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Efeito do cilostazol na hiperplasia neointimal em artérias iliacas
de suinos submetidas a angioplastia transluminal

Effect of cilostazol on neointimal hyperplasia in iliac arteries of pigs after

transluminal angioplasty
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RESUMDPO

Objetivo: avaliar se a administracdo sistémica de cilostazol reduz a hiperplasia neointimal nas artérias iliacas de suinos submetidas
a angioplastia com cateter baldo. Métodos: vinte suinos foram submetidos a angioplastia com cateter baldo 6x40 mm na artéria
illaca comum direita, guiada por ultrassonografia com Doppler. Os animais foram randomizados em dois grupos: grupo 1 (n=10), no
qual foi administrado cilostazol 50mg em duas doses diarias, e grupo 2 (n=10), considerado controle. Apds 30 dias, os animais foram
mortos, e as artérias iliacas preparadas para anélise histologica. Os cortes histolégicos foram digitalizados e analisados por morfometria
digital. A anélise estatistica foi realizada com o teste t de Student e o de Mann-Whitney. Resultados: comparando as artérias iliacas
submetidas a angioplastia com as artérias ndo submetidas a angioplastia, houve hiperplasia neointimal significativa (0,228 versus
0,119 mm?; p=0,0001). Nas artérias submetidas a angioplastia, ndo houve diferenca entre o grupo 1 (cilostazol) e o grupo 2 (controle)
na area do lumen (2,277 versus 2,575 mm?; p=0,08), area da intima (0,219 versus 0,237 mm?; p=0,64), 4rea da média (2,262 versus
2,393 mm?; p=0,53) e no percentual de obstrucao neointimal (8,857 versus 9,257 %; p=0,82). Conclusao: O uso de cilostazol 50mg
administrado em duas doses diarias durante 30 dias ndo reduziu a hiperplasia neointimal em artérias iliacas de suinos submetidas a

angioplastia com cateter baldo.

Descritores: Neointima. Hiperplasia. Inibidores da Fosfodiesterase. Angioplastia Transluminal. Artéria lliaca.

INTRODUCAO

doenca arterial obstrutiva periférica apresenta

prevaléncia que pode chegar a 20% nos pacientes
com mais de 70 anos de idade e é importante causa de
morbidade’. Quando indicado o tratamento com inter-
vencao, a técnica endovascular representa o tratamen-
to inicial na maioria das classificacdes anatémicas nos
diferentes sitios arteriais'? e em varias condicoes clini-
cas. A taxa de sucesso inicial do tratamento
endovascular é alta, superando 90% no segmento
aortoiliaco, porém a perviedade cai ao longo do tempo
devido a reestenose®*.

Farmacos tém sido utilizados na tentativa de
reduzir o risco de reestenose apés procedimentos
vasculares percutaneos. O cilostazol possui efeito
antiplaquetério, vasodilatador e antiproliferativos”. E um
inibidor seletivo da fosfodiesterase Ill e promove o au-
mento da adenosina 3’,5'-monofosfato ciclico nas
plaguetas e nas células musculares lisas. A sequencia de
eventos estimula a rapida regeneracdo de células
endoteliais, que inibe a formacdo neointimal por dois
mecanismos: bloqueio do crescimento anormal de célu-
las musculares lisas vasculares (CMLV) e melhora da fun-

cao endotelial>812, Esses mecanismos podem ser respon-
saveis pela reducao da reestenose apos stent coronariano
verificada em ensaios clinicos e metanalises' .

Ha estudos com pequeno numero de pacientes
analisando o uso de cilostazol apds procedimentos
endovasculares periféricos, especialmente no segmento
femoropopliteo, com resultados iniciais favoraveis''®. No
entanto, nao esta definido se sua aplicacdo pode ser es-
tendida a outros sitios arteriais.

O objetivo do trabalho é avaliar se a administra-
cdo sistémica de cilostazol reduz a hiperplasia neointimal
nas artérias iliacas de suinos submetidas a angioplastia com
cateter baldo.

