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RESUMO

Introdugdo: A angioplastia de carétida com interposicdo de stent (AS) € uma
alternativa para tratamento da doenca ateromatosa oclusiva. Em médio prazo, a
maior complicagcédo da AS é a re-estenose intra-Stent(4,8% em 2 anos), cujo principal
fator desencadeante € a resposta inflamatéria tipo corpo estranho contra o Stent
Carotideo. Estao disponiveis diferentes tipos de SC, formados basicamente por duas
ligas metélicas diferentes: liga de cobalto-cromo (CoCr) (WallStent®) e de Nitinol
(NiTi) (Protege®).

Método: Comparamos as caracteristicas estruturais e a ativacao inflamatdria dos
neutrofilos quando expostos aos dois tipos de SC, aferindo a produgao de radicais
livres por meio de espectroscopia optica. 20 ml de sangue de 19 voluntarios higidos
foram centrifugados em gradiente de Percoll® para separagdo dos neutréfilos. Os
neutrofilos foram expostos a superficie do Stent por periodos de 40 minutos, em
solucao com o Nitro Blue Tetrazolium. Apds o periodo de incubacao, os resultados
foram mensurados em transmitancia por espectrofotometria Optica, utilizando
comprimento de onda de 550 nm conforme técnica padrédo. A seguir, um exemplar
de cada amostra foi enviado a microscopia eletrénica de varredura para analise
estrutural dos stents carotideos e dos neutrofilos aderidos.

Resultados: A leitura do espectrofotometro evidenciou que a liga de NiTi
desencadeou maior produgao estatisticamente significante de espécies reativas de
oxigénio que a liga de CoCr (0,115 +/- 0,058 vs 0,081 +/- 0,050 em transmitancia; p
= 0,002 e IC95% 0,00052 a 0,0534). As imagens de microscopia eletronica sugerem
que a seccao transversal da malha de NiTi é retangular e que a de CoCr é cilindrica.
As duas ligas foram capazes de ativar a formacéao de radicais livres pelos neutrofilos.
A liga de NiTi apresentou significativamente maior reatividade que a liga de CoCr.
Conclusao: Esse resultado pode estar relacionado a maior e mais precoce

liberagao de ions niquel pela liga de NiTi.

Palavras-chave: angioplastia de carétida; stent carotideo; atividade inflamatéria;

radicais livres; neutroéfilos; microscopia eletrénica de varredura.
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ABSTRACT

Introduction: Carotid artery Stenting (CAS) is an alternative treatment to the
atherosclerotic occlusive disease. In the medium term, the main complication of CAS
is the in-Stent restenosis (4.8% in 2 years), for which the main triggering factor is the
foreign body inflammatory response to the Carotid Stent (CS). There are different
types of CS available, and they basically consist of two different alloys: cobalt-
chrome (WallStent®) and Nitinol (Protégé®).

Method: This study compared the structural characteristics and the inflammatory
activation of neutrophils when exposed to both types of CS, checking the production
of free radicals with the use of optical spectroscopy. 20 ml of blood collected from 19
healthy volunteer patients were centrifuged using the Percoll method for neutrophil
separation. Neutrophils were exposed to the Stent surface for 40-minute periods
Nitro Blue Tetrazolium (NBT) in solution. After the incubation period, the results were
transmittance-measured using an optical spectrophotometer, at 550 nm wavelength,
as standard procedures. After that, a portion of each sample was sent for scanning
electron microscopy and morpho-physiological analysis of the CS and the adherent
neutrophils.

Results: Spectrophotometer reading showed that the NiTi alloy was responsible for
a statistically significant increased production of reactive species of oxygen when
compared to the CoCr alloy (0.115 +/- 0.058 vs 0.081 +/- 0.050 transmittance level, p
= 0.002 and CI 95% 0.00052 to 0.0534). Scanning electron microscope images
showed that the NiTi CS mesh has rectangular cross sections, and the CoCr CS
mesh has cylindrical cross sections. Both alloys triggered free radical formation by
neutrophil activation.

Conclusion: The NiTi alloy showed significantly higher reactivity than the CoCr alloy.
This result may be caused by a greater and earlier release of nickel ions by the NiTi

alloy.

Keywords: carotid angioplasty; carotid stenting; inflammatory activity; free radicals;

neutrophils; scanning electron microscopy.
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1 INTRODUGAO

1.1 DOENCA ATEROMATOSA CAROTIDEA

A doenca oclusiva da artéria carotida, também chamada de ateromatose da
artéria carétida, refere-se ao estreitamento das artérias carétidas, decorrente
geralmente do acumulo de substancias lipidicas e depdsitos de colesterol,

chamados de placas ateromatosas (1-6).

1.1.1 Epidemiologia

As doencas cardiovasculares sdo a principal causa de o6bito no Brasil,
segundo dados do DATA-SUS. Dentre essas doengas, destacam-se os acidentes
vasculares encefalicos isquémicos (AVEi) agudos, tanto em virtude de sua
progressiva incidéncia quanto em razdo da morbidade nos casos nao fatais (7). Nos
paises ocidentais, o AVEi representa a terceira maior causa de morte e é a principal
causa de incapacidade permanente ajustado por idade (2,3,5). Todo ano, cerca de
700 mil pessoas sao acometidas por AVEi nos Estados Unidos e acredita-se que
este numero deve crescer devido ao envelhecimento e as mudancas na distribuicdo
étnica da populagao (3,5).

Estima-se que um quarto dos AVEi estao relacionados a doencga ateromatosa
oclusiva da artéria carétida interna no segmento cervical (2,3). De acordo com
estudos populacionais, a incidéncia de estenose carotidea aumenta com a idade: de
0,2% em homens com menos de 50 anos para 7,5% em homens octogenarios; nas

mulheres, a incidéncia de estenose moderada da carétida varia de 0% a 5% (3).
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1.1.2 Etiopatogenia

A ateromatose arterial representa o desfecho final de um processo
inflamatdrio iniciado na camada intimal, que progressivamente leva a diminuigao da
luz arterial (6,8,9).

Uma cascata de eventos iniciada com a deposicdo de material lipidico, a
ativacao inflamatéria e a proliferacdo da camada muscular estdo envolvidos na
formagao e progressao da placa ateromatosa (2,9,10). Os eventos se iniciam com
uma lesao da camada intimal, que geralmente ocorre nos locais de maior estresse
hemodinamico (4). Assim, a maior parte das doengas oclusivas da carétida ocorre
em sua bifurcacéo, que apresenta configuragdo anatémica unica, o bulbo carotideo,
em que a area dos vasos na bifurcagcdo aumenta ao invés de diminuir (4). Essa
mudanca de calibre, em conjunto com a divisdo de fluxo na bifurcacéo carotidea,
cria um padrao turbulento de fluxo e areas de tensao de cisalhamento variavel ao
longo das paredes das artérias cardtidas (4). As placas carotideas sao
frequentemente encontradas ao longo da parede exterior da artéria carétida interna,
oposta a bifurcacdo do fluxo, o que corresponde a uma area de baixa tensdo de

cisalhamento (Figura 1) (2,4,5).
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Figura 1. Dindmica do fluxo na bifurcagéo carotidea: A) Artéria
Cardtida Interna; B) Artéria Carédtica Externa; C) Artéria
Carotica Comum; D) Bulbo Carotideo; E) Fluxo laminar intra-
arterial; F) Fluso turbilhonado pelo stress hemodinamico e
menor forga de cisalhamento; G) Placa ateromatosa; H)
Parede externa da Artéria Carétida Interna — local de maior
deposigao de material lipidico (Arquivo pessoal)

Posteriormente, ocorre a migracdo de células inflamatérias para o local da
lesdo, formando um tecido cicatricial fibrético rico em lipidios fagocitados pelos
mondcitos e macrofagos (2,9,10). A produgdo de produtos inflamatérios, como as
espécies reativas de oxigénio, nesse tecido cicatricial € a responsavel pela
progressao da placa e risco de ruptura (2, 8, 9,10). Como principais fatores
facilitadores da lesdo endotelial, podemos citar a hipertensdo arterial sistémica
(HAS), tabagismo, etilismo crénico e hiperhomocisteinemia (2, 3, 5).

As placas geralmente passam a ser sintomaticas quando ocorre hemorragia
intraplaca, formacdo de trombos e ulceragdo. A maioria das rupturas das placas

ocorre no ponto médio da superficie da placa (6, 8).
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1.2 TRATAMENTOS CIRURGICOS DA DOENCA ATEROMATOSA CAROTIDEA

Atualmente sao aceitos dois tipos de intervencido terapéutica na doenca
ateromatosa carotidea: a endarterectomia de cardtida (EC) e angioplastia
percutanea com interposigao de stent (AS) (11-19).

O beneficio da EC na redugao do risco de acidente vascular encefalico em
pacientes sintomaticos (histéria de AVEi prévio ou de acidentes isquémicos
transitérios) com estenose da carétida moderada (> 50 %) ou assintomaticos com
estenose grave (> 60%) foi demonstrado em varios ensaios randomizados, como o
North  American Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial (NASCET), o
Asymptomatic Carotid Atherosclerosis Study (ACAS), o Asymptomatic Carotid
Surgery Trial (ACST) e o European Carotid Surgery Trial (ECST) (11-17). Nas
ultimas décadas, estudos tém demonstrado que beneficios e taxas de complicacao
semelhantes podem também ser atribuidos a AS (16, 20, 21, 22).

O estudo Carotid and Vertebral Artery Transluminal Angioplasty Study
(CAVATAS), iniciado em 1992 e concluido em 1997, apresenta a primeira
comparagao randomizada entre o tratamento endovascular e o procedimento
cirargico em pacientes com estenose carotidea (22). Esse estudo foi concebido para
comparar a angioplastia com baldo, com ou sem colocagao de stent e sem o uso de
dispositivos de protecdo embdlica, com a EC (22). Os resultados foram
essencialmente equivalentes entre a angioplastia e grupos da EC no que diz
respeito a taxa de acidente vascular encefalico incapacitante ou morte em 30 dias
pos-procedimento (6,4% versus 5,9%, respectivamente). Nao foram encontradas
diferencgas significantes na taxa de AVEi ipsilateral com analise de sobrevivéncia de
até trés anos apds a randomizacédo (22). A taxa de re-estenose grave (70 a 99% da
luz) documentada por ultrassom um ano apés o tratamento foi de 14% no grupo da
angioplastia e de 4% no grupo de tratamento cirurgico. Os pacientes do grupo
cirargico tiveram maior incidéncia de paralisia dos nervos cranianos e de hematoma
no pescogo (22).

O estudo WallStents foi um ensaio multicéntrico para evidenciar a
equivaléncia de EC e AS, no qual 209 pacientes sintomaticos com 60% a 99% de
estenose foram inscritos (16, 23, 24). A taxa de complicagdo (qualquer acidente

vascular encefalico ou morte) apés 30 dias do procedimento ocorreu em 12,1% do
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grupo de stent da AC e 4,5% do grupo de EC. O AVE ipsilateral e morte
relacionados ao procedimento em um ano ocorreram em 12,1% dos pacientes
randomizados para implante de stent e em 3,6% daqueles randomizados para
endarterectomia. As taxas de AVE isoladamente foram de 3,7% para a AS e 0,9%
para EC. O estudo foi interrompido antes da conclusdo, devido a inferioridade da
angioplastia (23, 24).

A realidade da angioplastia com stent comegou a mudar com a introduc¢ao dos
dispositivos de protecdo embdlica (25, 26). A embolizagdo cerebral de material
ateromatoso friavel do arco adrtico e da AC durante a colocacdo de stent poderia
gerar micro-infartos e consequentes déficits neurolégicos (16, 23, 25, 26). Foram
desenvolvidos trés tipos de dispositivos de protegdo embdlica: aqueles que
bloqueiam o fluxo anterégrado da artéria carétida interna (ACI), aqueles que
realizam a reversao do fluxo na ACI e os filtros de protegcdo embdlica distal (16, 23,
25, 26). Nos Estados Unidos, apenas os filtros de protecao distal sdo aprovados
para uso pela Food and Drug Administration (FDA) (27).

O estudo Endarterectomy versus Angioplasty in Patients with Symptomatic
Severe Carotid Stenosis - EVA-3S foi um trabalho francés multicéntrico desenvolvido
para comparar a eficacia da AS com ou sem protecdo embdlica e a EC na
prevencao secundaria de acidente vascular encefalico isquémico (28, 29). O estudo
foi interrompido porque AS sem o dispositivo de protecdo esteve associada a uma
excessiva taxa de AVE ou morte em 30 dias (28, 29). O estudo foi entdo
redesenhado para comparagao da AS com filtro de prote¢cdo com EC (28, 29). A
incidéncia de AVE ou morte em 30 dias foi de 3,9 % apds EC contra 9,6% apds
implante de stent; em seis meses, foi de 6,1% e 11,7 % respectivamente (28, 29). A
lesdo de nervo craniano foi mais comum apds EC do que apds implante de stent
(28). Comparando a taxa de 9,6% de AVE ou morte com o grupo da EC (3,9%), o
risco relativo se torna 2,05, mas com intervalo de confiangca de 95% de 0,97-4,36, o
que nao é estatisticamente significativo (28, 29). Ja tava de restenose foi 12,5% para
AS e 5% para EC (28).

O estudo Carotid Revascularization using Endarterectomy or Stenting
Systems - CaRESS foi um trabalho multicéntrico, ndo-randomizado, prospectivo, que
comparou a AS com dispositivo de protegdo e EC (30). A escolha terapéutica ficou a
cargo do médico assistente. Foram eleitos para o tratamento pacientes sintomaticos

com mais de 50% de estenose e pacientes assintomaticos com mais de 75% de
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estenose. Os resultados, mimetizando o cenario do "mundo real”, do estudo
CaRESS evidenciaram que AS apresentaram tendéncia de menor morbidade e
mortalidade quando comparados a EC, com valores semelhantes aos alcangados no
North American Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial (NASCET) (30).

O Carotid Revascularization Endarterectomy Versus Stenting Trial (CREST)
foi um estudo randomizado que compara a eficacia da EC e da AS com protegao
embdlica, comparando a incidéncia de AVEI, infarto do miocardio (IM) e morte em
doentes sintomaticos com mais de 50% de estenose da AC e pacientes
assintomaticos com mais de 70% de estenose (13, 14). Varios centros na América
do Norte corroboram com o estudo, com o objetivo de incluir 2.500 pacientes. Para a
selegcdo dos intervencionistas, foi exigida experiéncia anterior em AS acima de 20
procedimentos utilizando o stent ACCULINK® e o sistema de protecdo embdlica
ACCULINK® (13, 14). As taxas de eventos adversos foram de 6,2% para AS e 5,6%
para EC e de restenose de 6,0% para AS e 6,3% para EC (13, 14).

O objetivo do estudo randomizado intitulado Stenting and Angioplasty with
Protection in Patients at High Risk for Endarterectomy — SAPPHIRE foi comparar AS
com EC e demonstrar estatisticamente a nao inferioridade do implante de stent em
relacdo ao EC (31). A populagdo do estudo consistia em pacientes com estenose
sintomatica maior ou igual a 50%, ou estenose assintomatica maior ou igual a 80%.
O grupo de AS utilizou dispositivo de protecdo embdlica. Foram estudados 747
pacientes, dos quais 344 foram submetidos a randomizagao (31). Foram avaliados
incidéncia de morte, AVEi e infarto do miocardio (IM) dentro de 30 dias e morte ou
AVE ipsilateral entre 31 dias e 1 ano. Além disso, também foram avaliadas a re-
estenose em um ano, a paralisia de nervos cranianos e complicagdes no sitio
cirargico ou no local de pungao (31). Os resultados evidenciaram que, em um ano,
12,2% dos pacientes submetidos a AS apresentaram morte, AVEi ou IM, contra
20,1% do grupo de EC (p = 0,004) (31). A re-estenose da AC ocorreu em 4,3% do
grupo de EC contra 0,6% do grupo de AS (p =0,04) (31). Os resultados do grupo de
AS foram melhores que os do grupo de EC para a ocorréncia de IM (2,5% stent
versus 8,1% EC, p=0,03) e AVE ipsilateral (0% no stent versus 3,5% no EC, p=0,02)
(31).

Dados de trés anos de acompanhamento do SAPPHIRE apresentaram taxa
global de morte, AVEi e IM no geral (30,3% EC vs 25,5% AS, p = 0.20) e incidéncia
de morte isolada (24,2% EC vs 20,0% AS, p = 0,280), AVE ipsilateral isolado (7,1%
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EC vs 6,7% AS, p = 0,945) e re-estenose da AC (7,1% EC vs 3,0% AS, p = 0,084 ),
todos a favor do stent da AS sobre EC, porem sem relevancia estatistica (31).

Para comparar a segurancga e eficacia entre EC e AS no tratamento profilatico
do AVEi em pacientes com estenose sintomatica da AC, o Ministério Alemao de
Ciéncia patrocinou o Stent-Supported Percutaneous Angioplasty of the Carotid
Artery versus Endarterectomy (SPACE), um estudo prospectivo, multicéntrico e
randomizado (32). Um total de 1.200 pacientes foi randomizado para AS (n=605) e
EC (n=595). Foi aferida a incidéncia em 30 dias de AVE ipsilateral ou morte (32). A
taxa de morte ou AVE isquémico ipsilateral a partir do momento da randomizagao
até 30 dias ap6és o procedimento foi de 6,84% com AS e 6,34% com a EC (32).

Dessa forma, tanto a endarterectomia (EC) quanto a angioplastia percutéanea
com interposi¢cao de stent (AS) mostram resultados satisfatérios com redugao dos
indices de morbimortalidade se comparados ao tratamento clinico, sobretudo em

pacientes sintomaticos com estenose maior que 50% (11-32).

1.2.1 Endarterectomia carotidea

A EC é um procedimento cirurgico aberto, realizado com o paciente sob
anestesia geral, cujo objetivo e a retirada da placa ateromatosa obstrutiva do lumen
da AC (12).

