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Resumo:

Dentre os aneurismas, o aneurisma da aorta abdominal (AAA),
é 0 mais frequente, sendo responsdveis por aproximadamente 15.000
mortes por ano. Objetivo desse estudo ¢é analisar através da
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histopatologia e da morfometria, a hiperplasia miointimal apds
implante de trés stents sobrepostos (Triplo Stent) no aneurisma
experimental de artéria aorta abdominal de suinos. Foram utilizados
10 suinos fémeas com peso médio de 20 kg (+ 5 kg). Na primeira fase foi
realizada a confec¢do de um aneurisma experimental na aorta
abdominal em forma sacular com pericdrdio bovino. Obteve-se a
confirmagdo da perviedade dos aneurismas e divisdo dos grupos, onde
somente 05 (cinco) animais passaram pelo implante dos trés stents
sobrepostos. Apds 30 dias, os dois grupos de animais com stent (T'S) e
controle (C) foram submetidos a eutandsia para estudo histopatoldgico
e morfométrico. Os resultados histopatologicos observados nos animais
do grupo C foram ausentes e em todos os animais do grupo TS foram
observados graus elevados de endoteliza¢cdo onde mais de 75% da
circunferéncia da luz arterial foi recoberto por células endoteliais. Em
relagdo a fibrina, houve deposi¢do moderada envolvendo mais de 25%
da circunferéncia arterial na maioria dos animais. Em relagdo a
angiogénese, ocorreu distribui¢do moderada envolvendo 25 a 50% da
circunferéncia arterial. Os resultados referentes a injuria mostraram
prevaléncia do grau III onde foi encontrada uma Ildmina eldstica
externa lacerada. Na andlise histopatolégica e morfométrica da aorta
abdominal de suinos apés implante do triplo stent em aneurisma
experimental foi constatado hiperplasia miointimal, porém manteve-se
a perviedade vascular.

Palavras-chave: Triplo Stent, Hirperplasia Miointimal, Aneurisma,
Suinos.

Abstract:

Among aneurysms, abdominal aortic aneurysm (AAA) is the
most frequent, being responsible annually for approximately 15,000
deaths. The aim of this study is to evaluate by histopathology and
morphometry, the myointimal hyperplasia after implantation of three
overlapping stents (Triple Stent) in experimental abdominal aortic
aneurysm swine artery. We used 10 female porcine with an average
weight of 20 kg (£ 5 kg). In the first phase, an experimental aneurysm
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was performed in the abdominal aorta in sacular form with bovine
pericardium. Aneurysm patency was confirmed and the groups were
divided, where only five (05) animals underwent the implantation of the
three overlapping stents. After 30 days, the two groups of animals with
stent (T'S) and control (C) were euthanized for histopathological and
morphometricstudy. The histopathological resultsobservedingroup C
animals were absent and in all animals of the T'S group high degrees of
endothelialization were observed where more than 75% of the arterial
light circumference was covered by endothelial cells. Regarding fibrin,
there was moderate deposition involving more than 25% of the arterial
circumferencein most animals. In relation to angiogenesis, there was a
moderate distribution involving 25to 50% of arterial circumference. The
results regarding injury showed a prevalence of grade III where a
lacerated external elastic lamina was found. In the histopathological
and morphometric analysis of the abdominal aorta of pigs after the
triple stent implantation in an experimental aneurysm, myointimal
hyperplasia was observed, but vascular patency was maintained.

Keywords: Triple Stent, Hiperplasia myointimal, Aneurysm, Porcine.

INTRODUCAO

Dentre os aneurismas, o aneurisma da aorta abdominal (AAA), é o mais
frequente, sendo responséaveis por quase 15.000 mortes por ano (Cury,
Zeidan e Lobato 2013). A etiologia e a patologia das AAA nio estdo
claras, mas é de conhecimento que a prevaléncia aumenta
significativamente em pacientes com patologias associadas:
cardiovasculares, principalmente com aterosclerose, tendo como fatores
de risco o tabagismo, dislipidemia e diabetes (Greenhalgh et al. 2010).