METODOS

Os procedimentos foram realizados em 20 sui-
nos da raca Large White, originados de diferentes matri-
zes, com média de idade de oito semanas, na Unidade de
Experimentacdo Animal do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA), com acompanhamento de um veterinario
e uma enfermeira. O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica do Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacao do HCPA e
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conduzido conforme protocolo da Unidade de Experimen-
tacdo Animal do HCPA. Projeto nimero 09-150.

Os critérios de exclusao estabelecidos previamen-
te a execucao do experimento foram: trombose ou ruptura
do segmento submetido a angioplastia; reintervencéo de-
vido a sangramento; ébito do animal antes do prazo esta-
belecido para a retirada dos segmentos arteriais; falhas
técnicas no preparo ou no processamento dos tecidos.

Os suinos foram pré-medicados com cetamina
(15mg/kg) e midazolam (0,8mg/kg) por via intramuscular.
Apos dez minutos, foi realizado o acesso a veia cefalica
para administracdo de solucao salina 0,9% (5mil/kg/h).
Durante o procedimento, os animais receberam oxigénio
100% através de mascara facial, que, acoplada ao foci-
nho, permitia a monitoracdo da frequéncia respiratéria.
Também foi monitorada a frequéncia cardiaca e o reflexo
de retirada da pata anterior. Os animais foram mantidos
sob sedacao profunda, através de administracdo “em bolo”
de propofol. Foi realizada infiltragdo com lidocaina (4mg/
kg) no local do acesso a artéria femoral. Antes do inicio do
procedimento, foram administrados o analgésico tramadol
(2mg/kg) e o antimicrobiano cefazolina (20mg/kg).

A artéria femoral comum direita foi exposta ci-
rurgicamente. Através de puncao direta da artéria femoral
comum com agulha 18G, foi introduzido fio guia hidrofilico
0,035 pol e inserido introdutor 6 Fr de 11cm. Sob controle
ecografico, o fio guia foi direcionado até a aorta abdomi-
nal. Nesse momento, os animais receberam heparina
intravenosa (Heptar, Eurofarma) na dose de 100Ul/kg. A
ultrassonografia com Doppler (equipamento TITAN,
SonoSite) foi realizada no transoperatorio para afericao dos
diametros da artéria iliaca comum direita e da aorta abdo-
minal distal. A seguir, realizou-se o posicionamento do
cateter baldo 6x40 mm (Passeo-35, Biotronik) na artéria
iliaca comum direita, a partir da trifurcacdo da aorta sob
controle ecografico. A angioplastia foi realizada durante
um minuto com pressao de 8atm. O diametro do cateter
baldo selecionado foi para se obter o dimensionamento
10-20 % superior ao da artéria iliaca comum nessa faixa
etdria, semelhante ao adotado nas intervencdes em paci-
entes. Ao término da angioplastia, a ultrassonografia com
Doppler foi novamente realizada para confirmacao da
perviedade arterial do segmento iliaco. Apés a retirada do
introdutor e do fio guia, a artéria femoral comum foi
suturada, e a regido inguinal fechada com fio inabsorvivel.
Nao houve complicacdes transoperatorias.

Os animais foram distribuidos em dois grupos e
a randomizacao do tratamento realizada através do site
http://www.randomization.com. Grupo 1 —0s animais fo-
ram submetidos a angioplastia e a administracdo de
cilostazol (Vasativ, Eurofarma) 50mg em duas doses diari-
as iniciadas no primeiro dia de pos-operatério e adminis-
tradas até o 30° dia; grupo 2 (controle) — animais submeti-
dos somente a angioplastia. Os animais foram marcados
com brincos numerados de cores diferentes para adequa-
da identificacao.

No periodo pés-operatorio, os animais foram alo-
jados em baias especificas, com agua corrente e racdo
balanceada para a idade e sem suplementacéo lipidica
adicional. Apos 30 dias, os animais foram novamente
anestesiados e submetidos a laparotomia mediana com
exposicdo da aorta abdominal e das artérias iliacas. Os
espécimes cirdrgicos, contendo a aorta abdominal distal e
as artérias iliacas, foram removidos em bloco apds uma
dose letal de tiopental sédico a 2,5%.