O procedimento se inicia com a incisdo cervical feita paralela e anterior ao
musculo esternocleidomastoideo e centrada sobre a bifurcagdo carotidea. A
disseccao é realizada através do platisma e o musculo esternocleidomastéideo é
afastado lateralmente por afastadores auto-estaticos (12).

A veia jugular interna é visualizada e a bainha carotidea é aberta ao longo da
borda anterior da veia (12). A veia jugular interna é retraida lateralmente e a veia
facial comum ¢é ligada. A disseccdo se mantém anterior a artéria carétida comum
para evitar lesdo do nervo vago (12). O nervo vago geralmente se encontra numa
posicao lateral posterior no interior da bainha carotidea (12).

Deve ser dada atengao aos nervos cranianos |IX (nervo glossofaringeo), X
(nervo vago), Xl (nervo acessorio), Xll (nervo hipoglosso), ramo mandibular marginal

do VII (nervo facial) e nervo laringeo recorrente (12). O nervo laringeo recorrente
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pode cruzar anteriormente a artéria carétida e pode ser confundido com uma parte
da alca cervical; se ele for lesionado inadvertidamente, resulta em paralisia das
cordas vocais ipsilateral (12).

A disseccao continua ascendentemente para isolar a artéria carétida externa
(ACE). A artéria carétida interna (ACI) é exposta até um ponto onde o aspecto esta

completamente normal (Figura 2) (12).

Figura 2. Exposi¢ao e clampeamento da Artéria Carétida Comum (A), da Artéria Carétida Externa
(B) e da Artéria Cardétida Interna (C). O tracejado evidencia o incisdo da arteriotomia (modificado e
autorizado utilizagéo por 12)

O controle proximal da artéria carétida comum (ACC) é obtido ao nivel de
estenose, circundando a artéria com uma fita umbilical. Uma vez que o controle
proximal €& obtido, a dissec¢cao continua distalmente ao redor da ACE até seu
primeiro ramo, a artéria tiredidea superior. Posteriormente, o controle é obtido distal

na artéria carétida interna (12).
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A disseccao deve ser feita com extremo cuidado para nao lesar os nervos
adjacentes, principalmente os nervos vago e hipoglosso, e evitar liberacdo de
émbolos (12).

A heparina (5000-7000 U) é administrada por via intravenosa. A ACI, a ACC,
e a ACE s&o obstruidas, nessa ordem. E feita uma arteriotomia com uma lamina n°
11, da ACC, previamente a lesao, até a ACl, apds a leséo (12).

A placa ateromatosa é dissecada com dissector de Penfield, sendo a
resseccao ideal quando a remocao da placa ocorre entre as camadas endotelial e
média (Figura 3) (12).

)y
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Figura 3. Arteriotomia e retirada da placa ateromatosa com o dissector de Penfield (A) (modificado e
autorizado utilizagao por 12)

Apés a remocao da placa, todos os debris residuais e fibras da camada média
sao retirados por causa de sua potencial contribuicdo para a embolizacdo ou re-
estenose por hiperplasia endoteilial. A superficie da endarterectomia € irrigada com
solucdo salina heparinizada para facilitar a visualizagdo e remogao de todos os
debris (12). Antes que as fitas sejam retiradas, a lavagem deve ser feita a partir de

cada diregao de fluxo bloqueado (12).
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Como regra geral, as artérias sao fechadas com um patch (expansor) e a
ferida é fechada por planos (12).

Embora a EC seja um dos procedimentos cirurgicos mais realizados
atualmente e os beneficios sejam bem estabelecidos na literatura, muitos pacientes
nao podem ser submetidos com seguranga a uma intervencgao tao agressiva, devido
a fatores técnicos ou anatdbmicos ou a doengas clinicas graves subjacentes, como
doenca arterial coronariana e insuficiéncia cardiaca (12).

Na analise dos resultados do NASCET, a probabilidade de a EC estar
associada a complicagdes médicas foi de aproximadamente 1,5 vez maior em
pacientes com histéria prévia de infarto do miocardio, angina ou hipertensao (12, 14,
15, 16, 26). Além disso, os beneficios da cirurgia da EC quando comparado ao
tratamento conservador mostrados pela NASCET, pelo ACAS, pelo ACST e pelo
ECST sao perdidos se a taxa de AVEi ou morte exceder 6% para pacientes com
estenose carotidea sintomatica, ou 3% para aqueles com estenose carotidea

assintomatica em 30 dias de pds-operatério (12, 14, 15, 16, 26).

1.2.2 Angioplastia percutanea

A angioplastia percutdnea da carétida com interposicao de stent (AS) € um
procedimento realizado integralmente por via endovascular, com o objetivo de
recuperacao da luz arterial sem remocdo da placa ateromatosa (33, 34). O
procedimento ganhou espago inicialmente para tratamento de pacientes de risco
proibitivo para EC, passando entdao por natural processo evolutivo, tendo sido
modificado de acordo com a experiéncia dos operadores e com o desenvolvimento
de novos dispositivos (33, 34). Um dos maiores beneficios da AS ainda reside na
rapida recuperacdo do paciente, que retorna quase imediatamente as suas
atividades diarias apos curto periodo de internacéo (33, 34).

A sequéncia normal do procedimento realizado em conjunto com a utilizagao
de dispositivo de filtro para a protecdo embdlico € descrita a seguir (33).

O procedimento é realizado em uma sala de angiografia com recursos de
imagem com subtracdo digital e fluoroscopia (Figura 4) (33). O paciente permanece

sedado, mas ainda desperto para avaliacdo neuroldgica. E aconselhavel a
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realizacdo de cateterismo vesical de demora e de dois acessos venosos periféricos
(33). A pressao arterial, a saturagao de oxigénio e o ritmo cardiaco sdo monitorados
durante o procedimento. A AC é geralmente abordada por via percutanea, através
da artéria femoral comum, mas em alguns casos mais graves, também pode ser

necessaria a abordagem pelas artérias radial e braquial (33).

Figura 4. Sala de angiografia com um aparelho monoplano (Arquivo pessoal)

Uma angiografia do arco adrtico € inicialmente realizada para definir a
gravidade da doenga aterosclerética, bem como a configuracdo anatomica dos
grandes vasos. Isso permite que o operador possa prever a possibilidade de
cateterizacdo da carétida e selecionar as dimensdes dos dispositivos necessarios
para o procedimento (33). A angiografia seletiva da artéria carétida comum é entao
realizada e a gravidade da estenose é definida (33). Os didmetros da artéria carétida
comum (ACC) e ACI sdo medidos, com especial atencédo a determinagao do local de
deposig¢ao dos dispositivos de protecdo embdlica (33). A angiografia intracraniana
também é essencial antes da intervencéao, pois a presenga de lesdes intracranianas

deve ser avaliada para abordagem em conjunto (33).
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Os pacientes sao previamente submetidos a terapia antiplaquetaria e, durante
o procedimento, € administrada heparina (10 a 20 unidades por quilograma), com
intuito de prevenir a formagao de trombos apds a lesao endotelial pela implantacao
do stent (33). A dose intravenosa de heparina € administrada apés a cateterizagao
do ACC e tem o objetivo de manter o tempo de coagulagao ativada de 250 a 300
segundos durante todo o procedimento. A infusdo de heparina €& geralmente
interrompida no fim do processo (33).

Ocasionalmente pode ocorrer bradicardia durante a angioplastia. Dessa
forma, atropina e vasopressores devem estar prontamente disponiveis caso o
paciente desenvolva bradicardia e hipotensédo (33). O monitoramento continuo da
frequéncia cardiaca, da presséao arterial e do status neuroldgico do paciente durante
o procedimento é essencial (33).

Um fio de 0,035 polegada de didmetro € posicionado no ACE. O cateter
diagndstico é trocado sobre o fio por outro cateter portador de 9 a 10 French (Fr),
que € entdo posicionado na ACC abaixo da bifurcagdo. A seguir, a lesdo é
transposta com o dispositivo de protegao (33). Em alguns casos mais graves, pode-
se optar por realizar a pré-dilatacdo do segmento estendtico com cateter baldo de
angioplastia coaxial de 3 a 4 mm antes da implantagdo do stent. Esse deve ser
avangado através da lesdo ao longo de um microguia de 0,014 polegada. Em raras
ocasioes, a pré-dilatacdo deve ser realizada antes da introdugcdo de um dispositivo
de protegao embdlico (33).

O didmetro do stent devera ser dimensionado para se acomodar no maior
segmento da AC, que devera ser coberto (geralmente entre 1 € 2 mm maior do que
o calibre normal da ACC) (33). Apesar de algumas evidéncias associadas a
restenose tardia, o superdimensionamento do stent na ACI geralmente nao resulta
em eventos adversos, mas uma protese em cone pode conformar-se melhor a
parede do vaso, nos casos em que haja discrepancia importante entre a ACC e ACI
(33). Deve-se dar atengao especial na selegao do stent, que deve ter o tamanho
compativel para cobrir toda a extensao da placa ateromatosa (33).

Apos a liberacdo do stent, deve-se dilatar a malha do stent utilizando um
baldo com didmetro correspondente ao do ACI distal ao stent. Geralmente se utiliza
um baldo coaxial para esse fim (33). O dispositivo de prote¢ao embdlico é entdo

removido com um cateter de recuperacéo (figura 5 e 6) (33, 34).
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Uma boa hidratacdo deve ser mantida apds o procedimento. A hipotensao e
hipertensdo devem ser evitadas (33). Particular atengdo deve ser dada em casos de
estenose grave e oclusao contralateral, pelo risco da sindrome de reperfusdo, com
risco de hemorragias intracranianas catastréficas (33). O introdutor femoral deve ser
removido quando o tempo de coagulagao ativada for inferior a 150 segundos (33). O
paciente geralmente recebe alta na manha seguinte. O seguimento para avaliar a
paténcia da artéria tratada pode ser feito por meio de ultrassonografia, obtida antes
da alta, apdés seis meses, um ano e, em seguida, anualmente (33). O regime
antiplaquetario da aspirina e clopidogrel € mantido durante 8 a 12 semanas apds o
procedimento, apds isso, 0s pacientes permanecem sob terapia somente de aspirina
(33).

Alguns fatores podem aumentar o indice de complicagdo do procedimento,
como a anatomia desfavoravel e as caracteristicas da lesédo (33). Artérias iliacas ou
aorta abdominal estendtica ou ocluida estdo entre as caracteristicas de acesso
desfavoraveis (33). Um arco dificil (tipo 2 ou 3, calcificagdo ou tipo bovino) pode ser
um desafio para o cirurgidao menos experiente (33). A oclusdo da ACE ou o
envolvendo da ACC pela estenose pode aumentar os riscos no ato de posicionar o
cateter de guia ou portador. Tortuosidade da ACI, gravidade da lesédo, grau de
calcificacado e presencga de trombo intraluminal representam outros fatores adversos
(33).
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Figura 5. Desenho esquematico do processo de angioplastia com stent. A) Posicionamento
do dispositivo de protegdo embodlica apds transposicdo da placa ateromatosa; B) Pré-
dilatacdo da estenose; C) Inicio da implantagdo do stent; D) Retirada do dipositivo de
protecdo embodlica (modificado e autorizada a publicagao de 34)

a lesao pre-
angioplastia; B) Posicionamento do sten; C) Pés dilatagdo com baldo co-axial do stent e D) Visao
em perfil pés-angioplastia (Arquivo pessoal)

Dentre as principais complicagdes ocorridas durante o procedimento,
podemos destacar: dissecgdes arteriais, microembolias distais com acidente
vascular encefalico, pseudoaneurismas, fistulas arteriovenosas, perfuragao arterial,

hemorragias, sindrome de hiperperfusdo e vasoespasmo grave (33).
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Complicagdes neuroldgicas isquémicas ou hemorragicas podem ocorrer
durante todo o procedimento (33). Se um doente desenvolver subita mudanga
neurolégica, devera ser submetido a intubacdo orotraqueal e hemorragias
intracranianas devem ser descartadas, por meio da realizagdo da tomografia
computadorizada de cranio (33). As complicagbes vasculares intracranianas da AS
podem ser agrupados em oclusdao do vasos grandes, chuveiro de émbolos e
hemorragia. Se a obstru¢ao de um grande vaso for identificada, deve ser tentada
imediatamente a recanalizacdo quimica ou mecanica (33). Se for identificada
hemorragia, a heparinizagao dever ser revertida com a protamina, a pressao arterial
deve ser bem controlada e tomografias computadorizadas de cranio seriadas devem
ser realizadas com 6 e 12 horas apds o evento. Deve ser considerada a abordagem
cirargica para hematomas com risco de vida (33). Complicagdes sistémicas também
podem ocorrer apds AS. Elas incluem convulsdes, IM e nefropatia por contraste (33).

Além disso, em médio prazo, a maior complicacao inerente ao procedimento &
a re-estenose por proliferagdo neo-intimal no stent (33). A re-estenose possui
incidéncia média de 4,8% em 2 anos, tendo como principal fator desencadeador a
resposta inflamatéria a lesao intimal no momento da implantacdo do stent e a

resposta inflamatdria tipo corpo estranho desencadeada pela malha metalica (33).

1.3 STENTS CAROTIDEOS

Os stents carotideos sdo estruturas metalicas tubulares auto-expansiveis de
alta forca radial, ndao reabsorviveis, sem revestimento medicamentoso, com paredes

fenestradas, que tém como objetivo a manutencéo do lumen vascular pérvio (35).

1.3.1 Caracterizagao dos stents

As fenestragdes da parede configuradas pelo trangado da malha pode resultar
em espacos diminutos, o que é conhecido como malha fechada; espacos mais

amplos, chamados de malha aberta; ou ainda com conformacio hibrida entre as
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duas caracteristicas (36, 37). A real diferenga clinica e pratica entre os tipos de
malha ainda é motivo de discussdo, mas acredita-se que stents de malha fechada
desprendem menor quantidade de émbolos a sua implantacdo, porem apresentam
menor flexibilidade e navegabilidade pelas tortuosidades dos vasos (36-40).

Os stents de malha fechada apresentam pontes de ligacdo entre cada
seguimento da malha, diminuindo o espago entre os trangados de sua malha (36).
Ja os stents de célula aberta apresentam nenhuma ou poucas pontes de ligagao
entre os seguimentos, o que, consequentemente, aumenta as janelas do trangado e
aumenta a flexibilidade e navegabilidade do stent (36) Os stents hibridos sao
préteses constituidas de segmentos proximal e distal formados por células abertas
para maximizar a acomodacao nas tortuosidades vasculares, em combinagcdo com
um segmento de célula fechada central de placa, para adequada cobertura de
trombos (36, 37, 39.40).

Como exemplo de stents de malha aberta, podemos citar:

. PRECISE ® PRO RX ® (Cordis Corporation)

. Protégé ® RX Carotid Stent System (ev3)

. RX Acculink ® Carotid Stent System (Abbott)

. Sinus Stents ® (Optimed)

. Zilver 518 ® RX (Cook Medical)

Seguem exemplos de malha hibrida:
. Cristallo Ideale ® (Invatec)
. Sinus-carotid ® RX (Optimed)

Seguem exemplos de malha fechada:
. Carotid WALLSTENT ® Monorail ® (Boston Scientific)

. Xact ® Carotid Stent System (Abbott)

A tabela 1 resume as principais caracteristicas de alguns stents disponiveis

no mercado (36).
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Tabela 1 — Principais stents carotideos comercialmente disponiveis e suas caracteristicas (36)

Arquite- | Confor- Cateter Perfil | Fio-guia | Diame | Comp. | Area da

Stent/ tura macgao portador (mm) | compati | -tro (mm) malha
Fabricante compati- -vel (in) | (mm) aberta

vel (mmz)
Carotid Malha Cilindrico 5F:6.8mm 1.67 0.014 135 30,40, 1.08
Wallstent fechada 6F:10mm 1.97 50
Boston
Scintific
Precise Rx Malha Cilindrico  5.5F-5.8 185 0.014a 135 20,30, 5.89
Cordis aberta mm 2.00 0.018 40

6F:9 a

10mm
Protégé Malha Cilindrico  6F 1.98 0.014 135 20,30, 10.71
EV3 aberta Cilindrico 40, 60

30, 40
Rx Malha Cilindrico  6F 1.98 0.014 126 20,30, 11.48
Acculink aberta Cbnico 40
Abbott 30, 40
XACT Malha Cilindrico  6F 1.68 0.014 136 20,30 2.74
Abbott fechada Cobnico 30, 40
Zilver518 Malha Cilindrico  5F 167 0.014a 125 20,30, 12.76
Cook aberta 0.018 40, 60,
80

De uma forma geral, os SC utilizados sdo compostos apenas por duas ligas
metalicas distintas: cobalto-cromo (CoCr) (WallStent®, como representante unico) e
a liga de niquel e titanio, conhecida como Nitinol (NiTi) (36).

Outra caracteristica importante é forga radial excéntrica, que teoricamente
seria de suma importancia quando se abordam lesdes muito calcificadas com
consisténcia mais rigida. Em geral, a liga de Nitinol tem maior forga radial que a liga
de CoCr e stents de célula fechada tém mais forca radial que os de células abertas
(35, 36).

1.3.2 Caracteristicas das ligas metalicas: biofuncionalidade e

biocompatibilidade

As ligas metdlicas estdo entre os materiais mais antigos usados em
procedimentos cirurgicos (41-44). Os registros mais antigos datam do século 16;
porém, até o fim do século 19, as tentativas de utilizagdo de pecas metalicas no

corpo humano eram geralmente mal sucedidas (41, 42). A principal causa dessas
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falhas era decorrente aos processos infecciosos, em virtude da falta de técnicas
asseépticas (42, 45). Apos a introdugdo das técnicas cirurgicas antissépticas por
Lister, nos anos de 1880, a incidéncia de infec¢gdes nos procedimentos cirurgicos
cairam drasticamente e foi possivel comecar a identificar as reais reacdes adversas
aos implantes (42).