Com o avanco das técnicas endovasculares as endoproteses vém
sofrendo modificagbes na sua forma, tamanho e material de
revestimento em busca de um dispositivo ideal (Eton et al. 1996). Os
estudos com esses dispositivos precisam de modelos experimentais que
citem as condicdes encontradas na aorta de seres humanos, esses

EUROPEAN ACADEMIC RESEARCH -Vol. VIII, Issue 4/ July 2020
2019



Svetlana Maria Wanderley de Barros, Guilherme Benjamim Brandio Pitta, Rosane
Pereira dos Reis, Aldemar AratGjo Castro, Gutenberg do Amaral Gurgel, Mauricio de
Amorim Aquino, Jahir Richard de Oliveira, Angela Claudia Paixdo Soares de Magalhaes,
Camila Albuquerque Melo de Carvalho, Daniele Gongalves Bezerra- Hiperplasia
Miointimal: Analise Histopatologica e Morfométrica da Aorta Abdominal de
Suinos Ap6s Implante do Triplo Stent em Aneurisma Experimental

modelos necessitam proporcionar caracteristicas anatomicas e
fisiopatolégicas similares aos dos aneurismas encontrados em humanos
(Gorin et al. 1997).

Estudos evidenciam que sinais de reag¢des inflamatdrias apds a
implantacdo de stents, tanto na aorta como em outras artérias
(Bombonato et al. 2006). O implante de stent provoca uma resposta com
formacéao de trombos, infiltrados de células inflamatdérias e hiperplasia
intimal, devido a lesdo endotelial que sujeitam os elementos
subintimais, gerando uma resposta cicatricial com reparo da injuria
(Grudtner et al. 2004; Franca e Pereira 2008). A capacidade de inibi¢ao
dos processos de hiperplasia endotelial, trombose e calcifica¢do possui
relacdo direta com sua permeabilidade. Para atender as necessidades
clinicas, o desafio é combinar varias estratégias para criar um
dispositivo ideal (Goh et al. 2015).

A hiperplasia intimal, é caracterizada pelo acamulo de células
musculares lisas e deposi¢ao de matriz extracelular em locais de lesao
arterial sendo uma condicdo multifatorial na qual participam
disturbios hemodindmicos, multiplicacdo de plaquetas, leucdcitos,
células musculares lisas e o endotélio vascular, e consequente actiimulo
de células e matriz extracelular na camada intima, originando
diminui¢do da luz semelhante a provocada por placas aterosclerdticas
(Motwani e Topol 1998). O processo de hiperplasia intimal é comum a
diversas formas de doengas vasculares em resposta a lesdo vascular. As
células musculares lisas proliferam e migram para a intima, onde
secretam matriz extracelular abundante para formando uma nova
camada (Owens, Kumar e Wamhoff 2004).

Contudo, a hiperplasia miointimal busca destacar a presenca
das células musculares lisas neste processo fibroproliferativo intimal
(Miyachi, Takahaski e Komori 2015). As trés areas mais propensas
para a ocorréncia da hiperplasia miointimal séo as areas de separacio
de fluxo, recirculacio e zona de estagnacdo (Chervu e Moore 1990).

Hiperplasia miointimal é um processoem que varias falhas na
reconstrucdo arterial ocorrem em longo prazo apds a colocagio de um
enxerto. E caracterizado histologicamente pela proliferacio de células
musculares na camada intima arterial que foi traumatizada pela
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colocacio do dispositivo (Hoedt et al. 2015). Este fenémeno ocorre por
fatores mecanicos e quimicos. £ um processo patolégico, caracterizado
pela uma proliferacdo anormal de células musculares lisas
pertencentes a parede vascular que migram para a area subendotelial
e formam a lesdo hiperplasica causando obstrucao e estenose do limen
vascular (Painter 1991).