Para avaliacdo com a microscopia 6ptica, os es-
pécimes cirdrgicos foram irrigados com solucao de NaCl
0,9% e fixados em solucdo de formalina tamponada neu-
traa 10%. As artérias iliacas comuns direitas (submetidas
a angioplastia) e esquerdas (ndo submetidas a angioplastia)
foram seccionadas transversalmente em trés pontos medi-
dos a partir da trifurcacdo adrtica: 10mm, 20mm e 30mm.
Esses pontos correspondem, respectivamente, as localiza-
¢bes 25, 50 e 75% do comprimento do baldo utilizado
(40mm). Os segmentos foram incluidos em blocos de para-
fina, seccionados em cortes de 4im e corados com as téc-
nicas hematoxilina-eosina, de Verhoeff e orceina.

As imagens dos cortes histolégicos foram
digitalizadas para a analise morfométrica através dos pro-
gramas de morfometria e andlise de imagem /mage-Pro
Plus versao 6.0 (Media Cybernetics — Silver Spring, EUA) e
Image (Scion Corporation — EUA). As imagens dos cortes
histolégicos foram digitalizadas a partir da microscopia
Optica convencional: microscépio com lentes plano-
acromaticas (Zeiss Axiostar — Alemanha) com fototubo ajus-
tado para magnificacdo de 0,25, camera de circuito fecha-
do colorida (Sony DXC-151 — Japao) e placa de conversao
analogica digital (Image-Pro Plus Capture Kit, Media
Cybernetics — Silver Spring, EUA), gerando arquivos de
imagem com 2560x1920 pixels. As imagens foram
digitalizadas com aumento microscépico de 40 vezes.

A planimetria das areas do lumen arterial, da
camada intima e da camada média foi realizada com téc-
nica automatizada, sem a interferéncia do observador. A
area do lumen foi obtida por medida direta da area delimi-
tada pelo endotélio; a da intima, subtraindo-se a area do
[imen da area delimitada pela lamina elastica interna; a
area da média, subtraindo-se a area do limen e da intima
da delimitada pela lamina elastica externa. Os resultados
das medidas morfométricas das areas do limen, da intima
e da média estdo apresentados em numeros absolutos
(milimetros quadrados), utilizando-se a média das areas
dos trés segmentos obtidos de cada artéria. Adicionalmen-
te, foram calculados a soma da area da média e da area
da intima e o percentual de obstrucdo neointimal dividin-
do-se a area da intima pela area delimitada pela lamina
elastica interna.

Na estatistica descritiva, utilizou-se a média e o
desvio padrao para as varidveis paramétricas, e a mediana
e os intervalos interquartis para as varidveis nao
paramétricas. Na comparacao entre os grupos, foram utili-
zados o teste t de Student e o teste de Mann-Whitney. O
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valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente
significante.

RESULTADOS

Todos os 20 animais submetidos a angioplastia
concluiram o estudo. A perviedade das artérias iliacas foi
avaliada diretamente durante a retirada dos tecidos para
andlise histolégica. Nao houve diferenca no peso dos ani-
mais entre os grupos (24,83 versus 22,90 kg; p=0,34). O
diametro da artéria iliaca comum direita (média de trés
afericdes) também nao foi diferente (5,07 versus 4,87 mm:;
p=0,39).

Comparando-se a area da intima na artéria iliaca
comum direita (submetida a angioplastia) com a area da
intima na artéria iliaca comum esquerda (ndo submetida a
angioplastia), observa-se hiperplasia neointimal significati-
va (0,228 versus 0,119 mm?2; p=0,00001) (Figuras 1 e 2).
Essa diferenca persiste mesmo quando estratificada pelo
grupo 1 (cilostazol) e grupo 2 (controle) (Figura 3). Os da-
dos da morfometria digital das artérias iliacas comuns di-
reitas submetidas a angioplastia com cateter baldo sdo
apresentados na tabela 1. Comparando os grupos (cilostazol
versus controle), nao héa diferenca na area do lumen, area
da intima, area da média, area da média + intima e no
percentual de obstrucdo neointimal (Tabela 1 e Figura 4).