Assim, foi possivel definir as duas principais propriedades dos implantes
metalicos com relacao a sua utilizacdo no corpo humano: a biofuncionalidade, que é
a capacidade do implante exercer corretamente a fungédo para qual foi designado; e
a biocompatibilidade, que representa o quéao estranho ao organismo o implante é
(41-45).

Com relacdo aos stents carotideos, a biofuncionalidade diz respeito
ductilidade,

fatigabilidade e durabilidade, além das suas repercussées hemodinamicas (43, 44,

basicamente as caracteristicas mecanicas, como forca radial,
45). O stent ideal precisa ser auto-ancoravel, de facil implantagdo e manter um fluxo
minimo pelo seu lumen. Para tanto, o material precisa ter alta resilié€ncia, ou seja, ser
capaz de voltar a sua conformacao original apés ser deformado (43, 44, 46). As
caracteristicas que levam a alta resiliéncia sao a alta resisténcia de deformacgao e
baixo moédulo de elasticidade (mdédulo de Young). Nesses quesitos, tanto as ligas de

cobalto-cromo como a de NiTi se destacam (tabela 2) (44).

Tabela 2 — Comparagao dos dados do médulo de Young e forga ténsil das varias ligas metalicas (44)

. Modulo de Tensao de Resisténcia a
Densidade . ~
Liga metalica (g/cms) Young estiramento tracao
E(GPa) ore(Mpa) orr(Mpa)
Aco inoxidavel 316L
Recozido - - 170 480
30% laminado a frio 7.9 200 840 910
80% laminado a frio 1100 1.350
Liga Co-Cr-Mo 8,3-9,2 210 - 240 300 - 1.500 800 - 1.800
Titanio CP 4.5 110 280 345
Ti-6Al-4V 4.5 110 900 - 1.000 1.050 - 1.100
Ti-6Al-7Nb 4.7 100 900 1.050
Ti-5Al-4.5Fe 4.5 110 780 860
Ti-13Nb-13Zr 5,6 80 900 1.030
55 Nitinol 6,45 70 103 138 860
60 Nitinol 6,71 113 900 - 1.000 945 - 1.060
Fio de Nitinol - 33 Préximo a ort 1585 -1.725
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Existem hoje inumeras ligas metalicas (quadro 1) que apresentam excelentes
caracteristicas mecanicas; porém, o numero de ligas com possibilidade de uso

cirargico € limitado, em virtude da sua biocompatibilidade (42, 44, 45).

Quadro 1 — Principais proteses utilizadas hoje em dia na pratica médica e suas principais ligas
metalicas constituintes (44)

Divisao |  Exemplos de implantes | Tipo de metal
Cardiovascular St’ent e 3.16L SS; CoCrMo; Ti
Valvula artificial Ti6AI4V
Fixagao ossea (placa,

316L SS; Ti; Ti6AI4V

Ortopedia parafuso, pinos) CoCrMo; TiBAIV; TiBAI7ND
Articulacgées artificiais

Odontologia Aparelho ortodéntico 316L SS; CoCrMo; NiTi; TiMo
Enchimento AgSn(Cu) amalgama, Au

Craniofacial Placa e parafuso 316L SS; CoCrMo; Ti; Ti6AI4V

Otorrinologia Timpano artificial 316L SS

A biocompatibilidade é definida por William como:

‘A capacidade de um biomaterial de desempenhar a sua
funcdo desejada no que diz respeito a uma terapia médica,
sem induzir quaisquer efeitos locais ou sistémicos indesejaveis
na estrutura organica ou no beneficiario da terapia, mas
gerando a reposta celular ou tecidual mais benéfica nessa
situacdo especifica e otimizando o desempenho clinico
relevante da terapia” (44).

Podemos também considerar a biocompatibilidade como o resultado da
interagcdo do material com o meio bioldégico, que, ao mesmo tempo, € hostil e
sensivel as alteragdes causadas pela liga metalica (LM) (42, 44, 45). A implicagao
dessa interacdo é a degradagdo do material ou corrosdo da liga (42, 44, 45). A
corrosividade decorre basicamente da interacdo da liga metalica com os ions de
cloro e com as proteinas plasmaticas (42, 44, 45). Atualmente, acredita-se que o
fator mais importante para definir a biocompatibilidade da LM é o grau de resisténcia
a corrosao (42, 44, 45).

A busca do material menos corrosivo em meio organico levou basicamente a
utilizagcao de trés ligas diferentes: liga de ferro-cromo-niquel (conhecido como ago
inoxidavel), ligas baseadas em cobalto-cromo e ligas baseadas em titanio (42, 44,

45). A primeira liga a ser utilizada foram as ligas de ago inoxidavel, na década de
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1920 (42, 44, 45). Nessas ligas, o principal componente para garantir a adequada
resisténcia a corrosdo € o cromo, sendo necessario pelo menos 12% desse
elemento para que haja a formagao da camada de 6xido de cromo (Cr,O3) ao redor
do implante (42, 44, 45). Sao as camadas de 6xidos ao redor do implante que isolam
os componentes metalicos dos ions cloretos e das proteinas plasmaticas (42, 44,
45). Atualmente, a liga de ago inoxidavel utilizada em implantes médicos possui 18%
de cromo, 8% de niquel, quantidades variaveis de molibdénio e 0,003% de carbono,
liga essa conhecida como ago inoxidavel 316L (42, 44, 45).

Ja as ligas de titanio sdo caracterizadas por sua baixa densidade (4,5gr/cm?®,
contra 7,9gr/cm® para aco inoxidavel 316L e 8,3gr/cm® para ligas de cobalto-cromo)
e, quando associadas ao niquel, formam a liga conhecida como Nitinol, que
apresentam importante memoaria espacial e flexibilidade (42, 44, 45). A resisténcia a

corrosdo das ligas de titdnio € decorrente da formacdo da camada de éxido de

titanio (TiO2) em sua superficie (figura 7) (45).
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Figura 7. Desenho esquematico da molécula de Cr,O3 (A) e TiO; (B) (modificado e
autorizada a utilizagao por http://rruff.geo.arizona.edu/AMS/result.php )

As ligas de cobalto-cromo apresentam excelente resisténcia a corrosdo, em

decorréncia da camada de Cr,03, assim como a liga de ago inoxidavel. Porem, nas
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ligas CoCr essa camada tende a se apresentar mais estavel, em virtude do alto teor
de cromo (cerca de 30%) nessas ligas (42, 44, 45).

De uma forma geral, todas as ligas metélicas utilizadas nos stents Carotideos
sdo classificadas como metais biocompativeis ou passivos, ou seja, apresentam
uma camada de 6xido estavel em sua superficie (41, 42, 44, 45).

Em simulagdes laboratoriais com solugbes semelhantes a fisioldgica
(solugdes tampao), foi possivel identificar o potencial elétrico de repouso (PR), entre
a superficie metalica e a solugdo. Nesse potencial a camada de 6xido permanece
estavel, ndo havendo risco de corrosdo. Entretanto, em virtude da liberacdo lenta de
ions metélicos no meio, o PR decai progressivamente até chegar ao potencial
elétrico de quebra (PQ), quando a camada de éxido comega a se desfazer, iniciando
0 processo de corrosdo (42, 44). Assim, foi possivel identificar 3 tipos de

comportamentos das diversas LM existentes:

1. Potencial de repouso decai rapidamente, acarretando rapida destruicédo
do material.
2. Potencial de repouso permanece por longa data em nivel alto,

indicando material biocompativel.
3. Queda leve do potencial, que indica que algumas éareas sofreram
corrosao (42, 44).
Os metais protéticos em geral apresentam o comportamento do segundo tipo
(42, 44). Assim, quanto maior € a distancia do PR para o PQ, mais estavel é a
superficie de oxido e mais “inerte” seria o material (42, 44). No caso das ligas de ago
inoxidavel, os dois potenciais sao préximos; logo, essas ligas sao pouco resistentes
aos insultos do corpo (42, 44). Nas ligas de cobalto-cromo, o PR se situa a razoavel
distancia do PQ (PR de 0,5V e PQ de 0,85V), de tal forma que, salvo situagdes
adversas, é pouco provavel que haja destruicdo da camada (42, 44). Ja para as ligas
de titanio, a diferenca é tanta (PR de 0,23 e PQ de 24V) que a quebra é quase

impossivel em condigdes fisioldgicas (tabela 3) (42, 44).

37



Tabela 3 — Potencial de repouso e potencial de quebra da camada de 6xido das diversas ligas

metalicas dos biomateriais (44

Material

Potencial de repouso (V)
apo6s 480 h em solugao
de 0,17 M de NaCl

Potencial de ruptura (V) em 0,17 M em
solugao de NaCl

Aco inoxidavel 304
Aco inoxidavel 316
Molde liga CoCr
Titanio

Liga Ti tipica
Tantalo

0,20
0,30-0,50
0,50
0,37
0,23
0,36

0,20
0,4-0,48
0,87
9,00
25
24

Os principais mecanismos de corrosao sado: corrosao intergranular, corrosao

crevice, pitting, corrosao fretting e corrosao galvanica (41, 42, 45). Como a corrosao

das proéteses vasculares ocorrem em meio liquido, ela apresenta o comportamento

do tipo galvanica (Figura 8), com a formacao de catodo pelas proteinas plasmaticas

e do anodo pela liga metélica (41, 42, 45)

Catodo:

O0,+2H,0+4e > 4OH"

Toary

N

TS

AT

Plasma Sanguineo

‘ Camada de
6xido de TiO,

Figura 8. Desenho esquematico da corrosédo galvanica e protese de Nitinol, com a
liberacao de niquel idnico no plasma (44)

Com a quebra da superficie de 6xido e exposicdo dos ions metalicos, as

proteinas plasmaticas aderem a superficie da LM, iniciando os dois principais

eventos deletérios dos implantes vasculares: a ativacdo da cascata de coagulagao
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com a formacgao de trombos e inicio do processo inflamatdrio tipo corpo estranho
(41, 42, 44, 45).

Entretanto, dois fatos observados nas ultimas décadas vieram questionar
esse modelo unifatorial da corrosdo metalica versus biocompatibilidade: a presenca
de resposta inflamatéria organizada tipo corpo estranho em préteses sem sinais
microscopicos de corrosao e a detecgao de ions metalicos na corrente sanguinea,
urina e em tecidos distantes (41, 42, 44, 45). Ha relatos de detecc¢ao a distancia de
ions metalicos apds implante de préteses a base de cobalto-cromo e titdnio, mesmo
sem que se verifique virtualmente nenhum sinal de corroséo (42, 44, 47). Cerca de
2mm de tecido fibrético e outras reagdes inflamatoérias sdo geralmente observadas
ao redor dos implantes no primeiro més apds o implante, periodo no qual ndo se
espera corrosao significativa (41, 42, 43, 44, 45, 48). Outros produtos liberados ao
meio circunjacente, como nanofragmentos da LM, também parecem influenciar na
rejeicao do hospedeiro ao implante (44, 45, 48).

Os reais efeitos deletérios que a liberagao desse subprodutos possa causar,
apesar de ja bem documentada, ainda sao pouco esclarecidos. O mesmo pode ser
dito com relacdo a participacao da liberagao desses produtos na Biocompatibilidade
final do implante, quando comparada a resisténcia a corrosao (41-45, 48).
Entretanto, podemos afirmar que a resposta tecidual ao implante é diretamente
relacionada ao grau da corrosédo e a quantidade de produtos toxicos liberados pela
liga metalica (41-45, 47).

Em suma, as ligas metélicas devem ser as mais biocompativeis possiveis. Tal
caracteristica € adquirida essencialmente pela maior resisténcia a corrosdo quando
expostas ao plasma, e pela menor liberacdo de ions metalicos e outras particulas
(41-49). Contudo, diferentes graus de ativagao inflamatério tipo corpo estranho ja
foram reportados ap6s a implantagédo de stents ditos inertes (41-49). Essa resposta
inflamatdria se inicia com a ligagdo das proteinas plasmaticas, principalmente as
proteinas do complemento, a superficie do SC, seguido da ativacdo das células

inflamatadrias, em especial e inicialmente, dos neutrdéfilos (41-49).

1.3.3 Re-estenose neo-intimal
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A re-estenoses e/ou formacgao de trombo intra-Stent sdo complicacdes ainda
frequentes apdés a AS (16, 30, 31-34, 48). A re-estenose pode ocorrer precoce ou
tardiamente, ou seja, antes ou apdés 6 meses do procedimento (16, 30, 31, 48). A
forma precoce decorre basicamente da formacao de trombos plaquetarios na parede
da malha metalica do stent, com ativagao da cascata de coagulagao e re-obliteragao
da luz (16, 30, 31). A re-estenose precoce é basicamente dependente da
trombogenicidade da liga metalica (16, 30, 31). O uso de anti-agregantes
plaquetéarios e anticoagulagdo apds a implantacdo do SC objetiva minimizar esses
eventos (16, 30, 31).

A re-estenose tardia apresenta incidéncia média de 4,8% em dois anos e é
decorrente, sobretudo, da proliferagcao neo-intimal peri-Stent (16, 30, 31). Evidéncias
crescentes tém relacionado a proliferacdo neo-intimal a reposta inflamatéria
desencadeada imediatamente apds a implantagcdo do stent (16, 30, 31, 48).
Aumento dos marcadores de resposta inflamatéria, como proteina C reativa e
interleucina 6 (IL-6) nas primeiras 72 horas apés a implantacédo de stents Carotideos
pode dobrar a incidéncia de re-estenose intra-luminal (50-53, 55).

Durante a implantacdo do stent Carotideo ocorrem lesdes mecanicas
teciduais na parede endotelial do vaso e da placa ateromatosa, iniciando-se a
cascata de formagao de prostaglandinas e acido araquiddnico (48-56). Essa reagao
€ tanto maior quanto maior for a lesao tecidual direta e quanto maior for a leséo da
camada elastica dos vasos (48-56). No endotélio adjacente, as substancias
inflamatdrias do ciclo araquidbnico estimulam a expressio de proteinas de adesao
leucocitaria e a produgado de mais citocinas inflamatérias e quimiotaxinas (48-57).
Essa mudanca no ambiente bioquimico ao redor do stent acarreta, inicialmente,
agregacéao de plaquetas, com liberagdo de mais citocinas e quimiotaxinas, seguido
da atragdo de células inflamatérias e migracdo das mesmas para a camada
muscular dos vasos (56-58). Inicia-se uma cascata de liberagao e auto-estimulagao
de substancias inflamatérias e fatores de crescimento (como o fator de crescimento
plaquetario e endotelial), caracterizando quadro inflamatério agudo, o que estimula a
proliferagcdo do endotélio sadio adjacente para recobrir a area lesada (56-58). Em
situacdes cotidianas, essa resposta € autolimitada e perdura apenas até a neo-

endotelizacado da area lesionada (cerca de uma semana) (57,58).
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Entretanto, o corpo estranho atua como perpetuador da resposta inflamatdria
aguda e indutor da resposta inflamatdria crénica, quadro conhecido como resposta
inflamataria tipo corpo estranho (57, 58). Com a persisténcia do quadro inflamatério,
o crescimento endotelial continua sendo estimulado ao ponto de novamente reduzir
a luz arterial (50-55).

Dessa forma, a re-estenose tardia é primordialmente dependente da
biocompatibilidade da LM utilizada, ou seja, da propriedade de gerar a menor

resposta inflamatdria do tipo corpo estranho possivel (42, 44, 50-55).

1.4 REAGAO TIPO CORPO ESTRANHO DOS STENTS CAROTIDEOS

A reacao tipo corpo estranho é o resultado final das respostas inflamatdrias e
de reparagdo apdés a agressdao desencadeada pelo implante de um dispositivo
médico, préteses ou biomateriais (58, 59). Praticamente todos os tipos de células
inflamatodrias estdo presentes em alguma fase da reagao ao corpo estranho (58, 60).
Pode-se ressaltar como principal mediador e efetuador inflamatério da fase aguda
(12 a 3% semanas) os neutrofilos, e como principal mediador e efetuador da fase
crbnica (da 2% semana até toda a vida util do material) os linfocitos e os macréfagos,
respectivamente (57, 58, 60). A reagdo de corpo estranho pode afetar a
biofuncionalidade do dispositivo médico implantado, com impacto significativo em
curto e longo prazo nos resultados terapéuticos (58, 59).

Precocemente, com a lesao do tecido conectivo vascularizado na implantacao
do biomaterial, ocorrem interagdes com a adesao entre as proteinas plasmaticas e a
superficie do material estranho, seguida da organizagdo em uma matriz provisoria
(58-63). Essa matriz provisoria é basicamente formada por trombo e pelas proteinas
dos sistemas de coagulagéao intrinseco e extrinseco, do sistema complemento e do
sistema fibrinolitico na interface do tecido com o material (58-63). Essa cascata de
proteinas interage de forma dindmica, com adesdes e separagdes, num fendmeno
conhecido como o efeito Vroman (58). Associado a formagédo da matriz provisoria,
inicia-se a cascata inflamatéria do acido araquidonico, com geragao de cinina,
quimiotaxinas, prostaglandinas, mitogénios, citocinas, fatores de crescimento e

outros agentes bioativos que modulam a ativagao das células inflamatérias e das

41



plaquetaria (57-63). Assim, a matriz proviséria fornece componentes estruturais,
bioquimicos e celulares para os processos de cicatrizagao de feridas (57-63).

Em conjunto com a formagao de matriz proviséria, inicia a fase de inflamacéao
aguda, sendo diretamente dependente da biocompatibilidade do biomaterial, da
extensdo da lesdo no momento do implante, do tipo de tecido ou do érgéo no qual o
dispositivo € implantado e da extensao da formagao da matriz provisoria (58, 59). A
atividade dos leucécitos polimorfonucleares, em especial os neutréfilos e mastdcitos,
caracteriza a resposta inflamatéria aguda (58-61).

