadas
em segbes de 4 mm. Subsequentemente, realizou-se coloragao
hematoxilina-eosina (HE) utilizando um kit de coloracao
hematoxilina e eosina (Beyotime Biotechnology, Shang Hai,
China). O sistema de aquisicao de imagem do microscépio
Olympus foi utilizado para obter imagens de secao (lente
objetiva 100 x) e medir a espessura da intima. As medidas
e a andlise de dados foram realizadas por 2 pesquisadores
independentes. As segbes foram selecionadas aleatoriamente
de veias enxertadas e nao-enxertadas; em seguida medimos
16 pontos de espessura e calculamos a média. Trés segOes
foram selecionadas e medidas de cada rato. Em seguida,
calculamos a espessura da intima.

Determinacao do indice de proliferacao

As secoes de tecido foram incubadas com o kit de andlise
imuno-histoquimica para o antigeno nuclear de células em
proliferagdo (PCNA) (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA)
a 4°C durante uma noite. Apés a lavagem com solugao salina
tamponada com fosfato (PBS) (DAKO, Clostrup, Dinamarca) e
incubagdo com o anticorpo secundario, realizou-se a coloragao
com DAB. As seccoes de tecido foram desidratadas e instaladas
em ldminas. Todas as imagens (lente objetiva 200 X) foram
captadas pelo sistema de aquisi¢do de imagem do microscépio
Olympus e pela SPOT Digital Camera (Diagnostic Instruments,
Sterling Heights, MI, EUA). Células positivas para PCNA
foram contadas na intima. Utilizou-se um total de 10 vistas
de observagao para calcular a percentagem média de células
positivas para PCNA para cada rato.

RT-PCR

O RNA total dos tecidos dos vasos foi isolado com o
Kit TRIzol (Life Technology, USA). A transcricao reversa foi
utilizada para obter cDNA a partir do RNA por meio do Kit
de Transcrigao Reversa de RNA (Promega, EUA). Um total de
2 ug de RNA e 1 ul de primer randémico foram desnaturados
a 70°C durante 10 min e anelados a 4 °C durante 10 min.
Em seguida, 2 uL de tampao 10 X, 2 ul de MgCl, (20,8 mol/l) e
1 UL de transcriptase reversa foram adicionados ao sistema de
reagao. Acrescentou-se dgua duplamente destilada (ddH,O)
para levar o volume a 20 ul. As condigdes para sintese do
cDNA eram de 37°C durante 1 h e 4°C durante 10 min.
O PCR também continha 10 ul de 2 x SYBR Mixture (Takara,
Japao), 7 ul de ddH,O, 1 ul de forward primer e 1 ul de
reverse primer. As condigdes de PCR eram de 95°C durante
5 min, 95°C durante 15 s, 60°C durante 60 s e 40 ciclos.
As sequéncias dos primers utilizados para RT-PCR eram as
seguintes: Forward, 5-CATCTCCGTGGTCCTGAAGT-3' e
reverse, 5'-GGCAAGGGAAACGTCTAGTG-3' para fator de von
Willebrand; forward, 5'-CAGAGTCCAGCACAATACCAG-3'e
reverse, 5'-GACCCAGATTATGTTTGAGACC para a-actina do
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musculo liso; e forward, 5'-~ACATGAATGACCTCGTCTCTGA-3'
ereverse, 5-CCTCTTCTTCTGCCTCCTCTCC-3' para GAPDH.
O instrumento para PCR quantitativo em tempo real foi
adquirido de ABI (EUA).

Analise estatistica

Todos os dados foram analisados com o software de analise
estatistica SPSS 17.0. Os dados sao expressos como média +
desvio padrao. Visto que os dados mostraram uma distribuigdo
normal, a comparagao entre os vdrios grupos foi analisada por
andlise de variancia de fator tinico (ANOVA) e a comparagao
entre dois grupos foi realizada pelo teste de diferenga minima
significativa (LSD) de Fisher. Um valor de p < 0,05 foi
considerado estatisticamente significante.