DISCUSSAO

A reestenose apos angioplastia com cateter ba-
|&o é causada pelo remodelamento elastico negativo e pela
proliferacdo e migracao das células musculares lisas
vasculares (CMLV)". Nesse modelo, a resposta da parede
arterial ao dano provocado pela angioplastia ¢ a liberacao
de fatores de crescimento e outros fatores biologicamente
ativos, que mudam a composicao da matriz extracelular e
promovem a mudanca fenotipica das CMLV de contrateis
para sintéticas (desdiferenciacdo), levando a proliferacdo

Fotomicrografia das artérias iliacas comuns de um
mesmo suino (coloracdo pelo método orceina, au-
mento original de 40 vezes), A) Artéria iliaca comum
direita submetida a angioplastia demonstrando a
hiperplasia neointimal (setas). Em B, artéria iliaca co-
mum esquerda ndo submetida a angioplastia (artéria
normal).

Figura 1 -

das células na camada média e migracao para a camada
intima, formando a neointima’®.

Modelos animais com suinos refletem melhor a
fisiopatologia da reestenose que ocorre nos humanos, com
fases da formacao neointimal similares'-2'. Além disso, os
suinos apresentam semelhancas na anatomia vascular, no
sistema de coagulagao e na fisiologia; e em animais de
médio porte, podem ser utilizados os mesmos materiais
utilizados em humanos, sem a necessidade de adaptacdes'.
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Figura 2 - Comparagdo entre a drea da intima na artéria iliaca
direita (submetida a angioplastia) e na iliaca esquer-
da. O valor do p demonstra que houve hiperplasia
neointimal estatisticamente significativa nas artérias
submetidas a angioplastia.
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Figura 3 - Comparacao entre a drea da intima na artéria iliaca

direita, submetida a angioplastia, e na artéria iliaca
esquerda. O valor do p demonstra que houve
hiperplasia neointimal estatisticamente significativa nas
artérias submetidas a angioplastia, mesmo quando
estratificado pelos grupos cilostazol e controle.
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Figura 4 - Comparacdo entre as dreas do limen, da intima, da

média e da média mais intima entre os grupos. O
valor do p demonstra que ndo houve diferenca entre
os grupos cilostazol e controle.

O modelo experimental suino de angioplastia com
cateter baldo em artérias coronarias conseguiu provocar
hiperplasia neointimal significativa somente quando houve
ruptura da lamina elastica interna?2. Em artérias carétidas
de ratos, os resultados sdo semelhantes?. Trabalho prévio
comparando angioplastia versus angioplastia com stentem
artérias iliacas de suinos concluiu que o uso do stent provo-
ca maior hiperplasia neointimal®®. Esses trabalhos prévios
também utilizavam a técnica de multiplas angioplastias com
o objetivo de provocar maior lesao a parede arterial. Neste
estudo, houve hiperplasia neointimal significativa, mesmo
utilizando o sobredimensionamento do cateter baldo
comumente utilizado na pratica clinica de até 20% e
insuflacdo Unica do cateter baldo, o que pode ter provoca-
do menor lesdo a parede arterial em comparacéo a estu-
dos que utilizam um maior sobredimensionamento e mul-
tiplas insuflagcdes. A opcao pela utilizacdo da técnica sem
stentreside no fato de que, apesar de a maioria dos traba-
Ihos avaliar o uso de cilostazol em procedimentos com uso
de stentem artérias corondrias'®, carétidas ou periféricas'®,
a angioplastia isolada com cateter baldo no segmento iliaco
ainda permanece como procedimento importante na tera-
péutica endovascular.

Estudos experimentais demonstraram que em
torno de quatro semanas a hiperplasia neointimal esta com-
pleta, semelhante a identificada nos humanos em seis a
12 meses?*?>. Um periodo maior de administracdo de
cilostazol provavelmente nao acrescentaria beneficio. Uma
das limitacoes deste estudo é a avaliacdo da resposta da
parede de artérias normais. A extrapolacdo dos dados é
limitada, pois no contexto clinico as artérias tratadas apre-
sentam estenoses ou oclusdes ateroscleréticas. O uso de
dieta aterogénica parece ndo aumentar a hiperplasia
neointimal em resposta a lesdo da parede vascular em
modelo suino®.