A interacdo entre as proteinas plasmaticas aderidas ao implante com os
receptores de adesdo presentes nas células inflamatdrias constitui o principal
sistema de reconhecimento celular para os materiais sintéticos (57-60). As proteinas
plasmaticas aderidas, tais como albumina, fibrinogénio, fibronectina, vitronectina, y-
globulina, do complemento e outras modulam a migracdo e ativagao das células
inflamatdrias (57-61). Nesse momento, as caracteristicas do biomaterial sdo de
primordial importancia, ja que quanto menor for a biocompatibilidade do material
utilizado, maior sera a agregacao de proteinas plasmaticas (58, 59).

As proteinas de membrana celular que interagem com as proteinas
plasmaticas sdo chamadas integrinas (58, 59, 64). As integrinas sdao uma grande
familia de receptores de superficie celular que medeiam a interagao entre a célula e
a matriz extracelular, bem como as interagdes intercelulares (64). Essas moléculas
de adesdo permitem que as células migrem através da matriz extracelular e
medeiem a transducéao de sinal entre a célula e o ambiente (64). Sao heterodimeros
constituidos por subunidades diferentes a e 3. A composi¢ao de diferentes cadeias
de subunidade confere variabilidade e especificidade da integrina, ou seja, ha um
tipo de integrina para cada tipo de célula inflamatdria. Sua expressao sequencial é
um dos responsaveis pelas fases sequenciais da reagao de corpo estranho (64).

Apods a inflamagado aguda, inicia-se a fase de inflamacéo crénica, com a
presenca de células mononucleares (mondécitos/macrofagos e linfécitos) no local do
implante e com formacéo do tecido de granulagao, caracterizado pela presenca de
fibroblastos e neovascularizagdo no tecido de cicatrizagcdo (58-63). A chegada e a
ativagdo dos macrofagos no local do implante conduzem a uma maior propagagao
de sinais quimioatrativos. A producéo pelos macréfagos de PDGF, fator de necrose

tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), fator de estimulacdo de col6nias de
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granulécitos (G-CSF) e fator de estimulagao de colénias de granulécitos macréfagos
(GM-CSF) chama mais macrofagos ao local da ferida (58-63).

A inflamagao cronica é menos uniforme histologicamente do que inflamacgao
aguda que é normalmente de curta duragao e esta confinada no local do implante
(58, 59).

A interagdo e a modulagdo da atividade dos macrofagos com matriz
inflamatdria na fase cronica se fazem basicamente por sua integrina especifica (58-
59, 64). As integrinas sao também responsaveis pelo controle do ciclo celular (58,
59, 64). Apds o desprendimento da integrina, nos macrofagos inicia-se 0 processo
de apoptose celular, mediado pela via FAK. A separagdo entre a integrina do
macrofago com as proteinas plasmaticas ou da matriz pode ainda ser modulada pela
via da caspase-3, uma proteina basicamente produzida pelos neutrofilos. Assim,
apesar das células predominantes na fase crénica serem os macréfagos e as células
gigantes, os neutréfilos mantém uma importante atividade moduladora, sendo
possivelmente um dos maiores responsaveis pela perpetuacdo do processo
inflamatério agudo e crénico (58, 59, 64).

Outro ponto importante na fase cronica da resposta de corpo estranho é a
formagao de células gigantes por meio da fusao célula-célula de macréfagos (58, 59,
61, 63). As IL-4 e IL-13, produzidas e liberadas pelos linfécitos, aparentam ser os
principais indutores da fusdo celular (figura 9) (58, 59, 63). Os mecanismos
moleculares exatos que levam a fusdo de macrdofago ndo foram completamente
elucidados. Contudo, acredita-se que a IL-4 induza a fusdo por meio dos receptores
B1 de integrina (58).
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Figura 9. Imagens seriadas em microscoptia eletrbnica de varredura da transigdo de
mondcitos (A) para macrofagos (B) seguida pelo processo de fuséo (C) para células gigantes
(D) (Autorizado utilizagao por 57)

Os macrofagos ativados secretam fatores de crescimento e fatores
angiogénicos, metaloproteinases de matriz e os fatores pré-fibrogénicos, que
aumentam a atividade de fibroblastos (58, 59, 62, 63). Assim, macréfagos
estimulados por biomateriais podem secretam proteinas que modulam a fibrose e,
por sua vez, estimulam a formacéo da capsula fibrosa que se desenvolve em torno
do material (58, 59, 62, 63). Essa capsula fibrética é processo final da reagéao tipo
corpo estranho (58, 59, 62, 63).

1.5 NEUTROFILOS E REACAO TIPO CORPO ESTRANHO

Os neutrdfilos séo os granuldcitos mais abundantes na circulagéo, e possuem
um papel primordial na defesa do organismo. Representam cerca de 70% das

células leucocitarias e sdo as primeiras células inflamatérias a migrar através do

44



endotélio adjacente ao local de inflamagao, atuando como a primeira barreira
imunoldgica no sitio inflamado ou infectado (65). Entretanto, também estdo
envolvidos na patogéneses de diversas condi¢gdes, como aterosclerose, lesdo pos-
reperfusdo isquémica e, mais recentemente, na rejeicdo de enxertos e implantes
endovasculares (65-67).

Estudos tém evidenciado presencga de neutréfilos no miocardio de murinos
dentro da primeira hora pés-transplante cardiaco e apds o implante de stents
Coronarianos (68,69). Os mesmos estudos também evidenciaram que a inibigado da
migragdo de neutrofilos se mostrou favoravel para aumentar a viabilidade de

enxertos (reduzir sua rejeigdo) e para diminuir a re-estenose (68, 69).

1.5.1 Fungao executora

A nocéo de que a inflamacéao € a resultante do desequilibrio pré e contra vias
inflamatdrias € bem ilustrada pela dupla fungao dos neutrdéfilos, que combinam um
papel anti-infeccioso e pro-inflamatério (65, 66).

Os neutrdfilos estao divididos no sangue entre um pool circulante, presente no
fluxo axial de pequenos vasos e um pool marginal, localizado nas margens dos
grandes vasos sanguineos. Na auséncia de inflamagédo, o pool marginal
compreende o0s granuldcitos transicionais presos em capilares estreitos,
principalmente no pulmao e no figado (65, 66).

No processo inflamatério, ocorre rapido remanejamento dos neutrofilos
marginais para corrente sanguinea, induzido pela interagdo entre CD11b/CD18
integrinas e L-selectina (70-72).

Apos chegar ao sitio inflamatdrio, inicia-se o0 processo de migragao
transepitelial de neutréfilos mediado pelas L, E e P-selectinas expressas pelas
células endoteliais proximas ao sitio inflamado. A P-selectina é rapidamente
(minutos apds a injuria) mobilizada para a superficie das células endoteliais apds a
estimulagcdo por trombina, histamina ou espécies reativas de oxigénio. Ela interage
principalmente com um receptor semelhante a mucina PSGL-1 (P-selectina
glycoprotein ligand-1), localizado na extremidade das microvilosidades dos

leucdcitos (65, 69-72). Posteriormente, a E-selectina sdo expressas nas células
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endoteliais 1 a 2 horas apds a estimulacao endotelial por IL-1, TNFa ou produtos da
parede bacteriana (LPS) (65, 70, 71). Os receptores da E-selectina incluem PSGL-1
e ESL-1 (E-selectin-ligand 1) (65, 70, 71). Ao contrario de P e E-selectinas, a L-
selectina esta presente constitutivamente. Sua capacidade de ligagao é, contudo, de
forma rapida e transitéria, sendo mais duradoura no endotélio inflamado (65, 70, 71).

O endotélio inflamado produz quimiotaxinas, tais como o fator ativador de
plaquetas (PAF), leucotrieno B4, além de varias outras quimiocinas, apresentadas
na superficie endotelial, como a interleucina 8 (IL-8), que exerce papel quimiotaxico
especificamente sobre os neutrofilos, ndo tendo efeito sobre os outros leucdcitos
(65, 70-72). As células endoteliais ndo so6 sintetizam a IL-8 em resposta a IL-1 ou
LPS, mas também armazenam IL- 8 em corpos de Weibel-Palade, liberando-os apos
estimulacao pela histamina ou trombina (65, 70-72).

Por sua vez, os neutrofilos apresentam varios receptores para quimiotaxinas e
citocinas, que pertencem a superfamilia de receptores de heteroproteinas
serpenginosas transmembranicas ligadas a GTP intracelular (65, 70-73). O
envolvimento desses receptores acoplados a proteina G desencadeia uma
variedade de cascatas de transducdo de sinal que levam a firme adesido de
leucdcitos e ativagao de movimento especifico em direcdo a maior concentragao de
citocinas, além de uma vasta variedade de fungdes, tais como desgranulagéo e
formagao de espécies reativas de oxigénio (65, 70-73). A desgranulagao e formagéao
de EROs nao ocorrem normalmente durante a adeséo inicial as células endoteliais,
mas sao postergadas até os leucdcitos atingirem o foco inflamatoério. Ceramida e
esfingomielinase, resultantes da atividade do TNFa, tém sido propostos como
responsaveis por esse atraso (65, 70-73).

Firme adesdo de neutréfilos as células endoteliais parece envolver
exclusivamente a interacdo das integrinas de leucdcitos da subfamilia B2 (CD11a,
CD11b, CD11¢/CD18) com ICAM-1. Isso difere da interagdo de mondcitos e
linfécitos, que reagem por meio de integrina da subfamilia 1 com VCAM-1
endotelial (65, 70-73). As B2 integrinas sado incapazes de interagir com seus
receptores especificos nos neutréfilos ndo estimulados, tornando-se um mecanismo
de seguranga que controla as respostas inflamatérias agudas e cronicas (65, 70-73).
Varios agonistas CD11b/CD18 desencadeiam a ativagdo de neutrdfilos, incluindo
quimiotaxinas (PAF, IL8, fMLP, C5a ), citocinas e fatores de crescimento (TNFa ou
GM-CSF), além de produtos bacterianos (peptidios formilados e LPS) (65, 70-73).
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A migracao transepitelial dos neutréfilos ocorre predominantemente nas
bordas das células endoteliais, apdés ocorrer a descontinuidades de juncdes
intercelulares (65, 70-73). Duas moléculas da familia das CAMs tém mostrado
grande importancia nesse processo: a molécula endotelial de adesao plaquetaria 1
(PECAM-1 ou CD31) e, mais recentemente, a molécula de adeséao juncional (JAM)
(65, 70-73). A PECAM-1 é expressa tanto na superficie dos neutréfilos quanto na
jungcdo da célula endotelial. A JAM é seletivamente concentrada nas juncgdes
estreitas inter-endoteliais, mas nao estao presentes em neutréfilos (65, 70-73).

Neutréfilos migram nos tecidos seguindo gradiente de quimiotaxinas (65, 70-
73). Essas quimiotaxinas, produzidas por bactérias, por células ao morrer ou por
varias células estromais e epiteliais nos tecidos inflamados, estdo ligadas a
componentes da matriz extracelular (65, 70-73). As vias de sinalizagdo cruzadas
entre os receptores das quimiotaxinas podem resultar em dessensibilizacdo para
uma ou outra quimiotaxina, direcionando o neutrdfilo para area de maior interesse
(65, 70-73).

A migracao de neutrdfilos através da matriz extracelular € mediada por suas
integrinas B1, 2 e 3. Essas proteinas permanecem armazenadas nos granulos dos
neutrofilos e sdo rapidamente expressas apds o processo de ativacdo durante a
transmigracdo endotelial (figura 10) (64, 65, 70-73). A locomogédo decorre de um
processo sequencial de aumento e diminuicdo da afinidade das integrinas em
dire¢ao ao alvo inflamado (64, 65, 73).

Os neutrdfilos integram os sinais de acoplamento das integrinas com os sinais
simultadneos das citocinas inflamatdrias e das quimiotaxinas para ativar uma cascata
de eventos intracelulares (por meio de ativagcdo de varias tirosinas-quinases), que

resultam na difusdo, locomocgéao, desgranulacéo e produgao de EROs (65, 70-73).
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Figura 10. Desenho esquematico da transmigragdo e migragao dos neutréfilos durante o processo,
em decorréncia da estimulacao pelos produtos inflamatdrios (Adaptado de 65)

A fagocitose dos neutréfilos envolve duas classes diferentes: receptores
Fcyreceptores (FcyRIIA ou CD32 e FcyRIIIB ou CD16) e receptores de complemento
(CR1 ou CD35 e CR3 ou CD11b/CD18 integrina). As vias de sinalizagao
desencadeada por essas duas classes de receptores sao diferentes no processo
fagocitico (64, 65, 70-73).

O papel exato dos Fcyreceptores ainda nao esta claro, mas sabe-se que
estdo associados a produgédo de espécies reativas de oxigénio e citocinas. Ja os
receptores de complemento atuam como moderadores positivos dos mecanismos
iniciados pelos Fcyreceptores. A adesao aos receptores CR1 e CR3 néao é suficiente
para promover a fagocitose, a menos que os neutréfilos ja estejam ativados (64, 65,
70-73).

Vias de sinalizagdo complexas promovidas pelo englobamento dos alvos
opsonizados conduzem a fusdao de granulos ricos em protease, como o0s

fagossomos, e desencadeiam a atividade oxidativa (64, 65, 70-73).
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Além da fagocitose, a ativagao neutrofilica leva a producéo e liberagao de
seus granulos (figura 11). As moléculas microbicidas derivadas de neutréfilos sao
embaladas em granulos, que sao liberados com a ativagao da célula (64, 65, 70-73).
Existem praticamente quatro grupos de granulos: os azurdfilos, os ricos em
lactoferrina e colagenase, os ricos em gelatinase e as vesiculas secretoras (64, 65,
70-73). Os granulos sao considerados os verdadeiros compartimentos microbicidas,

capazes de serem mobilizados durante a fagocitose (64, 65, 70-73).

Figura 11. Microscopia eletrénica de transmisséao
de um neutrdéfilo ativado evidenciando seu nucleo
multilobulado (N), a grande quantidade de
mitocdndrias (m) e citoesqueleto (e), além de seus
inimeros granulos (sg e pg) (publicagéo
autorizada por 65)

A eficiéncia antimicrobiana dos neutréfilos humanos depende de dois eventos
simultdneos que ocorrem no fagolisossomos: a geragao de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e a liberagdo do conteudo de proteinas enzimaticas (64, 65, 70-73).
As integrinas CD11b/CD18 também desempenham um papel importante nessa fase.
Elas interagem com proteinas de membrana GPIl, como a FcyRIlIb (CD16b) e o
receptor de LPS CD14. FcyRIlIb interage com CD11b/CD18, promovendo a

fagocitose dependente de anticorpo, enquanto que a interagdo CD14 com
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CD11b/CD18 pode desempenhar um papel na geracdo de mediadores pro-
inflamataérios (65, 70-73).

A ativacdo do metabolismo oxidativo, conhecido como explosao respiratoria,
inicia-se com a atividade da nicotinamida adenina dinucleotideo fostato oxidase
(NADPH-oxidase) (64, 65, 70-73). Gera-se dai uma grande variedade de reagentes
oxidantes, incluindo derivados halogenados oxidantes, que geram a mieloperoxidase
(MPO). A MPO amplifica o potencial toxico de H,O, pela producéo de intermediarios
reativos (64, 65, 70-73).

De forma sintética, podem-se relatar abaixo as reacdes para formacado dos

EROs na explosao respiratoria (65, 72, 73):

2 0, + NADPH - (NADPH oxidase) — 2 O,”+ NADP* + H* (Produgdo O,")

Oz + Oy + 2H" - (SOD) — H,0; + O (transformacéo do O,” em peroxido de

hidrogénio, H,O2, pela enzima dismutase)

Oz + H,02 - (Fe™ ou Cu™) — OH + OH™ + O, (reacdo de Haber-Weiss na

presencga de metal ou reagao de Fenton na presenca de ferro)

H,O, + H'CI” - (MPO) — HOCI™ + HO (mieloperoxidase, na presenca de

halogénios, transforma H,O, em radicais toxicos)

H* + OCI” + R-NH, — R-NHCI + HO (Outras reagdes com o OCI” e H,O,

produzem radicais toxicos)

As espécies reativas de oxigénio reagem rapidamente e de forma nao
especifica com biomoléculas, como DNA, proteinas, lipidios e carboidratos,
causando danos no DNA, peroxidagao lipidica e oxidagao de proteinas (65, 72, 73).
Outra consequéncia da producédo de espécies reativas de oxigénio € a discreta

acidificagdo ou neutralizacdo do lumen do fagossomo para que as proteases
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liberadas pelos granulos tenham ambiente com pH 6timo para sua ativagao (65, 72,
73).

Como ja dito, além das espécies reativas de oxigénio, os neutrofilos também
liberam proteinas enzimaticas antimicrobianas. Os granulos azurdfilos contém a
maior parte das proteinas antimicrobianas, que sao liberadas nos fagolisossomos
(65, 72, 73). Um dos participantes mais ativos na defesa do hospedeiro contra as
infeccbes bacterianas gram-negativas € a proteina bactericida de aumento da
permeabilidade (65, 72, 73). Outro grupo importante de peptideos antimicrobianos é
o das beta-defensinas, que compreendem quatro membros: de HNP1 a NHP4. As
defensinas sao ativas contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, induzindo
também o aumento de permeabilidade bacteriana (65, 72, 73).

Outra classe importante sdo as proteases derivadas de neutrdéfilos, que
possuem a capacidade de degradar a maior parte dos componentes da matriz
extracelular. De acordo com a bioquimica do sitio inflamado, quatro classes distintas
de proteinases podem ser identificadas: serina-proteases, metaloproteinases, tiol-
proteases e proteases de aspartato (65, 72, 73).