A proposta desse estudo foi analisar a morfologia da aorta
abdominal apés implante do “Triplo Stent” em aneurisma experimental
em suino, fazendo uso de técnicas histopatolégicas e morfométricas
como ferramentas de estudo. Trata-se do primeiro estudo onde foi
realizado um corte transversal da aorta abdominal de suinos com os
trés stents.

METODOS

O protocolo experimental usado nesse estudo foi aprovado em
16/04/2011 pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Estadual de Ciéncias da Satude de Alagoas (UNCISAL), com o niimero
69A. Foram utilizados 10 suinos, fémeas, resultado do cruzamento das
racas Landrace e Large White, devidamente vacinados e vermifugados;
separados em grupo controle (n=5) e Triplo Stent (n=5).

Na primeira intervencdo, foi realizada a confecgdo do
aneurisma com utilizacdo do pericardio bovino em forma de bolsa
medindo 3 cm segundo a técnica de Perini 2008 e modificada por Aquino
2012. Apés anestesia, foi realizada uma incisdo mediana xifopubica,
para exposicao via transabdominal da aorta abdominal , seguida da
exposicdo da aorta por disseccio circunferencial, entre as artérias
renais e a trifurcacgfo distal (artérias iliacas comuns e tronco da artéria
iliaca interna). Os ramos foram reparados com fio de linho 3.0, sendo
entdo administrada heparina intravenosa (100UI/Kg); apés, procedeu-
se o pincamento da aorta proximal e distal ao segmento escolhido e
realizagio de arteriotomia longitudinal seguida de sutura do remendo
de pericardio bovino em forma de bolsa previamente confeccionada,
medindo 3 x 3 cm, com fio de polipropileno 6.0, em sutura continua, o
fechamento da cavidade foi realizado por planos: retroperitonio com fio
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de categute 3.0, chuleio simples; peritonio com fio de categute 2.0,
chuleio simples; aponeurose com mononylon 0, pontos separados em
Wolff suture; pele com mononylon 3.0, pontos separados Blair-Donatti
suture. Uma vez estavel, o animal era recolocado a sua gaiola, 4gua e
racdo ad libitum.

Apbés quinze dias da confeccdo do aneurisma, foi realizada uma
ultrassonografia com Doppler, utilizando um aparelho LOGIQe (GE®)
para verificar a perviedade dos aneurismas. Apds a confirmacao os
animais do grupo Triplo Stent (n=5) foram pesados, pré-medicados e
anestesiados. Realizou-se a inserg¢do sequencial com liberagdo dos
stents pela carétida comum direita, na seguinte ordem de tamanhos: 8
X 40 mm, 9 x 40 mm e 10 x 40 mm e posteriormente executado um
arteriografia final. Foram usados stents de nitinol, auto-expansiveis,
design de células fechadas com trancas de monofilamentos em forma
tubular, formado por losangos, com marcas radiopacas distais e
proximais em ouro, compativel com introdutor 7F para suinos e com
sistema de liberagdo over- the- wire (Figura 1).

I I
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Figura 1: Fotos ilustrando os Stents (a) utilizados no presente estudo. Em (b) a
sobreposi¢ao dos trés Stents — Triplo Stent.
Fonte: Autores.

