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RESUMO

Introducdo: O modelo experimental porcino tem grande simi-
laridade anatdémica e fisiolégica com o coragao humano, e é
de facil reprodutibilidade, sendo de grande valia para testar
novas geracoes de stents e baldes. Este estudo teve como
objetivo analisar o desempenho de um modelo experimental
para intervengdo corondria percutanea na avaliagdo de di-
ferentes dispositivos coronérios. Métodos: Foram estudados
131 porcos juvenis de granja comercial, sendo 109 fémeas,
pesando 26,4 = 3,2 kg, anestesiados, monitorados e venti-
lados mecanicamente, com acesso vascular obtido por via
femoral (dissec¢do ou pungdo). Apds a cateterizagdo seletiva
das artérias coronarias com cateter JR 6 F, procedeu-se a
utilizagao do dispositivo coronario a ser estudado. Os animais
foram mantidos sob ventilagdo mecanica até a recuperagdo
e submetidos a reestudos angiograficos 7, 28, 90 e/ou 180
dias ap6s o procedimento. Apds a eutanasia, os coragdes
foram coletados e submetidos a analises macro e microsco-
picas. Resultados: Foram testados seis stents farmacoldgicos,
dois baldes farmacolégicos e dois stents ndo farmacolégico.
O 6bito intraprocedimento nao planejado incidiu em 1,5%
dos casos e, no pés-procedimento, em 9,2%, ocorrendo em
um periodo de 12 horas a 6 dias (2,3 = 1,6 dias). Além das
andlises obtidas pela angiografia, foram realizados, durante os
procedimentos, ultrassom intracoronario em 20% e tomografia
de coeréncia éptica em 60%, ndo sendo observados 6bitos
relacionados ao emprego dessas ferramentas. Conclusges: O
modelo experimental porcino percutaneo mostrou ser reprodu-

ABSTRACT

Porcine Model for the Evaluation and
Development of Catheter-Based Coronary Devices:
an Essential Preclinical Tool

Background: The experimental porcine model is anatomically and
physiologically similar to the human heart, it is easily reproducible
and very useful to test new stent and balloon generations. This
study was aimed at analyzing an experimental model to evaluate
different coronary devices for percutaneous coronary intervention.
Methods: We evaluated 131 juvenile commercial farm pigs, 109
were female, weighing 26.4 + 3.2 kg. They were anesthetized
and had mechanical ventilation and monitoring. Vascular access
was obtained via the femoral artery by dissection or puncture.
The coronary device was used after a selective catheterization
of the coronary arteries with a JR 6 F catheter. Animals were
maintained on mechanical ventilation until recovery and were
submitted to angiographic evaluation 7, 28, 90 and/or 180 days
after the procedure. After euthanasia, the hearts were collected
and submitted to macro and microscopic analysis. Results: Six
drug-eluting stents, two drug-eluting balloons and two bare-metal
stents were tested. Unplanned deaths were observed in 1.5% of
the cases during the procedures and in 9.2% of the cases after the
procedure, occurring within 12 hours to 6 days (2.3 = 1.6 days).
In addition to angiographic evaluations, intravascular ultrasound
and optical coherence tomography were performed during the
procedures in 20% and 60% of the cases, respectively. There
was no deaths related to the use of the devices. Conclusions:
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tivel, com desempenho homogéneo entre os varios dispositivos
e de baixa mortalidade, sendo ferramenta indispensavel na
investigacdo de novos dispositivos coronarios.

DESCRITORES: Modelos animais. Intervencdo coronaria per-
cutanea. Stents farmacolégicos.
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The experimental percutaneous porcine model proved to be
reproducible with similar outcomes and low mortality for the
different devices tested and is an essential tool for the evaluation
of new coronary devices.