As primeiras duas desempenham papel importante na degradacdo de
proteinas extracelulares, enquanto que as duas outras estdo envolvidas na digestao
da proteina intracelular (65, 72, 73). Como exemplos de serina-proteases, ha a
catepsina G, elastase, proteinase 3 e a azurocidina enzimaticamente inativa ou
CAP-37 (65, 72, 73). Além do efeito proteolitico, as proteases podem mediar a
agregacao plaquetaria e exercer efeitos imunomoduladores. Tanto a elastase quanto
proteinase-3 sao capazes de induzir a sintese de IL -8 em células endoteliais (65,
72,73).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) constituem uma familia de enzimas
intimamente relacionadas que desempenham papéis importantes numa variedade
de processos fisiolégicos e patolégicos de degradagado da matriz (65, 72, 73). Sao
enzimas que possuem um sitio ativo dependente de zinco (por isso 0 nome metalo)
e necessitam da ativacdo por meio ambiente inflamado para agirem (65, 72, 73). Os
neutréfilos contém metaloproteinases, tais como a colagenase (MMP-8) e gelatinase
(MMP-9), que, além de degradarem as fibras de colageno tipo | e V, modulam a

atividade neutrofilica por meio do desprendimento dos Fcyreceptores (65, 72, 73).
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1.5.2 Fungao reguladora

Além de atuar ativamente no processo final da reposta inflamatéria, um
numero crescente de evidéncias mostram que os neutrofilos sdo, ao mesmo tempo,
alvo e fonte de diversas citocinas inflamatérias, quimiotaxinas e fatores de
crescimento, exercendo suas fungbes de forma quase autorregulatoria (64, 65, 68,
70, 71, 73). Os neutrdfilos sdo alvos de importantes citocinas proé-inflamatérias,
como IL-1 e TNF-a; de quimiotaxinas, como IL -8; e fatores de crescimento (fator de
estimulacéo de col6nias de granulécitos/mondcitos — G-CSF e GM-CSF) (64, 65, 68,
70, 71, 73). As citocinas, de forma geral, amplificam varias fun¢gées de neutrdfilos,
incluindo a capacidade de se aderirem as células endoteliais e de produzirem
espécies reativas de oxigénio (64, 65, 68, 70, 71, 73). As quimiotaxinas atuam como
atrativos potentes e favorecem sua migragao para o local inflamatério (64, 65, 68,
70, 71, 73). Uma questdo importante é que tanto as citocinas quanto as
quimiotaxinas atuam como agentes de pré-ativagao de neutrofilos (64, 65, 68, 70,
71, 73).

O conceito de que os neutréfilos sdo fonte de citocinas é recente (64, 65, 68,
70, 71, 73). Na realidade, os neutroéfilos foram, por muito tempo, considerados como
desprovidos de atividade de transcricdo e incapazes de realizar, de forma
substancial, sinteses de proteinas (64, 65, 68, 70, 71, 73). No entanto, evidéncias
moleculares convincentes mostraram que os neutréfilos sintetizam e libertam de
forma consistente uma vasta gama de citocinas pro-inflamatdérias, anti-inflamatérios
e fatores de crescimento (quadro 2) (64, 65, 68, 70, 71, 73).
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Quadro 2 — Exemplos de produtos inflamatérios ja identificados como produtos de neutrdfilos (65)

Citocinas expressas pelos neutrdfilos in vitro | Citocinas expressas pelos neutrofilos in vitro
Citocinas pré-inflamatérias Citocinas derivadas de linfocitos T

TNF-a IL-10

IL-1-q, IL-1-B IL-13

IL-12

Citocinas anti-inflamatdrias
IL-1 receptor antagbnico (IL-1Ra)

Quimiocinas QOutras citocinas
IL-8 RANTES
Produto do gene relacionado ao MCP-2, MCP-3

crescimento — a (GRO- a)
Proteina 1- a derivada de macrofagos
infiltrados (MIP-1 a), MIP-1

Qutras citocinas e fatores de crescimento
Interferon- a (IFN-a), IFN-

Fator de estimulagao de col6nias de
granulécitos (GM-CSF)

Fator crescimento vascular endotélio
(VEGF)

Fator crescimento hepatdcitos (HGF)

Liberagao sob condigdes especificas
Macrophange-CSF (M-CSF), IL-3,
GRO- B
IL-1 B (IFN-y fator indugéo)

TGF- a
Oncostatinas (OSM) e neutrofinas

Producéo ainda questionavel
IL-G, proteina quimiotatica de
mondcitos-1 (MCP-1), CSF de
granulécitos-macréfagos (GM-CSF),
fator de células estaminais (SCF), e
IFN-y

A produgcao de substancias inflamatérias continua a ser inferior do que a

producao pelos mondcitos e linfécitos (65, 70). No entanto, quando analisamos a

atividade in vivo, alguns pontos devem ser considerados:

. O numero de neutrodfilos circulantes é quase 20 vezes maior do que a

de mondcitos.

. No local da inflamacéao, os neutrdfilos sdo as primeiras células a serem

recrutadas, e predominam largamente sobre os mondcitos (65, 70).

A produgdo de citocinas € também muito influenciada pelos agentes

estimuladores; dentre eles, as citocinas e os produtos bacterianos (FLP, por

exemplo) (65, 70). O padréao de citocinas produzidas por neutréfilos depende do

53



estimulo inicial, e sua producdo ¢€é fortemente modulada por citocinas
imunomoduladoras, como IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-13 (65, 70).

Dentre os principais produtos neutrofilicos, podemos destacar TNF-a, IL-1(3,
IL- 1Ra (citocinas proé ou anti-inflamatdrias) e IL-8 (quimiotaxinas) (65, 70).

Os neutrdfilos ativados possuem a capacidade de expressar o TNF-a se
estimulados por produtos bacterianos pelo préprio TNF-a, IL -1, GM-CSF e IL-2 (65,
70).

O TNF-a foi originalmente descrito como um produto de mondécitos e
macréfagos ativados, exibindo essencialmente atividade tumoricida. E uma citocina
altamente pleotréfica pertencente a superfamilia de citocinas soluveis ou ancoradas
a membrana. (65, 70). Embora iniba o crescimento de células tumorais, o TNF-a tem
efeito potencializador sobre a proliferacdo de determinadas células normais, como
monadcitos, macrofagos, linfocitos, eosindéfilos e neutrdfilos (65, 70). Seus efeitos pro-
inflamatdrios resultam principalmente no aumento da expressdo de moléculas de
adesao de células endoteliais e, subsequentemente, na aderéncia de neutréfilos ao
endotélio vascular (65, 70). Finalmente, o TNF-a também é um agente de
condicionamento para os neutréfilos, pois aumenta consideravelmente sua
fagocitose, desgranulagao e resposta oxidativa (65, 70).

Os neutréfilos ativados também sao capazes de sintetizar RNA mensageiros
de IL-1a e IL-1B e, consequentemente, liberam as IL-1 (65, 70). Praticamente todas
as citocinas sdo capazes de induzir a producéo de IL-1 pelos neutrofilos, mas a IL-
18 e o TNF-a se destacam nessa tarefa (65, 70). A IL-1 é geralmente liberada em
conjunto com o TNF-a e exerce efeitos semelhantes sobre neutréfilos (65, 70).

A IL-8 foi descrita pela primeira vez como uma potente quimiotaxina e
ativadora de neutrdfilos (65, 70). Ela é expressa em resposta a produtos bacterianos
e citocinas, como TNF-a, e IL-18 e é secretada por uma variedade de células,
incluindo linfécitos T, células epiteliais, ceratindcitos, fibroblastos, células endoteliais
e neutréfilos (65, 70). A IL-8 é a citocina inflamatéria mais abundante secretada
pelos neutroéfilos, sendo também o seu alvo celular principal (65, 70).

A lista de agentes capazes de desencadear a producdo de IL-8 pelos
neutrofilos ndo cessa de aumentar, e compreende todos os produtos listados no
Quadro 2. Entre esses, as proteinas de complemento parecem ser o agonista mais
potente da produgao de IL-8 (65, 70).
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1.5.3 Limitagao da resposta inflamatéria

A resposta inflamatéria aguda se resolve espontaneamente gragas a
programas endogenos de "stop", que desligam a inflamacgao e limita a destruigao
dos tecidos do hospedeiro. (57, 65, 70-72) Nesse processo, devem ocorrer a
eliminacédo de agentes infecciosos por fagocitose, a redugédo progressiva do
recrutamento de leucdcitos e, finalmente, a apoptose dos leucdcitos ativados (57,
65, 70-72).

A diminui¢do da migracao de neutrdfilos resulta do seguinte:

. Mudangas no padrao das citocinas inflamatdérias (IL-1/IL-1Ra, TNF-a) e

citocinas anti-inflamataérias (IL-10 ,I1L-4, IL-13)

. Retorno progressivo de células endoteliais para o estado de repouso,

com regressao das moléculas de adesao

. Inativagdo de agentes quimiotaticos por enzimas especificas ou

através de endocitose mediada por receptor (65, 70-72)

Outros mediadores importantes na reducdo do recrutamento de neutrofilos
sdo as lipoxinas, produtos gerados pelo metabolismo intracelular durante a defesa
do hospedeiro. Lipoxinas inibem a quimiotaxia de neutrofilos, adesdao as células
endoteliais e migragao através do endotélio e do epitélio (57, 65, 70-72).

Além da reducédo de aporte de neutrdfilos, a sua apoptose, seguida pela
fagocitose por macréfagos, € o principal mecanismo de limpeza de neutrdfilos
recrutados para os locais de inflamacéo e, consequentemente, para promog¢ao da
resolucao da inflamacgao (57, 65, 70-72).

A apoptose de neutrdfilos envolve uma cascata de ativacido de caspases.
Alguns mediadores inflamatérios, tais como produtos bacterianos e GM-CSF, podem
adiar a apoptose de neutrdéfilos, aumentando a estabilidade e reduzindo a atividade
da caspase 3 (57, 65, 70-72).

Os macréfagos podem desencadear apoptose neutrofilica expressando em
sua superficie celular o ligante-Fas (FasL) e liberando FasL soluvel, que reage com
seu receptor especifico nos neutréfilos, induzindo a apoptose (57, 65, 70-72).

Finalmente, a fagocitose de neutréfilos apoptéticos inibe a produgao de IL-
1beta, IL-8, IL-10, GM-CSF, TNF-a, leucotrieno C4 e tromboxano B2 pelos

macrofagos humanos. Essa supressao de mediador inflamatério pode ser o principal
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responsavel para resolugdo das fases aguda e crbnica da inflamacao (57, 65, 70-
72).

56



2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

2.1 OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

Avaliar se as ligas metalicas constituintes dos stents Carotideos séo capazes,
por si sO, sem a presenca de proteinas plasmaticas, de estimular a ativacao
inflamatdria de neutrdéfilos. O grau dessa ativagado desencadeada por stent da liga
metalica de Nitinol e de cobalto-cromo foi comparado estaticamente. Também foi
realizada a analise morfolégica dos stents para identificar substratos que expliquem

a diferencga da ativacao dos neutrdfilos.
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3. METODO

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Triplicata
Técnica

5x10°
neutrofilos em

solucdao com
Stent de Nitinol
e NBT

20 voluntarios sadios

Amostras de 20ml de sangue
para separacao de neutrofilos
e 3ml para leucograma e
dosagem de PCR

Triplicata Triplicata
Técnica Técnica
5x10° neutréfilos 5x10°
em solugdo com neutrofilos em
Stent de solucdo com
Cobalto-Cromo e NBT sem agente

NBT irritativo

Incubacgdo por 40 mina 372 C

Leitura das solu¢cdes em espectrofotometria

Separacdo de neutrofilos vidveis em gradiente de Percoll®

Triplicata
Técnica

5x103
neutrofilos em
solugao com
PMA com NBT

Figura 12. Desenho do estudo. Legendas: PCR: proteina C reativa; NBT: Nitro Blue

Tetrazolium; PMA: 13-acetato de forbol éster 12-miristato
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3.2 POPULACAO DE ESTUDO

Vinte voluntarios higidos entre 20 a 40 anos foram incluidos neste ensaio
clinico. Para inclusdo, os voluntarios deviam ser higidos, do sexo masculino, nao
serem portadores de qualquer agravo a saude crbnico ou agudo, ndo apresentar
historico de qualquer doenca inflamatdria ou infecciosa ativa nos ultimos 30 dias,
nao fazer uso de medicacgao crénica, nao ter feito uso de anti-inflamatorio, hormonal
ou nao, nos ultimos 30 dias e nao ter tido privacdo de sono ou libagao alcodlica na
ultima semana.

Uma amostra de 23 ml de sangue total foi coletada de cada individuo, sendo
20 ml alocados para separagédo de neutrdfilos utilizando gradientes de Percoll®. O
Percoll® é composto de particulas de silica inerte e ndao toxica que ndo aderem a
membranas, sendo ideal para purificagdo de células e organelas (74, 75). Uma
pequena amostra de sangue de 3 ml foi enviada para realizagdo de leucograma e
dosagem de proteina C reativa. As amostras foram enviadas ao laboratério de
bioquimica e quimica de proteinas da UnB (LBQP), para separagao dos neutrdfilos,
e ao laboratério de analise clinica da Universidade de Brasilia (UnB), para os
exames laboratoriais.

A coleta foi realizada com aspiragao suave para nao ativar os neutrofilos pelo
choque mecéanico e em material plastico estéril. A seringa utilizada foi heparinizada
com 5 Ul/ml, concentracdo menor que a usual, de 25 Ul/ml. Essa concentracio foi
otimizada para evitar a coagulagdo sanguinea e a inibicdo da desgranulagdo e
adesao dos neutrdfilos (76).

Voluntarios que nédo preencheram os critérios de inclusdo ou apresentaram
aumentos da leucometria ou da dosagem da proteina C reativa acima dos valores de

referéncia foram excluidos do estudo.

3.3 PREPARAGAO DOS STENTS CAROTIDEOS

Dois tipos de stents Carotideos auto-expansivos foram utilizados para o

experimento: um de liga metalica de cobalto-cromo (CoCr), WallStent ® (Stryker,
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Kalamazoo, MI) e outro de Nitinol (NT), Protegé ® (Covidien, Irvine, CA). Os stents
foram seccionados transversalmente em fragmentos de 10 mm para evitar a perda

do trangcado das malhas, e colocados em tubos de Eppendorf ® (Figura 13).

Figura 13. Configuragdo do fragmento de
stent no interior do tubo de Eppendorf®. A
esquerda o stent de Cobalto-Cromo
(WallStent®) e a direita o stent de Nitinol
(Protégé®) (arquivo pessoal)

3.4 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Todo o material utilizado na preparagdo das amostras era constituido de
plastico estéril, e as solugdes filtradas, por filtro de 0,22 uym. A separagao foi
realizada dentro do fluxo laminar, para evitar contaminagédo e consequente ativagao
dos neutrdfilos (76).

A separacao dos leucécitos e eritrocitos foi realizada utilizando gradientes de
Percoll® (Healthcare, G.) com porcentagem e quantidades de reagentes listadas na
tabela 4.
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Tabela 4 — Gradiente de Percoll® montado para separag¢ao dos neutréfilos dos demais componentes
sanguineos. Legenda: HBSS - solugdo tampao de Hank

Reagente 60% (3 ml) 70% (3 ml)
Percoll® 100% 1800 pl 2100 pl
HBSS 1X 990 pl 645 pl
HBSS 10X 210 pl 255 pl

Foi realizada a montagem de dois gradientes, cada em um tubo de 15ml tipo
Falcon®, da seguinte forma: 3 ml da solu¢do de 70% adicionados ao fundo do tubo
e, em seguida, mais 3 ml da solugdo de 60% inserida sobre a solugédo mais densa
em cada. Esse procedimento € feito de forma lenta e cuidadosa, para que nao haja
mistura das solugdes (74).

Apos essa montagem, 3 ml de sangue bem homogeneizado na propria
seringa foram colocados sobre o gradiente. Esse material foi levado para uma
centrifuga refrigerada com a cagamba mével Hitashi-Himac® SCR, na qual foi
submetido a uma forga gravitacional de 400 g na temperatura de 22° C, aceleragao e
desaceleragao de indice 2, por 35 minutos (74).

Os resultados apds a separacao foram: os neutrdéfilos entre os gradientes de
70% e 60%, os eritrdcitos no fundo do tubo, os mononucleares sobre o gradiente de
60% e o plasma sobre os mononucleares. Foi descartado o plasma, os
mononucleares e aproximadamente 2 ml de gradiente, para garantir a pureza do
material. Foram colhidos os neutrdfilos (aproximadamente 2 ml) e colocados em
outro tubo de 15 ml, onde foi feita a lavagem dos neutréfilos para retirar o excesso
de Percoll®. Foram adicionados 7 ml de Hank’s balanced salt solution 1x (solugao
tampao de Hank — HBSS) as células, e centrifugadas as amostras por 12 minutos na
gravidade de 150 g, aceleracéo e desaceleragao de indice 5 na temperatura de 22°
C. HBSS apresenta pH entre 7,2 e 7,4; 0,4 g/l de cloreto de potassio; 0,06 g/l de
fostato de potassio monobasico; 0,048 g/l de fosfato de sddio dibasico; 1 g/l de d-
glicose; 11 mg/l de vermelho de fenol; e 0,35 g/l de bicarbonato de sddio, sendo
considerado uma solucéo tampao ideal para experimentos em células vivas e viaveis
(74-76). O sobrenadante foi descartado; foram acrescentados ao sedimento 5 ml de
HBSS 1x, e repetiu-se a centrifugagao anterior. Apds essas duas lavagens, foi feita
uma etapa de hemdlise para retirar a contaminacdo com eritrocitos. Nesse

procedimento, foram adicionados 3 ml de agua MilliQ por 15 segundos e restaurou-
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se a osmolaridade acrescentando-se 9 ml de NaCl 1,2%. Centrifugou-se a amostra
por 12 minutos na gravidade de 150 g, aceleracao e desaceleragao de indice 5 na
temperatura de 22° C. Descartou-se o sobrenadante e ressuspenderam-se o0s
neutréfilos em 450 pl de tampdo salina fostato com 0,9 mM de Ca®* e 0,5 mM de
Mg?* em temperatura ambiente. Uma aliquota foi reservada para a contagem de
células (Figura 14 e 15) (74, 76).