A eutanéasia para a retirada da aorta ocorreu trinta dias apés a
colocacio do Triplo Stent. Todo o procedimento ocorreu de acordo com o
protocolo de eutanésia Centro de Cirurgia Experimental e Biotério da
UNCISAL. Apés periodo de jejum os animais foram submetidos ao
protocolo anestésico, onde a anestesia foi aprofundada fazendo-se uso
de cloreto de potassio a 19%.
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As amostras da artéria aorta retiradas, foram fixadas em formol a 10%,
enviadas ao Laboratério de Fisiopatologia Renal da Universidade de
Sao Paulo (USP), para serem devidamente processadas de acordo com
o protocolo histolégico para emblocamento em resina acrilica. Os
fragmentos da aorta foram incluidos de modo a garantir durante a
microtomia cortes horizontais, mantendo assim o aspecto circular da
parede da aorta. Apds a polimerizacgéo, os blocos foram preparados para
microtomia em um micrétomo de impacto (Polycut S, Leica, Alemanha)
equipado com navalha de tungsténio de 16 cm, tipo D (Leica,
Alemanha). Foram obtidos corte com 5 pm de espessura. Em cada aorta
abdominal foram realizados cortes em trés seguimentos distintos em
relacdo ao Triplo Stent. Esses cortes foram colocados em laminas
tratadas com 3-aminopropiltrietoxisilano a 2%, para aderéncia dos
cortes. Em seguida, as laminas foram colocadas em estufa a 37° C por
cerca de 12 horas. A partir dessa etapa, os cortes histolégicos foram
preparados para coloracdo com Hematoxilina-Eosina e andlise em
microscopia de luz.

Os parametros histopatolégicos foram avaliados por um médico
patologista, independente, cego para o tipo da lamina levando em
consideracgdo: Grau de Endotelizagdo (Chervu e Moore 1990), Contetdo
de fibrina da intima(Chervu e Moore 1990), Angiogénese (Sottiurai et
al 1983), Grau de injuria (Sottiuraiet al 1983), Grau de inflamagéo
(Bassiouny et al 1991).

Para a morfometria da aorta foram consideradas a tunica
média e a tunica intima (miointimal) em conjunto, tendo como
delimitacGes a lamina eldstica externae o endotélio. Trés imagens por
animal foram adquiridas (formato TIF, 36-bit color, 1280 x1024 pixels),
com uma camara digital acoplada em microscépio 6ptico, e a espessura
da camada miointimal das artérias foi obtida usando quatro pontos
ortogonais (0° 90° 180° e 270° (Painter 1991).

O diametro (d) foi calculado como: d=2ya 4 ; onde a (area
da luz) é expressoem mm?2. A area transversa da camada miointimal
foiestimada através da férmula AMI = [n(d/2+EMI)2 — [r(d/2)2]. Todas
as analises estatisticas foram realizadas usando o GraphPad Prism
(versao 5.0, GraphPad Sofware, San Diego, Ca, USA). Os dados sio
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expressos em média = DP (desvio padrio). A comparacio dos dados
entre os grupos Controle e TRIPLO-S foi feita através do teste t de
Student ndo pareado. Em cada caso, o valor de p<0,05 foi considerado
estatisticamente significante (Neville e Sidawy 1998).

RESULTADOS

Nos animais do grupo Controle ndo foram observadas ruptura de
aneurisma, isquemia de pata ou morte dos animais. Nos cincos animais
submetidos ao implante do Triplo Stent ndo houve nenhuma
intercorréncia técnica. O ganho de massa corporal observado ao longo
do experimento ficou dentro da normalidade da espécie, sem ter
diferencas entre os grupos de estudo.

As analises histopatolbgicas sdo apresentadas na Tabela 1. Os
resultados histopatolégicos observados nos cinco animais do grupo
controle apds os 45 dias de confec¢io do aneurisma de aorta abdominal
sacular foram ausentes conforme, em apenas um animal ocorreu a
presenca de estrias gordurosas. Em todos os animais do grupo Triplo
Stent foram observados graus elevados de endoteliza¢édo, sendo na
maioria dos casos classificados como grau III onde mais de 75% da
circunferéncia da luz arterial foi recoberto por células endoteliais.