DESCRIPTORS: Models, animal. Percutaneous coronary inter-
vention. Drug-eluting stents.

modelo experimental porcino é de grande valia
para testar novas geracdes de stents e baldes,
sendo este o modelo mais usado na avaliacdo
dos dispositivos coronarios. As principais vantagens
desse modelo animal sdo suas semelhancas anatdémicas
e fisiolégicas com os coragdes humanos." A distribuicao
das artérias coronarias, o suprimento miocardico por
colaterais, o sistema de coagulagdo e a atividade plaque-
taria apresentam grande similaridade com os humanos.**

Apesar da cicatrizagdo em resposta a lesdo vascular
envolver processos e fases semelhantes, o curso de tempo
dos eventos, no suino, é diferente do humano. Com
base nos periodos do desenvolvimento da reestenose
ap6és o implante de stents ndo farmacolégicos, uma
relacdo temporal de 1 para 6 (animal para humano) é
geralmente observada.™®

Apesar da producdo de animais ndo ser cara, o0s
custos de manuseio e de habitagdo sdo elevados. No
Brasil, os investimentos dos setores pulblico e privado
em pesquisa translacional se justificam ao passo que o
objetivo final é a aplicagdo de tecnologias melhoradas,
muitas delas de desenvolvimento nacional, que devem
se traduzir em beneficios para os pacientes portadores
de doenca cardiovascular.

Para participarmos das atividades de pesquisa,
desenvolvimento e inovagdo no campo da intervengao
percutanea coronaria, alvo de intenso interesse em
diversos pafses do mundo, faz-se necessario termos mo-
delos animais bem estabelecidos e reprodutiveis — visto
que esta tem sido uma fase obrigatéria na avaliacdo
da eficacia de qualquer novo dispositivo coronério,
exigidos pelas agéncias reguladoras americana (Food
and Drug Administration — FDA) e europeia (European
Medicines Agency — EMEA).'*"

Este estudo teve como objetivo analisar o desem-
penho de um modelo experimental para intervengao
coronaria percutanea na avaliacdo de diferentes dis-
positivos coronarios.

METODOS

Todos os experimentos foram realizados de acordo
com o protocolo aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa institucional. Foram utilizados, neste estudo,
porcos de linhagem doméstica (Sus scrofa domestica,
linhagem MS60 EMBRAPA). Todos os animais foram
submetidos a exames clinicos antes de iniciar o protocolo

e sé aqueles sem sinais de doencas foram utilizados.
Os animais foram mantidos em uma granja comercial
local, com livre acesso a 4gua e a alimento durante
os protocolos. Eles foram aclimatados na Divisdao Ex-
perimental do Instituto do Coragao do Hospital das
Clinicas da Universidade de Sdo Paulo (InCor-FMUSP)
pelo menos 24 horas antes do cateterismo.

Procedimento anestésico

Os animais foram sedados antes do procedimento
com uma mistura de cloridrato de cetamina (8 mg/kg)
e cloridrato de midazolam (0,5 mg/kg). Ap6s 10 a 20
minutos, foi obtido um acesso venoso (veia superficial
da orelha). A anestesia foi induzida com tiopental de
sodio (12,5 mg/kg) e, em seguida, foi realizada entu-
bacao orotraqueal com laringoscépio de lamina reta
longa (tubo de 7 ou 7,5 mm). A anestesia foi mantida
com isoflurano 1,5% a 2,5% e em oxigénio a 100%
no equipamento anestésico. Antes do procedimento, os
suinos receberam injecdo intramuscular de penicilina
benzatina 1,2 milhdo de unidades, para evitar infecgdes.

Medicagoes antiagregantes plaquetarias foram ini-
ciadas 24 horas antes do procedimento, sendo elas o
acido acetilsalicilico, nas doses de 300 a 600 mg, e o
clopidogrel, de 75 a 150 mg. A dose de manutencio
foi de 100 mg e 75 mg para o acido acetilsalicilico e
para o clopidogrel, respectivamente.

Cateterismo cardiaco e monitorizagées invasiva
e nao invasiva

Os porcos sob anestesia geral foram colocados em
posicdo supina. A saturagao de oxigénio foi monitorada
pela cauda do animal, e a frequéncia e o ritmo cardiacos
por monitor cardiaco. Apds assepsia inguinal, uma bainha
vascular 6 F foi introduzida por visdo direta na artéria
femoral comum por puncao ou disseccao, seguida pela
administragdo de 10 mil unidades de heparina e sendo
mantida a monitoriza¢do invasiva da pressao arterial.