A, VAL T, WO 8

B | |

F \ i
Figura 14. A) Colocagdo da amostra de sangue sobre o gradiente de Percoll®. B)
Centrifugagdo da amostra no gradiente para realizar a separagcdo. C) Aspecto apés a
separagao: a primeira camada € constituida por plasma, plaquetas e demais leucécitos; a
camada do meio é formada basicamente por neutréfilos e camada inferior, por eritrécitos. D)
Coleta da camada de neutréfilos. E) Separagdo nos tubos para limpeza do Percoll® e
hemodlise. F) Pellet contendo neutréfilos (arquivo pessoal)
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Figura 15. A) Afericdo em balanga de precisdao 0,02 ugrama de NBT para confecgdo da

solucdo; B) Disposicdo dos tubos tipo Eppendorf® para realizagdo da triplicata técnica
(arquivo pessoal)

A contagem das células foi realizada na camara de Neubauer. Foram
retirados 10 ul da suspensao de neutrdfilos, e adicionados 50l de liquido de Turk,
uma solucdo corante de material nucléico (74). Apés a homogeneizagao, foram
preenchidos os quadrantes da camara de Neubauer e realizou-se a contagem
imediatamente. Focalizou-se no aumento de 40X e foi feita a contagem nas regides
A, B, C e D, de acordo com a Figura 16 (74).

| |
1 ! A
61 o1 B

| | .

Cover glass —Depth of chamber = 0.1 mr ‘,*

[ L]

7 ’ g = ‘{ o - e,
z \ /f
Rt \ [RRE LR
c r

Figura 16. A) e B) Camara de Neubauer com campos de leitura; C) Perfil da camara de
Neubauer (arquivo pessoal)
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A area do quadrante mede 1 mm?. A profundidade da camara é de 0,1 mm.
Logo, ao contar quatro areas (A, B, C e D), contou-se o numero de células em 0,4
mm?®, o que corresponde ao nimero de células em 0,4 pl. Multiplicou-se o resultado
por 2,5 para saber o numero de células por pl, além de multiplicar pelo fator de
diluicao (74).

Calculo: 2,5 x 6 x (A+B+C+D) = numero de células/pl

As amostras foram divididas em triplicata técnica (com intuito de minimizar o
erro sistematico do método) em quatro grupos e incubadas a 37° C por 40 minutos
(Figura 10 e Figura 13B). Os grupo foram:

a) Controle negativo: tubo de Eppendorf com 5X10° neutrdfilos incubados com
50 ul de NBT (1 mg/ml; nitro nlue tetrazolium)

b) Controle positivo: tubo de Eppendorf com 5X10° neutréfilos, 50 pl de NBT (1
mg/ml) e 5 pyl de PMA (100 ng/ml; 13-acetato de forbol éster 12-miristato, um
forte ativador dos neutréfilos in vitro)

c) Liga metalica 1: tubo de Eppendorf com 5X10° neutrdfilos, 50 ul de NBT (1
mg/ml) e stent de NiTi

d) Liga metdlica 2: tubo de Eppendorf com 5X10° neutréfilos, 50 pl de NBT (1
mg/ml) e stent de CoCr
O PMA é um éster de forbol analogo ao diacilglicerol, muito utilizado como

controle positivo de ativacdo “in vitro” em experimentos com neutrofilos humanos
(74). Esse agente induz diretamente uma liberacdo maxima de espécies reativas de

oxigénio (74).

3.5 ANALISE FISIOLOGICA DOS NEUTROFILOS

Apbés o periodo de incubacdo, os resultados foram mensurados em
transmitancia por espectrofotometro éptico UV-1800 ® (Shimadzu, Kyoto, JP — figura

17), utilizando comprimento de onda de 550 nm, conforme técnica padréo.
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Figura 17. Espectrofotdmetro UV-1800 ® (Shimadzu, Kyoto) utilizado no experimento

(arquivo pessoal)

Espectrofotometria € a medicdo quantitativa das propriedades de reflexao ou
de transmissao de luz de um material, em fun¢gao de um comprimento de onda (77,
78). Incide-se uma luz com um comprimento de onda conhecido € mensura-se a
quantidade refletida (77, 78). (Figura 18)
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Monocromador Material
estudado

Detector

Luz monocromatica —

Luz
transmitida

Fonte de Luz

Luz Composta

Figura 18 Desenho esquematico da espectrofotometria (Arquivo pessoal)

No método utilizado, as espécies reativas de oxigénio produzidos pelos
neutréfilos reagem com NBT, reduzindo-o em um composto chamado de formazan
(Figura 19) (77). Com isso, o NBT perde sua coloragdo natural amarelada e passa
para coloragao purpura do formazan, idealmente lida em espectrofotometria com o

comprimento de onda de 550 nm (77).

R
/R O, HzOz /
_N . N—N
ﬁl \ + XO | N R
N—R > )\ . —_
2 02 2 0, "
NBT Formazan

Figura 19 Redugao do NBT em formazan por agao oxidativa das espécies reativas de oxigénio
(77)
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3.6 ANALISE ESTRUTURAL DOS STENTS

Uma amostra de cada SC apds a leitura no espectrofotdmetro foi analisada
em microscopia eletrébnica de varredura (MEV) modelo JEOL JSM 7001F. As
imagens foram registradas em forma de fotografia. Nao houve nenhum preparo das
amostras, tendo sido elas levadas diretamente ao equipamento; ndo se realizou a
etapa de metalizacdo. A incidéncia do feixe eletrbnico com as amostras foi de zero
grau, e a voltagem de aceleragao foi de 15 KV, conforme técnica padrao (79, 80).

Foram analisadas a conformacg¢ao da malha de cada SC e as caracteristicas

dos neutroéfilos aderidos.

3.7 ANALISE ESTATISTICA E CONSIDERACOES ETICAS

Foram calculadas as médias aritméticas das triplicatas técnicas para as
solucdes expostas ao stent de CoCr, ao stent de NiTi, para solugcbes de controle
negativo (sem ativador inflamatério) e para solu¢gdes de controle positivo (solugao
com PMA) e comparadas entre si. O software utilizado para a analise estatistica foi
Statplus Professional® 2009 (http://www.analystsoft.com/en/products/statplus/), com
os testes t de Student, considerando estatisticamente significante o p menor que
0,05.

O estudo esta de acordo com a resolugao 06/96 sobre pesquisa em seres
humanos e foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisas (CEP) da UnB (Anexo
A).
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4 RESULTADOS

4.1 AFERICAO DE PRODUGAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO POR
ESPECTROFOTOMETRIA OPTICA

A afericdo dos neutrdfilos isolados da cada voluntario foi realizada em
triplicata (n=20,) e dividida em: trés solu¢gdes com fragmentos de stent de NiTi, trés
solucdes com stent CoCr, trés solugdes com controle positivo e trés solugbes com
controle negativo, com um total de 60 leituras na espectrofotometria para cada uma
das quatros solugdes (tabela 5).

A média aritmética das triplicatas de cada amostra foi feita, sendo esse o
valor utilizado para realizacdo da analise estatistica. Além disso, os valores
referentes a um voluntario (voluntario 11 da tabela 5) foram excluidos, em virtude
desse voluntario apresentar a dosagem de PCR acima da normalidade, sugerindo

quadro infeccioso ou inflamatério ativo.

Tabela 5 — Leitura no espectrofotbmetro em transmitancia de todas as solugdes das triplicatas
técnicas estudadas (continua)

Amostras | Stent de CoCr | Stent NiTi Controle negativo Controle positivo
1 0,087 0,047 0,038 0,151
1 0,069 0,060 0,056 0,145
1 0,054 0,056 0,044 0,148
2 0,109 0,112 0,057 0,200
2 0,079 0,114 0,067 0,200
2 0,134 0,136 0,066 0,161
3 0,021 0,064 0,028 0,163
3 0,042 0,027 0,025 0,159
3 0,048 0,034 0,000 0,172
4 0,107 0,052 0,040 0,205
4 0,080 0,078 0,032 0,227
4 0,050 0,289 0,029 0,206
5 0,107 0,113 0,057 0,189
5 0,080 0,114 0,067 0,200
5 0,136 0,120 0,066 0,161
6 0,062 0,021 0,029 0,158
6 0,026 0,030 0,027 0,164
6 0,034 0,047 0,000 0,147
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Tabela 5 — Leitura da espectrofotometria em transmitancia de todas as solugbes das triplicatas
técnicas estudadas (conclusao)

Amostras | Stent de CoCr | Stent NiTi Controle negativo Controle positivo
7 0,049 0,106 0,040 0,202
7 0,048 0,080 0,032 0,226
7 0,036 0,061 0,028 0,217
8 0,109 0,147 0,070 0,300
8 0,114 0,123 0,086 0,322
8 0,187 0,213 0,073 0,230
9 0,003 0,038 0,025 0,159
9 0,038 0,017 0,022 0,089
9 0,022 0,032 0,014 0,091
10 0,264 0,042 0,262 0,383
10 0,165 0,458 0,116 0,142
10 0,115 0,100 0,088 0,146
11 0,053 0,283 0,061 0,337
11 0,054 0,260 0,087 0,243
11 0,062 0,219 0,046 0,246
12 0,004 0,039 0,026 0,148
12 0,038 0,017 0,023 0,089
12 0,023 0,032 0,014 0,093
13 0,067 0,165 0,048 0,180
13 0,085 0,136 0,125 0,176
13 0,082 0,166 0,047 0,200
14 0,267 0,043 0,261 0,337
14 0,160 0,044 0,117 0,143
14 0,119 0,102 0,086 0,146
15 0,071 0,168 0,048 0,180
15 0,087 0,137 0,132 0,175
15 0,081 0,164 0,047 0,201
16 0,182 0,152 0,076 0,105
16 0,148 0,227 0,090 0,125
16 0,141 0,162 0,071 0,154
17 0,041 0,089 0,031 0,115
17 0,048 0,112 0,026 0,127
17 0,046 0,150 0,025 0,187
18 0,044 0,089 0,031 0,115
18 0,051 0,113 0,027 0,127
18 0,049 0,150 0,026 0,187
19 0,047 0,056 0,050 0,040
19 0,096 0,377 0,047 0,108
19 0,024 0,140 0,046 0,068
20 0,049 0,040 0,049 0,056
20 0,048 0,110 0,097 0,365
20 0,046 0,068 0,025 0,142
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Os maiores valores médios das leituras (0,171 +/- 0,048) foram encontrados

no grupo do controle positivo, seguindo-se em ordem decrescente pelos grupo de
NiTi (0,115 +/- 0,058), CoCr (0,081 +/- 0,050) e, os controles negativo (0,057 +/-

0,039) (tabela 6 e figura 20).

Tabela 6 — Resultados obtidos na espectroscopia em transmitancia com comprimento de onda de 550
nm e os valores laboratoriais de leucometria e proteina C reativa obtidos para cada amostra

Amos- | Stentde Stent , Controle Leucome- | Proteina C
tra CoCr NiTi Controle negativo positivo trla3 reativa
(PMA) (mm®) (mg/dl)
1 0,070 0,054 0,046 0,148 0,070 0,054
2 0,107 0,121 0,064 0,187 0,107 0,121
3 0,037 0,042 0,018 0,165 0,037 0,042
4 0,079 0,140 0,034 0,213 0,079 0,140
5 0,108 0,116 0,064 0,183 0,108 0,116
6 0,041 0,033 0,019 0,157 0,041 0,033
7 0,044 0,082 0,033 0,215 0,044 0,082
8 0,137 0,161 0,076 0,284 0,137 0,161
9 0,021 0,029 0,020 0,113 0,021 0,029
10 0,181 0,200 0,155 0,224 0,181 0,200
11 0,022 0,029 0,021 0,110 0,022 0,029
12 0,078 0,156 0,073 0,186 0,078 0,156
13 0,182 0,197 0,155 0,209 0,182 0,197
14 0,080 0,156 0,075 0,185 0,080 0,156
15 0,157 0,180 0,079 0,128 0,157 0,180
16 0,045 0,117 0,027 0,143 0,045 0,117
17 0,048 0,117 0,028 0,143 0,048 0,117
18 0,056 0,191 0,047 0,072 0,056 0,191
19 0,048 0,073 0,057 0,188 0,048 0,073
Média 0,081 0,115 0,057 0,171 9,073 0,22
Eae;gg +/-0,050  +/- 0,058 +/-0,039 +/-0,048  +-1,137  +-0,05
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Figura 20. Meédia dos valores de transmitancia obtidos pela analise em
espectrofotometria das amostras dos quatros grupos. Solugées com stent de CoCr e
NiTi apresentaram maior produgdo de espécies reativas de oxigénio quando
comparados com as solucdes de controle negativa (p < 0,0001, com 1C95% 0,0152 a
0,0320 e p < 0,0001, com IC95% 0,0324 a 0,0835 para os stents de CoCr e NiTi,
respectivamente). A solugbes com stent de NiTi apresentaram maior produgao de
especies reativas de oxigénio que a solugdes com stent de CoCr (p = 0,002 e IC95%
0,00052 a 0,0534).

A analise estatistica, realizada com teste t de Student, evidenciou que ambos
os tipos de SC estudados ativaram significativamente os neutréfilos expostos em
solugdo quando comparados ao controle negativo, com valores de p < 0,0001
(IC95% 0,0152 a 0,0320) e p < 0,0001 (IC95% 0,0324 a 0,0835) para os stents de
CoCr e NiTi, respectivamente (Tabela 7).

A comparagado entre os tipos de stents carotideos evidenciou grau de
reatividade significativamente maior da liga metalica de NiTi em relagdo a de CoCr
(p = 0,002 e IC95% 0,00052 a 0,0534) (Tabela 7).
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Tabela 7 — Valores da analise estatistica da comparagao entre as amostras utilizando o teste t

| Stentde CoCr | Stentde NiTi | Controle negativo |  Controle positivo
b = 0,002 b < 0,0001 = 0,008
- o 0, )
Stent de CoCr 2%9055{;40),0005 g%gg)/o 0,015a (IC95% 0,007 a 0,108)
b = 0,002 p < 0,0001 = 0,0006
R o _ o, )
Stent de NiTi 2%9055{;40),0005 8%2:5))/0 0,032 a (1C95% 0,086 a 0,025)
p < 0,0001 p < 0,0001
Controle (IC95% 0,015  (IC95% 0,0324 . p < 0,0001
negativo 2 0,032) 200835 (1C95% 0,098 a 0,129)
Controle b = 0,009 b = 0,0006 p < 0,0001
ositivo (IC95% 0,007 (IC95% 0,086 a (IC95% 0,098 a -
P a 0,108) 0,025) 0,129)

4.2 ANALISE ESTRUTURAL EM MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Os achados da microscopia eletronica de varredura sugerem que a malha do
stent de NiTi apresenta uma secgao transversal retangular; ja para o stent de CoCr
sugere que apresenta uma secgao transversal cilindrica. Nado foram realizadas
imagens em numero suficiente para analise estatistica das alteracbes morfolégicas

especificas dos neutrdfilos (Figura 21).

Figura 21 Imagens de microscopia eletrénica de varredura: A) SC de NiTi com aumento de
23X; B) SC de NiTi com aumento de 200X, no qual se observa a secgédo transversal
retangular da malha; C) SC de NiTi com aumento de 500X, no qual se observam neutréfilos
aderidos a malha; D) SC de CoCr com aumento de 10X; E) SC de CoCr com aumento de
23X, no qual se observa a secgéo cilindrica da malha; F) SC de CoCr com aumento de
500X, no qual se observa com melhor definicdo a secgdo transversal e a presenca de
neutréfilos aderidos a malha
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5 DISCUSSAO

5.1 RESISTENCIA A CORROSAO

A perpetuagdo por longo prazo da resposta inflamatéria fisiolégica apos a

lesdo endotelial no ato de implantacdo do stent parece ser o cerne do processo

patolégico que culminara na hiperplasia da camada muscular e, consequentemente,

na proliferagdo neo-intimal (65, 68, 70). Além dos fatores individuais genéticos, o

ambiente inflamatdrio das placas ateromatosas e, principalmente, a resposta

inflamatdria crénica de corpo estranho sido os principais responsaveis pela

manutencgao da resposta inflamatoéria (64, 65, 67, 68, 70).

Em nosso estudo, optamos por utilizar a ativagao dos neutrofilos para avaliar

a resposta imunolégica aos stents carotideos. As principais razdes para utilizagao

dos neutroéfilos foram:

E a célula inflamatéria mais numerosa na corrente sanguinea, perfazendo
cerca de 70% do exército imunitario (65).

E a primeira célula a chegar ao sitio inflamatério agudo, atuando nesse
contexto como célula efetora e, agora de forma bem documentada, como
célula reguladora da reposta inflamatéria aguda (65).

Desempenha talvez o papel regulatério mais importante na resolugéo da fase
aguda da resposta inflamatéria, inicializando e terminando a fase cronica, por
meio de controle na ativagao e apoptose dos macrofagos (65, 71).

Em virtude das proteses vasculares estarem em intimo contato com os
elementos sanguineos (proteinas e células) e ndo no intersticio, a fase
crbnica da resposta de corpo estranho nunca se torna classicamente
caracterizada, com formagdo da capsula fibrética (58, 65, 71). Assim, a
prétese mantém contanto continuo com elementos protéicos sanguineos,
criando uma fase crbénica de resposta ao corpo estranho com caracteristicas
hibridas da fase aguda, mantendo os neutréfilos como células altamente
ativas (58, 65, 71).
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Essa ativacao inflamatdria da protese esta inversamente associada a sua
caracteristica de biocompatibilidade. Logo, em ultima analise, espera-se que, quanto
maior for a biocompatibilidade do stent utilizado, menor sera a resposta inflamatoria
de corpo estranho desencadeada e, consequente, menores serdo as taxas de re-
estenoses tardias por proliferagdo neo-intimal (49, 55, 56).