Resultados

Os ratos sobreviveram bem 4 semanas ap6s a operacao

O procedimento de operagdo descrito anteriormente foi
utilizado para construir modelos de enxerto da veia jugular
na artéria carétida em ratos, em um lado. No pés-operatdrio,
as veias transplantadas estavam bem preenchidas e os vasos
sanguineos batiam bem; a cola estava uniformemente
espalhada na superficie das veias dos grupos a.-CA e a-CA-RPM.
O estado vital e as incisdes dos ratos foram verificados todos os
dias. Subsequentemente, descobrimos que um rato no grupo
RPM e um no grupo a-CA tinham morrido de temperatura baixa
2 semanas depois da operagao; os outros ratos sobreviveram
e recuperaram-se bem, com pulso forte nas veias enxertadas.
Os ratos foram sacrificados 4 semanas apés a cirurgia;
notavelmente, apenas 2 ratos apresentaram oclusao venosa, um
no grupo a-CA e um no grupo RPM. Correspondentemente, o
fluxo sanguineo nas outras veias enxertadas era patente. As veias
no grupo sham tinham se expandido levemente. Além disso,
as veias do grupo controle tinham novo tecido de granulagao,
tubos mais espessos, edema e rigidez leve; porém, as veias
dos grupos a-CA, RPM e a-CA-RPM tinham poucos tecidos
novos que eram facilmente separados, sem expansao ébvia e
claramente divididos dos tecidos ao redor e a cola nao estava
completamente degradada (Figura 1).

o-CA-RPM reduziu espessamento intimal dos enxertos venosos

Com a finalidade de observarmos os impactos que a
intervengao de cada grupo teve na hiperplasia intimal,
realizamos coloragao das veias enxertadas 4 semanas apds
a operagao. Apés isso, utilizamos um sistema de analise de
imagens de computador para analisar hiperplasia intimal.
Isto revelou que a intima do grupo controle era notavelmente
mais espessa que a dos grupos o-CA, RPM e a-CA-RPM;
a diferenca era estatisticamente significativa (91,3 = 3,9,
133,6 = 8,0, 50,6 = 5,4 vs. 233,6 = 29,1 um; p < 0,01;
Figura 2B, C, D, E e F); a intima do grupo RPM era
mais espessa do que a do grupo a-CA; a diferenga era
estatisticamente significativa (133,6 = 8,0 vs. 91,3 = 3,9
um; p < 0,05; Figura 2C, D e F); a intima dos grupos a-CA
e RPM era mais espessa do que a do grupo o-CA-RPM; a
diferenca era estatisticamente significativa (50,6 = 5,4 vs.
91,3 +3,9um,133,6 =8,0um; p <0,05; Figura2 C, D, EeF).
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Figura 1 - Os ratos sobreviveram bem 4 semanas apds a operagéo. O procedimento de operagéo descrito anteriormente foi utilizado para construir modelos de enxertos da
veia jugular na artéria carétida em ratos, em um lado. Apés a operagdo, as veias transplantadas estavam bem preenchidas e os vasos sanguineos batiam bem; a cola estava
uniformemente espalhada na superficie das veias dos grupos a-CA e a-CA-RPM (flecha). Quatro semanas apés a operagao, as veias no grupo sham tinham se expandido
levemente; as veias no grupo controle tinham novo tecido de granulagéo, tubos mais espessos, edema e rigidez leve; no grupo a-CA havia poucos tecidos novos que eram
facilmente separados, sem expanséo 6bvia e claramente divididos dos tecidos ao redor e a cola ndo estava completamente degradada (flecha); no grupo RPM os tecidos
estavam claramente divididos dos tecidos ao redor e eram frescos e sem expansao 6bvia. A forma geral do grupo a-CA-RPM era similar a do grupo a-CA.

Além disso, conforme descrito na Figura 3, os nossos resultados
da coloragao imuno-histoquimica para PCNA demonstram que
os grupos controle, a-CA, RPM e a-CA-RPM tinham um indice
de proliferagao significativamente mais alto que o grupo sham
(p < 0,01; Figura 3A, B, C, D, E e F) e a percentagem de células
positivas para PCNA nos grupos a-CA, RPM e a-CA-RPM era
significativamente menor que no grupo controle (p < 0,01;
Figura 3B, C, D, E e F). Ademais, é notavel que o indice de
proliferacdo no grupo a-CA-RPM era marcadamente menor
que nos grupos o-CA e RPM (p < 0,01; Figura 3C, D, E e F).
Em conjunto, os nossos resultados demonstram que a-CA, RPM
e a-CA-RPM inibem hiperplasia intimal em enxertos venosos; o
efeito de a-CA-RPM é mais forte do de a-CA ou RPM.