As artérias coronarias direita e esquerda foram se-
letivamente canuladas utilizando cateter terapéutico
Judkins 6 F (Philips, Eindhoven, Holanda) monitorado
por fluoroscopia proporcionada pelo equipamento de
angiografia digital Philips BV Pulsera (Philips, Eindhoven,
Holanda). Foi administrada injecdo intracoronaria de
nitroglicerina na dose de 200 pg e posterior injegdo
de contraste iodado para a aquisicdo da angiografia
inicial. A projecdo angiogréfica de eleicdo, tanto para
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a artéria coronaria esquerda como para a direita, foi
a obliqua anterior esquerda 60°.

Em caso de arritmia ventricular aguda, doses em bélus
de cloridrato de lidocaina (2,5 a 12 mg/kg) foram admi-
nistradas. Quando a fibrilagdo ventricular era detectada,
cardioversao elétrica foi realizada pela aplicacao de 200
a 300 J, com as pas contra a parede anterior do térax.

Dispositivos testados, reestudo e eutanasia

Os dispositivos testados foram baldes farmacolé-
gicos, stents farmacolégicos e ndo farmacoldgicos. O
reestudo angiografico foi realizado aos 7, 28, 90 e 180
dias, dependendo do protocolo vigente.

Os animais, sob anestesia profunda, foram subme-
tidos a eutanasia, com uma dose letal de cloreto de
potassio. Foram realizadas a toracotomia paramediana
esquerda e a abertura do pericardio, sendo as veias
cavas, o tronco da artéria pulmonar e a aorta cuida-
dosamente pincados e seccionados e, em seguida,
foi removido o coragdo. A seguir, os coragdes foram
lavados com agua potavel e uma solugdo de formol a
10% foi infundida, sob pressao de 100 mmHg, na raiz
da aorta, para perfusdo coronaria por 30 minutos. Os
segmentos arteriais contendo o stent foram dissecados,
removidos e colocados em solucdo de formol a 10%,
sendo encaminhados para processamento histolégico.

Emprego de métodos de imagem intravascular
adjuntos

Antes da realizagao dos métodos de imagem intra-
vascular, foi administrado nitrato intracoronario (mono-
nitrato de isossorbida 10 a 20 mg ou nitroglicerina 150
a 400 pg), com o intuito de promover a vasodilatagao
epicardica e evitar espasmo arterial.

Para a realizacao do ultrassom intracoronario (USIC),
foi utilizado o cateter Atlantis 40 Mhz conectado ao
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console iLab (ambos da Boston Scientific Inc., Estados
Unidos). A aquisicdo foi realizada durante recuo auto-
matico a 0,5 mm/s.

Na tomografia de coeréncia 6ptica (TCO) foi utili-
zado o sistema OCT M2 (LightLab Imaging, Westford,
Estados Unidos), com recuo automatizado do cateter
de imagem ImageWire™ (LightLab Imaging) a veloci-
dade de 1 a 2 mm/s, apds prévia oclusdao proximal da
artéria coronaria com balao Helios® (LightLab Imaging)
e infusdo de soro fisiologico.

Microscopia eletronica de varredura

O segmento da artéria coronaria contendo o stent
foi dissecado, removido e submetido a uma secgao
longitudinal, sendo uma das metades enviada para
estudo anatomopatoldgico e a outra para processa-
mento especifico e posterior andlise em microscépio
eletronico de varredura.

O hemissegmento contendo o stent foi imerso em
solucdo de Karnovsky modificada por 12 horas a 4°C,
lavado em solugdo tampéao de cacodilato de sédio, pés-
fixado em solugdo tamponada de tetréxido de 6ésmio a
1% e desidratado em séries crescentes de alcoois, até
o alcool absoluto. A secagem das amostras foi feita ao
ponto critico no aparelho Balzers CPD 030.