A biocompatibilidade, por sua vez, € dependente da resisténcia a corrosao e
da toxicidade dos subprodutos liberados pelas ligas metélicas (41-45). Atualmente,
acredita-se que o principal fator responsavel pela biocompatibilidade seja a
resisténcia a corrosao dos matérias (41-45). Em relagdo a esse ponto, os iniumeros
ensaios laboratoriais evidenciam que a liga de NiTi € a liga de maior
biocompatibilidade entre as duas estudadas (41-45, 83-90). Assim, esperavamos
que houvesse menor produgdo de espécies reativas de oxigénio pelas células
expostas ao stent de NiTi. No entanto, obtivemos exatamente o oposto em nosso
estudo: a liga de NiTi foi estatisticamente mais reativa que a liga de CoCr (p = 0,002)
(Figura 20).

Diferentemente dos demais ensaios de Biocompatibilidade, acreditamos que a
resisténcia a corrosao tenha se tornado um fator secundario em nosso estudo. No
processo de separagado dos neutrofilos, foi desprezado o plasma, juntamente com
suas proteinas. A corrosao dos SC, quando expostos ao plasma, ocorre seguindo as
caracteristicas do tipo galvanica, em que, apds a ruptura da camada de O6xido
protetora, ocorre a exposi¢cdo de ions metdlicos carregados negativamente. As
proteinas plasmaticas, quando em contato com esses ions, recebem sua carga
negativa, mudando sua conformagao para a forma ativada (45-49).

Os neutrdfilos ja previamente sensibilizados pelas citocinas e produtos do
ciclo araquidoénico liberados pelo trauma endotelial na implantagdo do stent
interagem com as proteinas plasmaticas aderidas ao stent, desencadeando toda a
cascata inflamatéria (45-49, 57, 64). Assim, em nosso estudo, foi retirado tanto as
proteinas plasmaticas, quanto as proteinas de pré-ativacado neutrofilica do endotélio.

Dessa forma, acreditamos que o segunda propriedade da biocompatibilidade,
a liberacao de ions metalicos e nanoparticulas, tenha sido o fator preponderante em
nosso estudo.

Algumas evidéncias indicam que até mesmo in vivo a liberagdo desses
subprodutos possa desempenhar um papel mais importante que o até hoje relatado

(45-49, 81). A real corrosdo dos materiais in vivo ainda é motivo de certa duvida.
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Sabe-se que ela ndo apresenta a mesma velocidade e intensidade que os modelos
in vitro (81). Através de modelos laboratoriais in vitro, observou-se taxa de corrosao
de 0,046 milimetros/ano para o NiTi; assim, os fios de Nitinol de 0,2 mm de
didmetro, que constituem a malha dos stents, se dissolveriam em cerca de 4 a 5
anos, o que definitivamente n&o é observado (81). Outro ponto obscuro é o quanto a

liberacao de produtos idnicos depende ou nédo da corrosao da liga metalica (89-96).

5.2 LIBERACAO IONICA

As ligas metalicas liberam progressivamente residuos iénicos e nao ibnicos
téxicos, mesmo na auséncia de qualquer sinal quimico ou visual de corroséo (81-
96). De fato, a atividade corrosiva sobre a liga acelera de forma consideravel a
liberagao desses produtos (41, 42, 45, 47, 91, 92). Contudo, a concentragao de cada
elemento na liga parece ser o fator principal na taxa de liberacdo dos ions metalicos,
em especial nas primeiras horas em solugao (91,92). Por exemplo: a liga de CoCr
utilizada no estudo apresenta cerca de 35% de niquel em sua composi¢ao, enquanto
a liga de Nitinol em questédo apresenta cerca de 54,1% de niquel (Tabela 9) (41, 42,
45, 47, 91, 92). Estudos in vitro evidenciaram que ocorre liberagdo de niquel em
solugdes tampdes tanto pelas ligas de CoCr quanto pelas ligas de NiTi. Nesta ultima,
a liberagao é mais intensa e precoce, ja ocorrendo nas primeiras horas, tornando-se
semelhante apés alguns dias (41, 42, 45, 47, 91, 92). Dessa forma, optamos por
analisar os efeitos adversos que apresentam a maior diferenca de concentracido em
cada liga, ou seja, o Ni (54,1% na liga NiTi contra 35% na liga CoCr), o Co (0,64%
na liga NiTi contra 31% na liga CoCr), o Cr (0,76% na liga NiTi contra 20% na liga
CoCr) e 0 Ti (42,9% na liga NiTi contra 1% na liga CoCr) (Tabela 8). (45)

Tabela 8 — Distribuicdo padrao dos elementos metalicos nas duas ligas estudadas (45)

Elementos | NiTi (%) CoCr (%)
Ni 54,1 35

Co 0,64 31

Cr 0,76 20

Mn 0,64 0,15

Fe 0,66 1,0

Ti 429 1,0
Outros 10,0
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Os efeitos da liberagao de ion de niquel (Ni) sobre as células animais ja foram
bem documentados em estudos experimentais. Contudo, seu real efeito nas células
humanas ainda é motivo de debate (86, 90, 92-95). Estudos em linfécitos de ratos
evidenciaram que a liberacao inicial em pequenas doses de Ni é capaz de estimular
a proliferacdo e estimulagdo de linfocitos (86, 90, 92-95). Contudo, com o
progressivo aumento da concentragdo de Ni na solugdo, o comportamento se
inverte, suprimindo completamente a proliferacdo e até mesmo levando a apoptose
(86, 90, 92-95). Os linfécitos de ratos expostos diretamente na superficie de NiTi
poroso também apresentam o comportamento semelhante acima: inicialmente,
observa-se a proliferagao celular, seguida de sua supresséo e apoptose (86, 90, 92-
95). Nos poucos estudos com células humanas, evidenciou-se que quando expostos
as superficies de liga Nitinol ocorre leve estimulagdo da proliferacdo de linfocitos
humanos (86, 90, 92-95).

Mesmo assim, acredita-se que a concentragdo plasmatica de Ni decorrente
da liberacdo por um implante de Nitinol provavelmente n&o ultrapassaria as
concentragdes naturais de Ni no soro de sangue humano (1 a 100 pg/l), o que
provavelmente restringe seus efeitos localmente (86, 90, 92-95). Efeitos toxicos e
apoptoticos de Ni sdo observados nas concentracdes de 4x10° a 9x10° Mg/l, o que
provavelmente s6 é observado nas primeiras horas e ao redor do implante. Outro
dado importante € que individuos sensiveis ao niquel podem responder a
concentracdo de niquel em faixa tdo baixa quanto 3x10° ug/l (86, 90, 92-95). Além
de alterar o comportamento dos linfécitos, varios relatos de estimulagcdo de
proliferagdo de células de musculo liso foram observados (86, 90, 92-95). Em baixas
concentragdes de Ni (970 pg/l), ndo houve supressao da replicagdo de células
musculares, mas sim uma ligeira estimulacéo; ja concentragdes superiores a 9000
Mg/l evidenciaram importante supressao (86, 90, 92-95). Podemos inferir que a alta
concentragao presente logo apds a implantagao de um stent de NiTi pode suprimir a
proliferagcdo da camada muscular do vaso (passo fundamental para re-estenose neo-
endotelial). Porém, as pequenas concentragdes liberadas tardiamente podem ser
mais um contribuinte para a proliferagdo das células musculares e,
consequentemente, endoteliais. Infelizmente, ndo realizamos a dosagem dos ions
metalicos apos a incubagdo em nossas solugdes. Esse dado poderia corroborar com

a hipétese de a liberagao do ion niquel ser responsavel pela ativacao neutrofilica.
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Obviamente, além do ion Ni, outros ions metalicos sao liberados pelos
implantes quando submersos em solugcdo. Elementos como Si, Cr, Fe, Co, Ni, Zn e
Mo, estdo presentes em varias quantidades na maior parte dos implantes. No
entanto, existem poucos relatos de toxicidade ou eventos adversos pela liberacéo
desses elementos, em especial dos quatro mais abundantes na ligas metalicas de
nosso estudo: Ni, Ti, Co, Cr (92-96).

Realizando uma breve analise comparativa entre os quatro ions, com relagao
a carcinogénese, os elementos de nosso estudo (Co, Cr, Ni e Ti) sdo quatro dos
dez elementos considerados mais cancerigenos (89-96). Entretanto, as acgbes
alérgicas, téxicas e carcinogénicas dos elementos metalicos no corpo dependem da
forma quimica de apresentagao desses elementos (84, 86-89, 91). Assim, o Cr(VI) é
cancerigeno, enquanto o Cr(lll) ndo aparenta ser; o Ni na forma cristalina € 100%
cancerigeno, mas o tipo amorfo ndo é (84, 86-89, 91). Inumeros estudos ja
evidenciaram que nao ha a liberacdo de Cr(VI) e Ni na forma cristalina pelos
bioimplantes (84, 86-89, 91). Ja a forma Cr(lll) e cromo metélica, identificadas
tardiamente na urina de pacientes com protese articulares, ainda carecem de
evidéncias com relagdo a genotoxicidade (84, 86-89, 91). Com relagcdo ao cobalto,
estudos evidenciam uma capacidade semelhante de reagdo idiossincratica, no
entanto, apenas quando associado a carbetos, 0 que é praticamente restrito a
exposicao industrial do cobalto (84, 86-89, 91). Existem poucos relatos na literatura
que podem atribuir as reacdes adversas exclusivamente ao cobalto das proteses
(84, 86-89, 91).

Os principais relatos de ativagao inflamatéria das ligas de CoCr sao feitos de
proteses ortopédicas tipo metal-com-metal. Esse tipo de protese sofre
constantemente atrito entre os componente metalicos, ocasionando pequenas
abrasbes da superficie da liga e liberagdo de particulas de CoCr em diferentes
tamanhos (84, 86-89, 91). Estudos evidenciaram que, quanto menor essas
particulas, maior € a capacidade de ativacdo de macrofagos, formagéao de radicais
livres e desencadeamento de resposta inflamatdria persistente e lesiva (84, 86-89,
91). Apesar de termos criado pequenas laceragdes ao cortar as malhas metalicas
nao acreditamos que tenha sido formado quantidade suficiente para ativacao
neutrofilica, ja que os estudos relataram esse tipo de reacdo apos 6 meses da
implantacgdo da prétese articular e apds a formagéo de no minimo uma area de 1cm?

de laceragao (extremamente superior a area do nosso estudo) (89, 91). Além disso,
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esses estudos analisaram macréfagos, que sédo células especializadas em fagocitar
grandes fragmentos (89, 91). Em nosso estudo, utilizamos neutréfilos, células
pequenas, capazes de fagocitar fragmentos com dimensdes de 0,5 a 5um (49).

Outra agao patolégica de Ni, Co e Cr no organismo esta relacionada a sua
capacidade de causar alergias de contato (84, 86-89, 91, 92, 95). Nesse aspecto, o
Ni € o mais importante dentre esses (85, 91, 92, 95). A maioria dos dados
acumulados sobre essa questdo esta relacionada a exposicdo profissional e civil
(contato da pele com joias), havendo respostas inflamatérias idiossincraticas tipo |
(sensibilizacao) e IV (sem sensibilizacdo) (85, 91, 92, 95). Ha ainda um volume
crescente de relatos e evidéncias que indicam reacdo de hipersensibilizacdo com a
exposicao médica, tanto em implantes odontolégicos quanto em tecido profundo
exposto a implantes com Ni (85, 91, 92, 95). Ha casos de reagao alérgica grave a fio
de Nitinol ortodéntico em pacientes alérgicos a Ni (85, 91, 92, 95). O mecanismo de
desencadeamento dessas reagdes ainda nao esta completamente claro, mas o fato
de haver reacbes sem sensibilizagdo prévia indica que o Ni pode estimular
diretamente o sistema imunolégico por meio de receptores ainda nao identificados, o
que justificaria os resultados aqui obtidos (85, 91, 92, 95).

Como relatado, o Co também é conhecido pela capacidade de causar
dermatite de contato, porém, com frequéncia e intensidade inferior ao Ni (84, 86, 91).
Os relatos até o momento indicam a necessidade de sensibilizacido prévia ou
associagao com carbetos (restrito a atividade industrial) para esses acontecimentos
(84, 86, 91). Uma série de 14 casos relatou necrose 6ssea ao redor de proteses
ortopédicas de Co. Nove desses casos aconteceram em pacientes previamente
sensibilizados ao Co (84, 86, 91). Tendo em vista que em nosso estudo todas as
proteinas foram desprezadas, inclusive as imunoglobolinas, consideramos pouco
provavel que a diferenca da liberacdo de Co seja o responsavel pelos nossos
resultados.

Os ions de titanio (Ti) também sao liberados pela liga de NiTi. Essa liberagao
de Ti pelo Nitinol é cerca de 10.000 vezes menor que a liberagao de Ni (90, 92). O Ti
€ conhecido como o metal mais biocompativel em relacéo a atividade inflamatdria do
hospedeiro; entretanto, muito pouco se sabe sobre sua distribuicdo normal e seu
comportamento em tecidos vivos (90, 92). Existem poucas evidéncias com relagao
aos efeitos toxicos do Ti dissolvido no corpo humano, como a inducao de liberacao

de citocinas potencialmente osteoliticas e como reacgdes inflamatodrias teciduais
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contra implantes de Ti puros (90, 92). Novamente, a irritabilidade direta do Ti nao
parece ter sido a causa de nosso resultados, haja visto a caréncia de evidéncias

cientificas de sua irritabilidade.

5.3 ANALISE ESTRUTURAL DAS LIGAS

Comparando as superficies das duas malhas pelas imagens por microscopia
de varredura realizada durante nosso estudo, podemos inferir que a malha do stent
de NiTi apresenta seccédo transversal retangular, enquanto o stent de CoCr
apresenta seccgao transversal cilindrica (Figura 21). Existem poucos estudos
comparativos relacionando a ativacdo dos neutrofilos e a superficie de contato,
porem ha tendéncia para maior ativagcdo em superficies irregulares ou afiladas (97-
99). Tais caracteristicas poderiam corroborar para maior ativacdo neutrofilica pelo
stent de NiTi, porém, ndo foram realizadas imagens suficientes para realizagdo de
uma apropriada de analise estatistica. Estudos de superficie com espectroscopia (X-
ray Photoelectron Spectroscopy e Auger electron spectroscopy) também
evidenciaram que superficies mais irregulares e afiladas acarretam menor camada
de TiO; (Figura 19), levando a maior perda de ions de niquel (97-99).

Apesar de o comportamento de uma liga metalica em solugédo ou mesmo no
plasma sanguineo ser muito mais complexo que a interagao direta de apenas um
ions metalico com os leucdcitos, acreditamos que a maior concentracdo de Ni na
liga de NiTi e a conformacéao retangular da secgao transversal pode estar associado
a maior e mais precoce liberagao de ions Ni, o que, levando em consideragcao os
inumeros relatos de sua irritabilidade direta para células imunoldgicas, seria 0 mais
provavel responsavel para maior ativagdo neutrofilica pelas ligas de NiTi, mesmo

tendo o NiTi maior resisténcia a corrosado e reconhecida maior biocompatibilidade.
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6 CONCLUSAO

A ativacdo morfofisiolégica de neutrdfilos in vitro expostos aos stents
carotideos de Cobalto-Cromo e Nitinol evidenciou peculiarides inerentes a cada liga
metalica, com o nitinol seno significativamente mais reativo. Este resultado parece
estar relacionado a maior liberagao inicial de niquel ibnico pela liga de Nitinol,
contudo, estudos posteriores, utilizando modelos in vivo sdo necessarios para
avaliar estes achados.

A avaliagdo dos mecanismos envolvidos neste tipo de reacdo inflamatéria
pode colaborar de maneira significativa para a compreensdo das reacdes
inflamatdrias tardias tipo corpo estranho possibilitando medidas que possam
interferir nos processos de re-estenose carotidea pds angioplastia com stent.

As duas ligas se mostraram capazes de ativar a formagao de radicais livres
pelos neutrdéfilos em apenas 40 minutos de exposicdo em solugdo tampao, quando
comparadas com controle negativo. Apesar de ter maior resisténcia a corroséo, a
liga de Nitinol apresentou maior reatividade estatistica que a liga de Cromo-Cobalto.
Outros estudos sdo necessario para avaliar a real importancia dessa diferenca inicial

com relacao a re-estenose tardia dos stents Carotideos.
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ANEXO A — ARTIGO ENVIADO PARA PUBLICAGAO

ACTIVATION OF NEUTROPHILS EXPOSED TO CAROTID STENTS IN VITRO
ACTIVATION OF NEUTROPHILS EXPOSED TO NITINOL AND COBALT-
CHROME CAROTID ARTERY STENTS IN VITRO

Abstract

Introduction: Carotid artery stenting (CAS) is an alternative treatment for
atherosclerotic occlusive disease. In the medium term, the main complication of CAS
is the in-stent restenosis (4.8% in two years), for which the main triggering factor is

the foreign body inflammatory response to the carotid stent (CS).

Objectives: There are different types of CS available, and they basically consist of
two different alloys: cobalt-chrome (Wallstent®) and Nitinol (Protégé®). This study
compared the structural characteristics and the inflammatory activation of neutrophils
when exposed to both types of CS, checking the production of free radicals with the

use of optical spectroscopy.

Materials and methods: 20 ml of blood collected from 19 healthy volunteer patients
were centrifuged using the Percoll method for neutrophil separation. Neutrophils
were exposed to the stent surface for 40-minute periods in a nitroblue tetrazolium
(NBT) solution. After the incubation period, the results were transmittance-measured
using an optical spectrophotometer at a 550 nm wavelength. After that, a portion of
each sample was sent for scanning optical microscopy and morphophysiological

analysis of the CS and the adherent neutrophils.

Results: The spectrophotometer reading showed that the Nitinol (NT) alloy was
responsible for a statistically significant increased production of reactive species of
oxygen when compared to the cobalt-chrome (CbCr) alloy (0.114 +/- 0.062 vs. 0.085
+/- 0.050 transmittance level, p = 0.02 and Cl 95% 0.0052 to 0.0534). Scanning
electron microscope images showed that the NT CS mesh has rectangular cross

sections, and the CbCr CS mesh has cylindrical cross sections.
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Conclusion: Both alloys triggered free radical formation by neutrophil activation. The
NT alloy showed significantly higher reactivity than the CbCr alloy. This result may be

caused by a greater and earlier release of nickel ions by the NT alloy.