o-CA-RPM diminuiu hiperplasia intimal e
respostas inflamatorias

Com a finalidade de estudar o mecanismo pelo qual os
trés métodos de intervengao inibem hiperplasia intimal mais
profundamente, n6s examinamos os valores de aSMA e VWF nas
veias enxertadas 4 semanas ap6s a cirurgia. Os valores de aSMA
nos grupos a.-CA, RPM e a-CA-RPM eram muito menores que
no grupo controle, conforme detectado por RT-PCR (p < 0,01;
Figura 4A). Os valores de aSMA no grupo a-CA-RPM eram
menores que nos grupos a-CA e RPM (p < 0,01; Figura 4A).
Encontraram-se resultados similares nos valores de vWF
no grupo a-CA-RPM (p < 0,01; Figura 4B). Este resultado
verificou que a inibicdo por a-CA, RPM e a-CA-RPM pode
reduzir hiperplasia intimal por bloquearem a sobre-expressao
de aSMA e vVWF. Notamos que os niveis de ET-1 aumentaram
gradualmente nos grupos controle, a-CA, RPM e a-CA-RPM
36 horas ap6s a operacao; os dos grupos controle, a-CA e RPM
ainda estavam altos 4 semanas ap6s a operacao e os do grupo
e a-CA-RPM tinham basicamente voltado ao normal. Os niveis
de ET-1 no grupo controle eram significativamente mais
altos que os dos grupos a-CA, RPM e a-CA-RPM 36 horas e
4 semanas ap6s a operagao (96,1 = 7,9 ng/l vs. 84,0 = 10,9 ng/l,

79,5 £ 5,7 ng/l e 72,7 = 9,9 ng/l; 99,7 £ 7,7 ng/l vs.
87,1 = 13,3 ng/l, 65,4 = 23,4 ng/l e 43,7 = 20,1 ng/l;
p < 0,05, respectivamente). Adicionalmente, 4 semanas
apds a operagao, os niveis de ET-1 no grupo a-CA-RPM eram
significativamente menores que nos grupos a-CA, RPM e
controle (43,7 = 20,1 ng/l vs. 87,1 = 13,3 ng/l, 65,4 + 23,4 ngl
e 99,5 = 7,7 ng/l; p < 0,05, respectivamente) (Figura 4C).
Estes resultados indicam que a-CA, RPM e a.-CA-RPM parecem
reduzir respostas inflamatérias e que o-CA-RPM é mais efetivo.

Discussao

O achado principal do nosso estudo é que a aplicagao
de a-CA, RPM ou a-CA-RPM pode melhorar a paténcia de
modelos de enxerto venoso em ratos por meio da inibigao
de hiperplasia intimal.® Mais importante, o uso de RPM em
combinagao com a-CA é mais efetivo que o uso isolado de
o-CA ou RPM.

O processo complicado de remodelagao de vasos conduz
a reestenose de enxertos venosos, mas 0 mecanismo exato
nao é explicito. Estudos tém mostrado que a reestenose esta
relacionada a disfungdo de células endoteliais da intima,
a proliferacdo, a migragao de células musculares lisas
vasculares, fibroblastos adventicios, reacoes inflamatérias,
forca de cisalhamento e mudancas hemodindmicas.’'°
O processo patolégico de reestenose de um pontagem pode
incluir trombose precoce, hiperplasia intimal e aterosclerose;
a hiperplasia intimal é a causa mais importante. Quando se
separa, liga, divide, transplanta e revasculariza pontagens,
fatores como agregacao de plaquetas e neutréfilos, liberagao
de citocinas e quimiocinas, ativagao da via de transdugao
e reacdo enzimatica podem desencadear hiperplasia
de células musculares lisas vasculares e acumulacido de
células endoteliais. Todos esses fatores podem resultar em
hiperplasia intimal e a reestenose dos vasos enxertados
decorre em sequéncia."’"?