As amostras foram metalizadas com fons de ouro
em aparelho Balzers SCD 040 e analisadas no mi-
croscopio eletronico de varredura modelo JSM 7401S
(JEOL, Japdo) com a tomada de imagens com aumento
de 25 vezes. As imagens obtidas foram arquivadas e
submetidas a analise por meio dos softwares Adobe®
Photoshop® versdao 7.0 (Adobe Systems Inc.) e Image)
versdao 1.42q para Windows (NIH, Bethesda, Estados
Unidos), sendo mensuradas as areas de hastes expostas
dos stents (mm?) e calculados os porcentuais de endo-

telizagdo para cada tipo de stent (Figura 1).

D86 x40 2 mm

= T —————————arn
2011/03/14 10:39 F D82 x1.0k  100um

Figura 1. Microscopia eletronica de varredura da artéria coronaria suina 7 dias apdés o implante de stent farmacolégico, na qual observam-se hastes
desnudas. No detalhe, imagem da haste com delaminagdo da cobertura polimérica, magnificada a direita.



Rev Bras Cardiol Invasiva.
2013;21(4):378-83

Analise histopatoldgica

Os cortes foram corados com hematoxilina-eosina
e pela coloracdo de Verhoeff para fibras elasticas e,
posteriormente, analisados qualitativa e quantitativamen-
te por patologistas e técnico especializado. Na analise
quantitativa, foram utilizados os escores de inflamagao
modificada de Kornovski et al.,’ o escore de fibrina"
e os escores de injaria de Schwartz.'*'

A quantificagdo da area do limen, da area do
stent, da area da lamina eldastica interna, da area da
l[amina eléstica externa e da espessura neointimal so-
bre as hastes e inter-hastes foi realizada por meio do
software de mensuragao Leica QWin (Leica Microsystems,
Wetzlan, Alemanha).

RESULTADOS

Foram estudados 131 porcos juvenis de granja
comercial de 2006 a 2012, sendo 109 fémeas, pe-
sando 26,4 + 3,2 kg. Os animais foram mantidos sob
ventilagdo mecanica até a recuperacdo e submetidos
a reestudos apés 7, 28, 90 e 180 dias.

Foram testados seis stents farmacolégicos, dois ba-
|6es farmacolégicos e dois stents ndo farmacolégicos
(Tabela 1). Obito nio planejado intraprocedimento foi
de 1,5%, e pos-procedimento foi de 9,2%, ocorrendo
entre 12 horas até 6 dias (2,3 = 1,6 dias). Além das
analises obtidas pela angiografia, foram realizados,
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durante os procedimentos, USIC em 20% e TCO em
60%, ndo sendo observados 6bitos durante o emprego
dessas ferramentas (Figura 2).

DISCUSSAO

O presente estudo reflete os resultados do um centro
pioneiro de validacao pré-clinica no pafs, especificamente
organizado e equipado para a avaliagdo cientifica de
dispositivos e procedimentos de intervencdo coronaria
percutanea. O conhecimento adquirido com o modelo
porcino nos permitiu, ao longo dos anos, dentre outros
dispositivos, participar do desenvolvimento do primeiro
stent de concepcdo brasileira, empregando inovacdes
tecnolégicas para sua criagao.'”"” Tais resultados foram
obtidos gracas a implementagdo de inimeros e com-
plexos processos, que se iniciaram com a concepgao
de um novo dispositivo endovascular e prosseguiram
com as etapas de confecgcdo de protétipos, testes de
validacdo pré-clinicos (mecanicos e bioldgicos in vitro
e in vivo) e, por fim, testes de seguranca e eficacia
em humanos.?