Observou-se em relacdo a fibrina que houve uma deposicio
moderada envolvendo mais de 25% da circunferéncia arterial na
maioria dos animais. Quando observada a angiogénese evidenciou-se
uma distribuicdo moderada envolvendo 25 a 50% da circunferéncia
arterial. Os resultados referentes a injuria mostraram prevaléncia do
grau III onde foi encontrada uma lamina elédstica externa lacerada,
tipicamente com grandes laceragbes da média se estendendo até a
lamina elastica externa com hastes por vezes localizadas na adventicia.
Quanto a respostainflamatoéria, avaliada pelo método de Kornowski et
al. 1998 evidenciou-se um infiltrado de células inflamatérias leve, ndo
circunferencial localizado nas hastes do stent (Figura 2 c).
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Tabela 1: Analise histopatolégica por animal, nos seus respectivos grupos.

Grupo Controle

Animal

Endotelizacio Fibrina Angiogénese Injuria Inflamacao
5031-A10 0 0 0 0 0
5032-A6 0 0 0 0 0
5036-A12 0 0 0 0 0
5037-A5 0 0 0 0 0
5038-A2 0 0 0 0 0

Grupo Triplo Stent
5030-A7 I 1 m o I
5033-A16 1T il I I I
5034-A9 I I I I 0
5035-A14 i I I I I
5039-A8 i i o I I

Fonte: Dados obtidos no experimento.

Os resultados das analises morfométricas sdo apresentados na Tabela
2. Diferencas substanciais foram encontradas nas mensuragoes
histolégicas da parede da aorta do grupo com Triplo Stent (Figura2 a e
¢). A espessura da parede da aorta foi 132% maior no grupo Triplo
Stent, apresentando p<0,0001 (Figura 3), e a mensuracido area da
parede da aorta corrobora esse resultado apresentando -se maior 165%
no grupo Triplo Stent, com significancia de p<0,028. Outro parametro
mensurado foi a area da luz do vaso, onde nio foram encontradas
diferencas entre os grupos, porém destaca-se a importancia dessa
informac&o quanto a manutencio da perviedade vascular.

Tabela 2: Morfometria da parede e da luz da aorta. Comparacao entre os grupos,
com os dados apresentados como média e + DP (desvio padrao);ondep<0,5
encontram-se em destaque (*).

Controle Triplo Stent P valor
Parametros Média DP Média DP
Espessura Miointimal (mm) 1,30 0,13 3,01 0,34 0,0001*
Area Miointimal (mm?2) 1,15 0,26 2,00 0,66 0,028*
Area da Luz (mm?2) 2,22 1,59 2,00 0,66 0,782

Fonte: Dados obtidos no experimento.
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Figure 2: Fotomicrografia do corte histologico transversal da aorta, corada em HE. O
menor aumento(obj 2x) destaca acircunferéncia da aorta do grupo Triplo Stent em (a),
onde pode ser observado um trombo (al), inflamacéao (—), e na area em destaque
(quadrado), a endotelizacao das hastes do stent.As imagens (b) e (¢) representam grupos
Controle e Triplo Stent, respectivamente. Observe que (c) representa a area em destaque
da imagem (a), do Grupo Triplo Stent, sinalizando a endotelizacao (*) das hastes do stent,
além evidenciar a hiperplasia miointimal (<).

Fonte: Autores.
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Figure 3: Espessura miointimal da parede da aorta; apresentando valor de significincia e
percentual do grupo triplo stent em relacéo ao grupo controle.
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DISCUSSAO

H4 aproximadamente 20 anos, a reparacao endovascular do aneurisma
tornou-se padrao parao tratamento do aneurisma da aorta abdominal,
com a vantagem, em relacdo as outras técnicas, de minimizar o
tratamento invasivo e reduzir os riscos de mortalidade pds-cirurgia
(Silvestre et al. 2011). O objetivo das cirurgias com endoproéteses é
evitar aruptura do vaso, prolongando a expectativa de vida do paciente.
Cabe destacar que apesar grande progresso tecnolégico na area, a
endoprétese apropriada ainda nio foi desenvolvida.