Arq Bras Cardiol. 2019; 112(1):3-10
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Figura 2 — a-CA-RPM reduziu espessamento intimal dos enxertos venosos. Quatro semanas apés a operagéo, os tecidos foram coletados, fixados em formalina,
cortados em segdes de 4 um e coloridos com HE. Imagens (lente objetiva 100 x) foram obtidas e analisadas com o sistema micro-imagem de Olympus. Os ratos foram
divididos em 5 grupos: grupo sham (A), grupo controle (B), grupo a-CA (C), grupo RPM (D) e grupo a-CA-RPM (E). (F) representa o gréfico estatistico a espessura intimal
de cada grupo. A intima do grupo controle era notavelmente mais espessa que a dos grupos a-CA, RPM e a-CA-RPM; a diferenga era estatisticamente significativa
(91,3 3,9, 133,6 + 8,0, 50,6 + 5,4 vs., 233,6 £ 29,1 um; p < 0,01); a intima do grupo RPM era mais espessa da do grupo a-CA; a diferenga era estatisticamente
significativa (133,6 + 8,0 vs. 91,3 + 3,9 um; p < 0,05); a intima dos grupos a-CA e RPM era mais espessa da do grupo a-CA-RPM; a diferenca era estatisticamente
significativa (50,6 + 5,4 vs. 91,3+ 3,9 um, 133,6 £ 8,0 um; p < 0,05). * Havia diferengas 6bvias entre o grupo controle e os demais grupos, p < 0,05. * Havia diferengas
Obvias entre o grupo a-CA e os demais grupos, p < 0,05. * Havia diferengas 6bvias entre o grupo RPM e os demais grupos, p < 0,05. * Havia diferengas bvias entre

0 grupo a-CA-RPM e os demais grupos, p < 0,05.

Em 1963, Parsonnet e seus colegas indicaram, pela primeira
vez, que suportes extravasculares podiam melhorar as taxas de
paténcia das veias enxertadas.” Numerosos ensaios basicos e
clinicos ttm comprovado que suportes extravasculares podem
inibir hiperplasia intimal e melhorar as taxas de paténcia.
Quatro suportes extravasculares tém sido amplamente
utilizados em ensaios bésicos e clinicos, i.e. stent extravascular
de nitinol, stent extravascular polimérico, cola de fibrina e
a-CA. Reconhece-se que a-CA pode ndo apenas inibir a
expansdo dos vasos apds o transplante mas também estimular
a migracdo das células musculares lisas vasculares para a
membrana externa vascular.">'* Estimulados por a-CA, muitos
neutrdéfilos e mondécitos agregam a adventicia, especialmente
fagécitos mononucleares que podem liberar quantidades de
fatores quimiotaticos para atrair a imigragao e colonizagao
de células musculares lisas vasculares e fibroblastos."
Uma série de mudancas mencionadas acima ativara vérios
fatores anti-ateroscleréticos: NO, PGI2, cAMP e cGMP.
Eles também podem diminuir colesterol intimal e inibir fatores
pro-ateroscleréticos.’® Os resultados do nosso experimento
revelaram que as veias do grupo a-CA tinham poucos tecidos
frescos que eram facilmente separados, sem expansao 6bvia
e claramente divididos dos tecidos ao redor 4 semanas apés
a operagdo. A cola nao estava completamente degradada e
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a fntima do grupo a-CA era menos espessa que a do grupo
controle. Além disso, a percentagem de células positivas para
PCNA era significativamente menor que no grupo controle.
Sobretudo, como suporte extravasuclar o-CA foi capaz de
inibir hiperplasia intimal e melhorar a taxa de paténcia.

A proliferagao, imigragao e secregao de células musculares
lisas vasculares sao fundamentais a hiperplasia intimal, que
contribui a reestenose de enxertos venosos. Embora certos
farmacos possam ser efetivos em inibir a hiperplasia intimal
por meio da inibigao da citocinina e a regulagao do ciclo
celular, reacoes téxicas severas e efeitos colaterais limitam
0 seu uso extensivo; consequentemente, a aplicagdo local
torna-se particularmente significativa. A RPM, colchicina e
outros firmacos sao utilizados localmente em veias enxertadas.
Apbds a anastomose, o farmaco é aplicado uniformemente
nas veias enxertadas. A RPM pode acelerar a apoptose de
células musculares lisas vasculares por meio da inibicao da
transformagao das células da fase G1 a fase S, deste modo
suprimindo a proliferagao e imigragao das células musculares
lisas vasculares. Adicionalmente, RPM protege a fungao das
células endoteliais e reduz a liberagdo de peptideo vasoativo
quando as células endoteliais sao lesadas.'”"® Além disso,
a RPM também pode inibir a diferenciagao, proliferacao
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Figura 3 - a-CA-RPM diminuiu o indice de proliferagéo do enxerto venoso. Quatro semanas apos a operagdo, os tecidos foram coletados, fixados em formalina,
cortados em segbes de 4 um e coloridos com o anticorpo primario anti-PCNA. Imagens (lente objetiva 200 x) foram obtidas e analisadas com o sistema micro-imagem
de Olympus. Os ratos foram divididos em 5 grupos: grupo sham (A), grupo controle (B), grupo a-CA (C), grupo RPM (D) e grupo a-CA-RPM (E). (F) representa o grafico
estatistico do indice de proliferagdo de PCNA de cada grupo. * Havia diferengas 6bvias entre o grupo controle e os demais grupos, p < 0,01. * Havia diferengas obvias