A dose de cilostazol de 50mg em duas doses
didrias utilizada neste estudo é similar a dose méaxima
utilizada em adultos, e nao foram observados efeitos
adversos ou alteracdo no padrao comportamental nos
suinos tratados. Qutra limitacdo do estudo é a ndo ad-
ministracao de outros agentes antiplaquetarios, como
acido acetilsalicilico, clopidogrel e ticlopidina, utilizados
em estudos clinicos’. No entanto, a utilizacdo isolada
do cilostazol permite avaliar o efeito da droga, ja que a
associacdo com outros farmacos pode ter efeito bioldgi-
co diverso. Estudos com modelos animais prévios de-
monstraram que a administracdo do cilostazol reduziu a
hiperplasia neointimal em modelos animais que estuda-
ram artérias corondrias?’, carétidas?® e em enxertos ve-
nosos?®3°, Somente um estudo, em modelo canino, ava-
liou o efeito do cilostazol na artéria iliaca. Foi realizada
angioplastia com stent associado a embolizagdo com
molas da femoral comum para reducédo do fluxo no eixo
ilfaco. Os resultados demonstraram reducao da
hiperplasia neointimal e auséncia de oclusao trombdtica
no grupo cilostazol, comparativamente ao grupo contro-
le3".

Este é o primeiro estudo em suinos que avaliou
o uso de cilostazol na hiperplasia neointimal em arterial
iliacas. Além disso, o trabalho utilizou a técnica de
angioplastia guiada por ultrassonografia com Doppler, o
gue permitiu aferir com precisdo o diametro arterial e a
consequente escolha adequada do diametro do cateter
baldo.

Os dados deste trabalho permitem concluir que
a angioplastia com cateter baldo provocou hiperplasia
neointimal significativa na artéria iliaca de suinos. O uso
de cilostazol 50mg em duas doses diarias durante 30 dias

Tabela 1 - Dados da morfometria digital.

Cilostazol (n=10) Controle (n=10) p
Area do lumen (mm?) 2,277 = 0,654 2,575 + 0,594 0,08
Area da intima (mm?) 0,219+ 0,071 0,237 + 0,098 0,64
Area da média (mm?) 2,262 = 0,449 2,393 + 0,492 0,53
Area da média + intima (mm?2) 2,481 + 0,478 2,631 + 0,508 0,50
Obstrucao neointimal (%) 8,857 + 3,464 9,257 + 4,417 0,82
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nao reduziu a hiperplasia neointimal nas artérias iliacas de
sufnos submetidas a angioplastia. Ndo foram observadas
diferencas na area do lUmen, area da intima e area da
média.

ABSTRACT
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Objective: to evaluate whether systemic administration of cilostazol reduces neointimal hyperplasia in iliac arteries of pigs submitted
to balloon catheter angioplasty. Methods: twenty pigs underwent angioplasty with a 6x40 mm balloon catheter in the right
common iliac artery, guided by Doppler ultrasound. The animals were randomized into two groups: group 1 (n=10), which received
50mg cilostazol twice a day, and group 2 (n=10), control. After 30 days, the animals were killed and the iliac arteries prepared for
histological analysis. The histological sections were digitized and analyzed by digital morphometry. Statistical analysis was performed
using the Student t and Mann-Whitney tests. Results: when comparing the iliac arteries submitted to angioplasty with those not
subjected to angioplasty, there was significant neointimal hyperplasia (0.228 versus 0.119 mm?;, p=0.0001). In arteries undergoing
angioplasty, there was no difference between group 1 (cilostazol) and group 2 (control) as for the lumen area (2.277 versus 2.575
mm?; p=0.08), the tunica intima (0.219 versus 0.237 mm?;, p=0.64), the tunica media (2.262 vs. 2.393 mm?;, p=0.53) and the
neointimal occlusion percentage (8.857 vs. 9.257 %, p=0.82). Conclusion: the use of cilostazol 50mg administered in two daily
doses did not reduce neointimal hyperplasia in iliac arteries of pigs submitted to balloon angioplasty catheter.

Key words: Neointima. Hyperplasia. Phosphodiesterase Inhibitors. Angioplasty. lliac Artery.
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