Fez parte deste processo a analise histopatologica,
que permanece o padrdo vigente para a avaliacdo
dos dispositivos a serem estudados. Tal técnica de
processamento histolégico de vasos com implante de
stent configura como um dos pontos mais limitantes no
processo, devido ao risco de danificacdo dos tecidos
adjacentes as hastes do stent. A inclusdo em resina

TABELA 1
Descricao dos dispositivos coronarios estudados empregando o modelo porcino
Dispositivos estudados Data n
Stent liberador de 6xido nitrico Abril de 2006 9
Stent nacional de cromo-cobalto Agosto de 2006 10
Stent supralimus vs. sirolimus Marco de 2007 3
Stent nacional de cromo-cobalto pré-montado Setembro de 2007 3
Stents metalicos de diferentes modelos Julho de 2008 5
Stent nacional com sirolimus Outubro de 2008 6
Stent nacional com farmaco externo vs. interno e externo Maio de 2009 14
Baldes eluidores de sirolimus vs. paclitaxel Dezembro de 2009 7
Stent liberador de 6xido nitrico Margo de 2010 4
Baldo eluidor de sirolimus Junho de 2010 16
Stent eluidor de everolimus vs. eluidor de sirolimus Agosto de 2010 14
Stent nacional de cromo-cobalto vs. nacional com sirolimus 180 dias Setembro de 2010 4
Comparagao de stents com coagulo vs. trombo Novembro de 2010 4
Stent nacional de cromo-cobalto vs. sirolimus em overlapping Dezembro de 2010 3
Stent nacional de cromo-cobalto vs. nacional com sirolimus 90 dias Dezembro de 2010 7
Stent nanomagnético Junho de 2011 4
Stent eluidor de sirolimus Setembro de 2011 10
Stent nacional com novo design Setembro de 2012 8
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Figura 2. Cortes transversais de artéria coronaria suina com stent farmacoldgico. (A) Tomografia de coeréncia optica; (B) histologia; (C) imagens
sobrepostas, com a finalidade de escolher secdo transversa da tomografia de coeréncia 6ptica andloga a imagem histolégica.

de metacrilato e o corte micrométrico de espécime
contendo metal constituem as principais dificuldades
que restringem o processamento histolégico de stents
a poucos centros no mundo.

Atualmente, recomenda-se que esses modelos, an-
teriormente utilizados como testes de bancada para
a avaliagdo da eficacia de novos dispositivos, devam
concentrar-se especificamente nos aspectos de seguran-
¢a.?! Para tal, o desempenho do stent deve ser avaliado
de forma sequencial. Dessa forma, é fundamental dispor
de métodos de imagem intravascular que permitam a
avaliacdo evolutiva em diferentes momentos do processo
de cicatrizacdo vascular.

O USIC, apesar de fornecer uma estimativa volu-
métrica de todo tecido neointimal, possui correlagao
pouco precisa com os resultados histolégicos.?? Logo,
esta nao é a melhor técnica para avaliar a presenca
de fibrina ou trombo, nem possui resolucdo espacial
suficiente para verificar se as hastes do stent estdao
cobertas ou desnudas.

A TCO, por outro lado, mostrou alta correlagdao
com a histologia*?* devido a sua alta resolucdo axial,
permitindo categorizar adequadamente as hastes do stent
como cobertas ou desnudas.?2° Imagens heterogéneas,
com sinal de baixa intensidade luminosa, visibilizadas
na TCO, correlacionaram-se com areas de baixa celu-
laridade, com presenca de fibrina e proteoglicano.'??72%

Atualmente preconiza-se tal avaliagdo aos 28 dias,
para observar a ocorréncia de hiperplasia neointimal,
e, pelo menos mais uma vez, para analisar os efeitos
a longo prazo. A segunda avaliagdo (depois de 3 a 6
meses) depende da época em que a cicatrizagao do
segmento tratado e a liberagao do farmaco tenham sido
concluidas. E importante observar que, para os stents

farmacolégicos, o FDA, que recomendava um intervalo
de 6 meses ap6s a implante do stent, para a obtencao
dos dados pré-clinicos, mais recentemente estendeu tal
recomendagdo até 1 ano ap6s o implante.'*!"

CONCLUSOES

O modelo experimental porcino percutaneo mostrou
ser reprodutivel, com comportamento homogéneo entre
os varios dispositivos testados e de baixa mortalidade,
sendo ferramenta imprescindivel na investigacdo de
novos dispositivos coronérios.
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