entre o grupo a-CA e os demais grupos, p < 0,01.  Havia diferengas dbvias entre o grupo RPM e os demais grupos, p < 0,01. * Havia diferengas 6bvias entre o grupo
a-CA-RPM e os demais grupos, p < 0,01.
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Figura 4 — a-CA-RPM diminuiu a expresséo de aSMA e vVWF e respostas inflamatdrias. Quatro semanas apds a operagéo, realizou-se RT-PCR para detectar aSMA e vWF nas
veias enxertadas. (A) Os valores de aSMA nos grupos a-CA, RPM e a-CA-RPM eram muito menores que no grupo controle, conforme detectado por RT-PCR. Os valores de
aSMA no grupo a-CA-RPM eram menores que nos grupos a-CA e RPM (p < 0,01). (B) Encontraram-se resultados similares nos valores de vVWF no grupo a-CA-RPM (p < 0,01).
(C) Mostram-se os niveis séricos de ET-1 para cada grupo em diversos momentos. Os niveis de ET-1 o grupo controle eram significativamente mais altos que os dos grupos
a-CA, RPM e a-CA-RPM 36 horas e 4 semanas apds a operagdo (96,1 + 7,9 ng/l vs. 84,0 + 10,9 ng/l, 79,5 + 5,7 ng/l e 72,7 + 9,9 ng/; 99,7 + 7,7 ng/l vs. 87,1 + 13,3 ng/l,
65,4 + 23,4 ng/l e 43,7 + 20,1 ng/l; p < 0,05, respectivamente). Adicionalmente, 4 semanas apés a operagéo, os niveis de ET-1 no grupo a-CA-RPM eram significativamente
menores que nos grupos a-CA, RPM e controle (43,7 + 20,1 ng/l vs. 87,1+ 13,3 ng/l, 65,4 + 23,4 ng/le 99,5+ 7,7 ng/l; p < 0,05, respectivamente). * Havia diiferengas 6bvias entre
0 grupo a-CA e os demais grupos, p < 0,01. # Havia diferengas dbvias entre o grupo a-CA e os grupos sham, controle e a-CA-RPM, p < 0,01. » Havia diferengas dbvias entre o
grupo RPM e os grupos sham, controle e a-CA-RPM, p < 0,01.* Havia diferengas 6bvias entre o grupo a-CA-RPM e os demais grupos, p < 0,01.

e imigragao de células progenitoras endoteliais (CPE) e
reduz a expressao de NOS-mRNA em CPE.?*?' Os nossos
resultados verificaram que as veias no grupo RPM claramente
divididos dos tecidos do entorno eram frescas e nao tinham
se expandido. Ademais, a fntima do grupo RPM era menos
espessa do que a do grupo controle e a percentagem de células

positivas para PCNA era marcadamente menor que no grupo
controle. Em resumo, RPM pode inibir a hiperplasia intimal e
melhorar a taxa de paténcia.

O presente estudo visou experimentar a combinagao de um
suporte extravascular e uma aplicagdo local. N6s escolhemos
a-CA como o suporte extravascular, RPM como a aplicagao
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local e a-CA-RPM como a combinagao. Utilizou-se a-CA-RPM
em modelos de enxerto venoso autégeno em ratos para
estimular o processo patofisiolégico apés CRM. E de interesse
que a percentagem de células positivas para PCNA no grupo
a.-CA-RPM era marcadamente menor que nos grupos controle,
a-CA e RPM, o que indica que a-CA-RPM era mais efetivo em
inibir a hiperplasia intimal que a-CA ou RPM, isoladamente.
N6s concluimos que a-CA-RPM pode combinar a efetividade
de suportes extravasculares e aplicagoes locais e que inibe a
hiperplasia intimal melhor. Entretanto, a-CA é um veiculo ideal
para a formulagdo de um farmaco com liberagao controlada a
longo prazo que circunda o enxerto venoso estavelmente de
maneira que a RPM seja liberada lentamente e sem desperdicio.