Key words: Carotid Angioplasty, Carotid Stenting, Inflammatory Activity, Free

Radicals, Neutrophils, Electron Microscopy.

1. Introduction

Percutaneous angioplasty with carotid artery stenting (CAS) has been a viable
alternative for treatment of the carotid artery atheroma, showing satisfactory results

and low morbid-mortality rates.’°

The carotid artery stent is an expandable metallic tube which partially or totally
reperfuses the arterial lumen. There are several types of carotid stents, varying in
size, conformity, metallic alloy (MA), and braiding pattern (open- or closed-mesh). In
general, the most common carotid artery stent consists of two metallic alloys: cobalt-
chrome (CbCr) and nickel/titanium, known as Nitinol (NT). " The more bioequivalent
the alloy is, the less acute the inflammatory response when implanted. It is also

directly proportional to corrosion when exposed to the blood plasma.’""

Therefore, CbCr and NT might trigger different degrees of inflammatory activation.™
'® In short and long terms, it may cause significant post-stenting complications, such
as restenosis or intrastent thrombosis.’®?® The average incidence rate of neointimal
proliferation with intrastent restenosis is 4.8% in two years, and is mostly caused by

an inflammatory response due to intimal lesions during or after stent implantation.?*%’

An increase in inflammatory markers, such as C-reactive protein and interleukin 6, in
the first 72 hours after the carotid stent implantation may double the risk of

intraluminal restenosis.?®*°

The foreign body reaction triggered by the carotid stent is first caused by complement
proteins that adhere to the stent surface. This complement eventually activates

inflammatory cells, especially the neutrophils. However, recent studies have shown
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that the metallic alloy itself may cause structural changes in the neutrophils, even

without the complement proteins.®'?

This study aims to assess the morphophysiological characteristics of neutrophil
activation triggered by exposure to CbCr and NT carotid stents through optical
spectroscopy techniques. This study also aims to identify possible CbCr and NT
factors that might affect foreign body-type inflammation caused by the implantation of

non-autologous prostheses.

2. Objectives

To assess the inflammatory response in vitro of neutrophils exposed to CbCr and NT

carotid stents through optical spectroscopy techniques.

To identify the morphophysiological inflammatory characteristics of the activated

neutrophils, taking into account the properties inherent to each metallic alloy.

3. Materials and methods

3.1. Study population

Twenty healthy volunteers ranging between 20 to 40 years of age were selected for
this clinical test. All met the following criteria: healthy subjects, male, absence of any
active inflammatory or infectious diseases in the 30 days prior to inclusion, no use of
any anti-inflammatory (hormonal or not) drugs in the 30 days prior to inclusion, and

no sleep deprivation in the week prior to inclusion.

Volunteers who did not meet the inclusion criteria were excluded, as well as
volunteers with an increase in plasma reference values of C-reactive protein and

leukocytosis.

A 23 ml sample of full blood was collected from each subject. 20 ml were reserved
for neutrophil separation using Percoll gradients (consisting of particles of non-toxic,

inert silica, non-adherent to membranes, recommended for the purification of cell and
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organelles).** The remaining 3 ml were used for leukogram and dosage of C-reactive
protein. The 20 ml samples were sent to the UnB Laboratory of Biochemistry and
Protein Chemistry (LBQP), and the 3 ml samples were sent to the UnB Laboratory of

Clinical Analysis.
3.2. Carotid stent procedure & preparation

Two types of self-expandable carotid stents were used for this experiment: one was
made from a cobalt-chrome metallic alloy, Wall Stent® (Stryker, Kalamazoo, MI); and
the other was made of Nitinol, Protegé® (Covidien, Irvine, CA). They were
transversally sectioned in 10 mm fragments in order to avoid loss of braided mesh.

They were then placed in Eppendorf tubes.
3.3. Study design and sample processing

The samples were labeled in four groups and incubated at 37°C for 40 minutes in
technical triplicates (Figure 1):

a) Negative control: Eppendorf tube with 5 x 10° incubated neutrophils with NBT (1
mg/ml; Nitroblue Tetrazolium);

b) Positive control: Eppendorf tube with 5 x 10° neutrophils, NBT (1 mg/ml) and PMA
(100 ng/ml; phorbol 12-myristate 13-acetate, a strong in vitro neutrophil trigger)™>*

c) Metallic alloy 1: Eppendorf tube with 5 x 10° neutrophils, NBT (1 mg/ml) and NT
stent;

d) Metallic alloy 2: Eppendorf tube with 5 x 10° neutrophils, NBT (1 mg/ml) and CbCr

stent.

3.4. Neutrophils: physiological analysis

After the incubation period, the results were transmittance measured using a UV-

1800® optical spectrophotometer (Shimadzu, Kyoto, JP) at a 550 nm wavelength, in

accordance with the procedure standards of this technique.>*%

After exposure to the reactive-oxygen species, the NBT is reduced and changes to

blue, in proportion to the amount of formed free radicals.>*
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3.5. Stents: morphological analysis

After being measured in the spectrophotometer, one sample of each carotid stent
was analyzed using a scanning electron microscope (JEOL JSM 7001F model). The
images were registered in pictures. Mesh conformity of each carotid stent was

analyzed, as well as the characteristics of the adherent neutrophils.

3.6. Statistical analysis and ethical considerations

Arithmetic means of the technical triplicates were calculated for each stent: negative
control (no neutrophil activators), positive control (PMA solution), and compared to
one another. The statistical analysis was done using Statplus Professional 2009
(http://www.analystsoft.com/en/products/statplus/). Student’s t-test was applied and

considered statistically significant when p<0.05.

This study was conducted in accordance with Resolution 06/96 upon research on
human beings, and was submitted for approval by the UnB Research Ethics
Committee (CEP).

4. Results

One out of the 20 volunteers who met the inclusion criteria was excluded due to the
presence of PCR levels above the normal limits, suggesting active infection or

inflammation. As a result, the final study population was reduced to 19.

Both carotid stent types significantly activated the neutrophils exposed to solution
when compared to the negative control p = 0.0146 (Cl 95% from 0.0061 to 0.0492)
for the CbCr stent; and p < 0.0001 (Cl 95% 0.0305 to 0.834) for the NT stent.
However, the same result was not repeated in the positive control solutions: p =
0.0021 for CbCr vs. PMA: (Cl 95% -0.1072 to 0.028), and p = 0.0774 NT vs. PMA (CI
95% -0.0813 to 0.0047) (Tables 1 and 2).
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A comparative analysis between the carotid stent types showed a significantly larger
reactivity level of the NT alloy in relation to the CbCr alloy (p = 0.02 and Cl 95% from
0.0052 to 0.0534) (Table 2 and Figure 2).

Optical microscope results showed that the NT stent mesh has a rectangular cross
section and the CbCr stent has a cylindrical cross section. There were not enough
images available for a statistical analysis of specific morphologic changes in the

neutrophils (Figure 3).
5. Discussion

CAS has become an increasingly common procedure for carotid stenosis treatment.”
* However, despite the evolution of interventional techniques and additions to the
drug arsenal, restenosis and/or stent thrombosis formation are complications that
need attention.

Restenosis may occur either early (up to six months after angioplasty) or late (six
months after the procedure).?**° The early form is usually due to a platelet thrombus
formation on the wall of the stent metal mesh, caused by the activation of the
coagulation cascade and inflammatory cells. Thus, early restenosis is basically
dependent upon the thromboresistance capacity of the alloy.?®° The use of platelet
antiaggregants and anticoagulation after CS insertion aims to minimize such

events.?®3% However, this feature was not analyzed in this study.

On the other hand, late restenosis is usually caused by peri-stent neointimal
proliferation, triggered by the release of growth factors (such as the platelet and
endothelial growth factor), secondary to foreign body inflammatory response.?*?*
Thus, late restenosis is primarily dependent on the biocompatibility (the capacity to
generate the smallest possible foreign body response) of the MA used.''42224.28-30
Gottsauner-Wolf found out that the increase of inflammatory markers, such as C-
reactive protein, in the first 48 hours after insertion of the coronary stent may double

the incidence of restenosis.*’

Although CbCr and NT alloys are highly biocompatible, the present study identified

specific differences of each material. Metal mesh biocompatibility depends on
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corrosion resistance and on the release of metal ions and other particles in the
surrounding environment.”'® Corrosion resistance is caused by the stability of the
oxide layer formed on the alloy surface.''® For the CbCr alloy, CrO3 is formed; for
the Nitinol alloy, TiO2 is formed."'® The larger the distance is between the resting
potential (RP) and the barrier breakdown potential (BP) of the MA, the higher the
stability.

The CbCr alloy value for RP is 0.5 V; for BP, it is 0.85 V. For the NT alloy, the value
for RP is 0.23 V; for BP, 24V." Considering properties such as corrosion resistance,
NT is described as more resistant and more “inert.” However, in this study, the
opposite was observed, as the NT alloy was more reactive in relation to the CbCr (p

= 0.02), as shown in Picture 2.

Galvanic corrosion resulted when CS was exposed to plasma. In this scenario, the
rupture of the protective oxide layer resulted in negatively charged metal ions. The
proteins of the complement receive the ion’s negative charge when they are in
contact, changing into active conformation. Then, they eventually activate any
circulating neutrophil, triggering an inflammatory cascade.'®*** However, in this
experiment, the proteins were excluded from the solution under analysis, thus
corrosion resistance is a weak argument to explain this result. On the other hand, the
alloys gradually release nonionic and ionic toxic residues, even in the absence of any

visual or chemical sign of corrosion.'®?°2°

The CbCr alloy used in this study consists of 35% nickel, whereas the Nitinol alloy
consists of 50% nickel.">?*>?° Studies in vitro have shown that there is nickel released
in buffer solutions by both CbCr and NT alloys, with the release in the latter earlier
and more intense, taking place in the first few hours.*®*® Moreover, nickel is known to
be one of the most immunoreactive elements, either in direct contact or when diluted

14,15,18,25,26,40 Some reports

in blood plasma, causing several idiosyncratic reactions.
show that the nickel metal ion at low concentrations leads to mild stimulation of
human lymphocytes; when highly concentrated, it decreases cell replication that may
trigger apoptosis.'*'>® After its release into the bloodstream, nickel can be
deposited in the lungs. Some cases report interstitial pulmonary fibrosis and liver
fibrosis, which may lead to cirrhosis and eventual carcinomas, as well as renal

fibrosis, causing kidney failure and glomerulonephritis.'* '8
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The other important component of the NT alloy is titanium, considered the most
“inert” metal. Among the four major elements used in the studied alloys (Ni, Ti, Cr,
and Co), Ti is the only one that is not naturally found in different amounts in the body.
However, little is known about Ti toxicity." Studies have been made about osteolytic
reactions to pure Ti prostheses.' Experiments in vitro have also shown inhibition of
osteoblasts and lymphocyte proliferation in rats, as well as increased proliferation of

fibroblasts."”

Regarding the CbCr alloy, its ionic form Cr(lIV) is known to be oncogenic. There are
several studies on the relationship between chromium industry workers and the
incidence of lung and kidney cancer and myeloproliferative diseases.?>%® Evidence is
still lacking on the genotoxicity of Cr(lll) and chromium metal. Another key point is
that the release of Cr(IV) by alloys in biological implants is still controversial.?>%® For
cobalt, studies show a similar capacity for idiosyncratic reactions, especially when
associated with carbides, particularly in regards to industrial exposure of cobalt.?>?®
There are a few reports in the literature that attribute adverse reactions solely to
cobalt.?>?® Al-Waheidi reported cobalt-related bone necrosis in prostheses in nine out

of 14 cases. #'

The main reports of inflammatory activation of the CbCr alloys refer to metal-on-
metal orthopedic prostheses. Friction between their metallic components is constant
in this type of prosthesis, leading to small tears in the alloy surface and to the release
of CbCr in different sizes.?®?” Studies have shown that the smaller the particles, the
greater the macrophage activation potential, the formation of free radicals, and the
triggering of a persistent and detrimental inflammatory response.?®*” However, such

micro-lacerations are not found in vascular prostheses.

Comparing the surfaces of the two meshes analyzed on the scanning electron
microscopy images captured during this study, it was observed that the NT stent
mesh has a rectangular cross section, and the CbCr stent mesh has a cylindrical
cross section (Picture 3). There are a few comparative studies regarding the
activation of neutrophils and the contact surface. However, there is a tendency for

greater activation on uneven or asymmetrical surfaces.*'*? Such characteristics
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might favor an increase in neutrophil activation caused by the NT stent. However,
there were not enough images available for an appropriate statistical analysis.
Spectroscope surface studies (X-ray photoelectron spectroscopy and Auger electron
spectroscopy) have also shown that more irregular and asymmetrical surfaces

resulted in a thinner TiO2 layer, causing a greater loss of nickel ion.">#344

Thus, it is believed that the irritant effects of nickel ion to neutrophils have been one
of the major factors for the difference between NT and CbCr stents regarding

inflammatory reactivity.

6. Conclusion

Morphophysiological activation of neutrophils when exposed to CbCr and NT CS in
vitro showed peculiarities for each MA, with NT significantly more reactive. This result
seems to be related to the greater initial nickel ion release by the Nitinol alloy.

However, further studies using CAS models in vivo are needed for better analysis.

Both alloys have shown to be likely to activate the formation of free radicals by
neutrophils in 40-minute buffer exposure times compared to the negative control
sample. Although more resistant to corrosion, the Nitinol alloy presented higher
statistical reactivity than the cobalt-chrome alloy. Further studies are needed to
assess the actual significance of this initial difference with respect to carotid in-stent

late restenosis.

The analysis of the mechanisms involved in this type of inflammatory reaction may
significantly contribute to the understanding of late inflammatory foreign body
reactions, leading to measures that may interfere with the processes of post-CAS

carotid restenosis.
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Table 1: Absolute values in spectrophotometry, leukocyte count, and C-reactive protein dosage

C-

Sample Cobalt- Nitinol Negative Positive Leukocyte3 reacti\-/e
chrome control control (PMA) count (mm®) protein
(mg/dL)

1 0.070 0.054 0.046 0.148 0.070 0.054

2 0.107 0.121 0.064 0.187 0.107 0.121

3 0.037 0.042 0.018 0.165 0.037 0.042

4 0.079 0.140 0.034 0.213 0.079 0.140

S 0.108 0.116 0.064 0.183 0.108 0.116

6 0.041 0.033 0.019 0.157 0.041 0.033

7 0.044 0.082 0.033 0.215 0.044 0.082

8 0.137 0.161 0.076 0.284 0.137 0.161

9 0.021 0.029 0.020 0.113 0.021 0.029

10 0.181 0.200 0.155 0.224 0.181 0.200

" 0.022 0.029 0.021 0.110 0.022 0.029
12 0.078 0.156 0.073 0.186 0.078 0.156

13 0.182 0.197 0.155 0.209 0.182 0.197

14 0.080 0.156 0.075 0.185 0.080 0.156

15 0.157 0.180 0.079 0.128 0.157 0.180

16 0.045 0.117 0.027 0.143 0.045 0.117

17 0.048 0.117 0.028 0.143 0.048 0.117

18 0.056 0.191 0.047 0.072 0.056 0.191

19 0.048 0.073 0.057 0.188 0.048 0.073

Average

and 0.081 0.115 0.057 0.171 9.073 0.22

standard +/- 0.050 +/- 0.058 +/- 0.039 +/- 0.048 +/-1.137 +/- 0.05
deviation

Table 1: Results obtained by transmittance spectroscopy with a 550 nm wavelength; lab values for

leukocyte count and C-reactive protein obtained for each sample.
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Table 2: Statistical analysis values by comparing samples

Cobalt-chrome Nitinol Negative Positive
control control
Cobalt-chrome p = 0.002 p < 0.0001 p = 0.0088
- (1IC95% 0.00052 | (IC95% 0.0152 a | (IC95% 0.0072 a
a 0.0534) 0.0320) 0.1077)
Nitinol p = 0.002 p < 0.0001 p = 0.0006
(1IC95% 0.00052 | _ (1IC95% 0.0324 a | (IC95% 0.0865 a
a 0.0534) 0.0835 0.0248)
Negative control | p < 0.0001 p < 0.0001 p < 0.0001
(IC95% 0.0152 a | (IC95% 0.0324 a | . (1C95% 0.098 a
0.0320) 0.0835 0.1292)
Positive control p = 0.0088 p = 0.0006 p < 0.0001
(IC95% 0.0072 a | (IC95% 0.0865 a | (IC95% 0.098a | .
0.1077) 0.0248) 0,1292)

Table 2: Statistical analysis showing p-values of the compared samples, with their respective confidence

intervals.

Figure 1: Study design. Subtitles: CRP: C-reactive protein; NBT: Nitro Blue Tetrazolium, PMA:

20 healthy volunteers

20ml blood sample for

neutrophil separation and
3ml for C-reactive protein

1 volunteer
excluded due to
CRP increase

19 volunteers selected for neutrophil separation

Technical Technical Technical Technical

triplicate triplicate triplicate triplicate
5X105 5X10° 5X10° 5X105
neutrophils in neutrophils in neutrophils in neutrophils in
solution with solution with solution with solution with
nitinol stent Cb-Cr stent NBT without PMA and NBT
and NBT and NBT irritant agent

Incubation at 37°C for 40 minutes

Reading of solutions by spectrophotometry

phorbol 12-myristate ester.
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Figure 2: Arithmetic means of the transmittance values obtained by the sample analysis of the four groups

using a spectrometer.

Figure 3: images obtained from a scanning electron microscope. A) NT carotid stent at 23X zoom; B) NT
carotid stent at 200X zoom, in which a rectangular cross section of the mesh can be observed; C) NT
carotid stent at S00X zoom, in which mesh-adherent neutrophils can be observed; D) CbCr stent at 10X
zoom; E) CbCr stent at 23X zoom, in which a cylindrical section of the mesh can be observed; F) CbCr

stent at 500X zoom, in which the cross section and the presence of neutrophils can be observed with better

definition.
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