As caracteristicas anatomicas e fisiologicas do sistema
circulatério do porco sdo semelhantes a dos seres humanos; o
procedimento anestésico nos porcos é bastante parecido com os
realizados na pratica clinica e o tamanho das artérias permite a
inserc¢ao dos dispositivos endovasculares sem produzir danos arteriais.
O modelo do aneurisma da artéria aorta (AAA) foi reproduzido com
sucesso, sem perda de animais em ambos os grupos, bem como o
procedimento cirtirgico para a implantacéo do Triplo Stent. Todos os
animais sobreviveram até a data da eutanésia, sem intercorréncias.

Durante a andlise histopatolégica, foi observado um
remodelamento compensatdrio da parede da aorta abdominal em
resposta ao tratamento cirtrgico com o Triplo Stent, em que foram
verificadas endotelizacio, reacdo a fibrina, angiogénese e resposta
inflamatoéria. Varios estudos com o modelo experimental de aneurisma
em porcino relatam remodelamento adverso da aorta e em outros vasos
como reacdo ao uso do stent, destacando sempre a hiperplasia
miointimal. No entanto, os efeitos histologicos do Triplo Stent néo séo
completamente compreendidos em longo prazo (Suzuki et al. 2001,
Schwartz e Edelman 2002; Kornowski 1998; Pereira, Bezerra e
Mandarim-de-Lacerda 2004).

No presente estudo, corroborando os achados de outros autores,
foi ressaltada hiperplasia miointimal no grupo Triplo Stent, quando
analisadas a espessura e a area da camada miointimal. Estudos
experimentais apresentam que a parede arterial proporciona uma
resposta multifatorial a lesdo mecéanica denominada de hiperplasia
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intimal. Topograficamente, essa resposta acontece primeiramente na
tunica intima e é caracterizada por proliferacio celular e espessamento
intimal, que pode derivar em significativa diminui¢ao da luz vascular
(England e Williams 2013; Parodi, Palmaz e Barone 1991). Postula-se
que essas reacgoes entdo desencadeiam aumento da mitose e migragao
das células musculares lisas (Malina et al. 1997), as células ativadas
produzem uma fibrilina ou matriz de colageno na camada média como
uma resposta cicatricial (Cayne et al. 2003), ocasionando a hiperplasia
miointimal.

Pesquisadores, fazendo uso de modelos experimentais de AAA,
descrevem reagdes inflamatérias intensas, como resposta ao stent
(Cayne et al 2003; Grego et al. 2004). A parede adrtica, na doenca
aneurismatica, apresenta alterac¢bes estruturais ocasionadas pelo
processo inflamatoério transmural e diminuicdo das fibras elasticas e
colagenas ocasionadas por sua destruicdo pelas proteases. Este fato
torna a parede arterial mais delgada (Cayne et al. 2003). Em
contrapartida, em grandes artérias, como a aorta, o maior processo
inflamatdrio aumenta a fixacio protética, impedindo migracéo do stent
(Grego et al. 2004; Bombonato et al. 2009). A capacidade para obter
processo cicatricial é essencial para impedir migragdes e conferir
protecdo contra a ruptura aneurismatica. Importante também
salientar que apdés 30 dias do implante do triplo stent, ndo houve
migracéo e a luz do vaso estava preservada, mantendo a perviedade
vascular. Essa tltima informac&o ficou muito clara ao analisar através
da morfometria a area da luz da aorta.

Portanto, diversos estudos concordam que a endoproétese ideal
é aquela que permite melhor adesio, impedindo a migracido sem
provocar expansao do colo aneurismatico (Raines 2004), sendo assim o
Triplo Stent é uma proposta inovadora na corre¢do minimamente
invasiva AAA, destacando-se por ser uma estratégia terapéutica mais
eficiente com custo mais baixo.
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CONCLUSAO

Na analise histopatolégica e morfométrica da aorta abdominal de
suinos apés implante do triplo stent em aneurisma experimental foi
constatado hiperplasia miointimal, porém manteve-se a perviedade
vascular.
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