A endotelina-1 (ET-1) tem sido implicada na patogénese
da reestenose e a hipertrofia vascular por meio do aumento
da agregacao de plaquetas e neutréfilos, a liberagao de
citocinas e quimiocinas, o acimulo de células endoteliais e a
promogao da migragao de células musculares lisas vasculares
em direcao a camada intimal.?? Os nossos resultados indicam
que a-CA, RPM e a-CA-RPM podem estabilizar a fungao
celular endotelial e diminuir a liberagdo de ET-1 para inibir
a hiperplasia intimal. Uma antagonista dos receptores de
endotelina A/B contribuiu para a redugdo da hiperplasia
intimal em uma cultura de érgaos de veias safenas humanas
e impediu o desenvolvimento neointimal da angioplastia
coronariana em porcos, o qual esta de acordo com o
nosso experimento.?** A aSMA é a proteina especifica das
células musculares lisas vasculares e a sua expressao pode
refletir a hiperplasia das células musculares lisas vasculares.
Examinamos o valor de aSMA nas veias enxertadas com
RT-PCR e verificamos que os valores nos grupos a-CA,
RPM e a-CA-RPM eram menores que no grupo controle.
Notavelmente, o valor do grupo a-CA-RPM era menor que
nos grupos o-CA e RPM. Um estudo no qual o componente de
aSMA das células progenitoras vasculares foi correlacionado
com o escore de Gensini da artéria coronaria também fez a
mesma observagdo.” Um experimento em um modelo suino
de desvio arteriovenoso também forneceu evidéncias tangiveis
que apo6iam este ponto de vista.?®

O vWF é uma glicoproteina codificada pelo brago curto
do cromossomo 12 que pode ser combinada com fibras de
colageno e plaquetas; esta intimamente relacionada com uma
série de doengas cardiovasculares, tais como aterosclerose,
sindrome coronariana aguda e fibrilacao atrial.”” O VWF
estimula a proliferacao das células musculares lisas vasculares
diretamente, o que resulta em efeito de dose-resposta direto.
Também acelera a hiperplasia intimal no endotélio intacto
sem ativacao plaquetéria ou liberagao de fator de crescimento
derivado de plaquetas.? Similarmente, nés achamos que os
valores de VWF nos grupos a-CA, RPM e a-CA-RPM eram
menores que no grupo controle e o do grupo a-CA-RPM era
menor que nos grupos o-CA e RPM. Os nossos resultados em
ratos sdo corroborados por experimentos em outros animais,
por exemplo, um estudo de eficacia em cachorros e um estudo
sobre hiperplasia intimal de artérias carétidas de coelhos.??3°
Estes resultados demonstram que a-CA, RPM e a-CA-RPM
podem reduzir a hiperplasia intimal por bloquearem a
sobre-expressao de aSMA e vWF.

Arq Bras Cardiol. 2019; 112(1):3-10

Os nossos resultados mostram que rapamicina em
combinagdo com a-cianoacrilato contribui a inibicdo de
hiperplasia intimal e é mais efetivo para paténcia vascular
que o uso individual de a-CA ou RPM em modelos em
ratos 4 semanas ap6s operagdo. Os efeitos a longo prazo de
a-CA-RPM em remodelagio de enxertos venosos ainda niao
estdo claros. A nossa equipe conduzird pesquisa futura em
porcos ap6s CRM e os impactos de intervengoes relacionadas
as veias enxertadas.

Conclusao

Os nossos resultados confirmaram que o-CA-RPM contribui
a inibicao de hiperplasia intimal e é mais efetivo para paténcia
vascular que o uso individual de a-CA ou RPM em modelos
de cirurgia de revascularizagao miocardica em ratos. Os efeitos
positivos parecem ser associados a diminuicao de espessamento
intimal, a redugao de proliferacao celular no enxerto venoso
e a diminuigao de respostas inflamatérias. Embora os efeitos
a curto prazo de a-CA-RPM paregcam promissores, os efeitos
a longo prazo e o significado clinico de a-CA-RPM em CRM
precisam ser estudados futuramente.
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