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RESUMO

Objetivo: A neoproliferacdo intimal e o remodelamento tém sido implicados como os maiores
fatores causadores da reestenose. O objetivo deste trabalho é estudar a agéo da L-arginina
por via oral nestes dois fatores apds lesdo por baldo em artérias iliacas de coelhos
hipercolesterolémicos. Métodos: Foram utilizados 19 coelhos, que foram divididos em dois
grupos, controle (GC) e arginina (GA), respectivamente com 19 e 17 artérias estudadas. Os
animais foram submetidos a lesé@o por baldo de angioplastia em suas artérias iliacas 15 dias
apos inicio de dieta hipercolesterolémica a 2%. A seguir, 0s animais do GA passaram a
receber uma solugdo de L-arginina por via oral na dose de 1 g/kg/dia. Apés o sacrificio, no
15° dia apés a lesdo por baldo, procedeu-se a cortes histolégicos das artérias, as quais
foram coradas e fixadas. Utilizou-se como representativo do desenvolvimento da lesédo, a
razdo das areas da neo-intima (em mm?2) pela camada média (em mma2). De outro lado, a
razdo da area total do vaso em sua por¢éao medial (de maior contato com o baléo) pela area
total do vaso no segmento referencial (de menor contato com o baldo) foi a definidora do
remodelamento. Resultados: A média da neoproliferacéo intimal (NI/M) foi de 0,8151+0,2201
no GC e de 0,3296+0,1133 no GA. Nao houve diferenca entre os tipos de remodelamento
entre os dois grupos estudados. Concluséo: No modelo experimental utilizado, a L-arginina
foi capaz de reduzir a neoproliferacéo intimal em coelhos hipercolesterolémicos e néo teve
acado sobre o remodelamento arterial.

Palavras-chave: reestenose; neoproliferacdo intimal; remodelamento; 6xido nitrico



ABSTRACT

Purpose: Neointimal proliferation and arterial remodeling are two of the most important
factors responsible for restenosis. The purpose of this paper is to evaluate the influence of
oral given L-arginine in neointimal proliferation and arterial remodeling after balloon injury in
iliac arteries of hypercholesterolemic rabbits. Methods: 19 rabbits were divided in two groups:
control group (GC) and arginine group (GA). In the first one, 19 arteries were studied and in
the second 17 arteries were analyzed. Rabbit iliac arteries were submitted to a balloon
angioplasty 15 days after the beginning of a 2% hypercholesterolemic feeding. Then, GA
animals started to receive L-arginine orally in a 1 g/kg/day dose. Rabbits were sacrificed 15
days after the balloon lesion and their arteries were prepared for being microscopically
analysed. To define the degree of neointimal proliferation we utilized the relation between the
neointimal layer and the media layer of the artery. By other side, remodeling was defined as
the relation between the medial portion of the artery (which had a greater degree of balloon
lesion) and the lateral portions (which had a lower degree of balloon lesion). Results:
Neointimal proliferation were 0,8151+0,2201 in the CG and 0,3296+0,1133 in AG. There
were no statistic differences between arterial remodeling in both studied groups. Conclusion:
In this experimental model, L-arginine reduced neointimal proliferation and did not change

arterial remodeling in hypercholesterolemic rabbits.

Keywords: restenosis; neointimal proliferation; remodeling; nitric oxid
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1 INTRODUCAO

A angioplastia transluminal coronariana (ATC) é uma modalidade terapéutica
amplamente aceita para o tratamento de pacientes com doenca arterial coronariana
obstrutival. Segundo o registro CENIC, da Sociedade Brasileira de Hemodinamica e
Cardiologia Invasiva, realizaram-se, em 2003, 25.609 destes procedimentos no Brasil2.
Destes casos, 23.422 pacientes foram submetidos a implante de préteses endovasculares
(PEV), denominados stents.

O custo da utilizagdo da ATC para tratamento da doenca aterosclerética
coronariana, mesmo com stents, foi descrito como semelhante ao da revascularizagao
cirargica, pela necessidade de grande numero de procedimentos adicionais no grupo
submetido a terapéutica percutanea3 . Apesar de bastante funcional e relativamente
pouco invasiva, quando comparada a cirurgia, a ATC com baldo apresenta
significativa incidéncia de reestenose, a qual pode ser definida angiograficamente
como sendo o retorno da estenose, no local previamente dilatado, a um grau relativo
igual ou superior a 50% da luz do vaso“.

Sem a utilizacdo de PEV, a incidéncia de reestenose pode atingir 50% dos
pacientes tratados, em seis mesesl>. A ampla utilizagdo da ATC, como ocorre nos

dias de hoje, tornou-se possivel pelo advento do stent. Acredita-se que a principal



acdo desta tecnologia ocorra sobre o remodelamento arterial e recolhimento
elasticob. Entretanto, a incidéncia de retorno da estenose a um grau igual ou superior
a 50% no local dilatado ainda persiste entre 20 e 30%, em alguns casos®e.

Evidéncias experimentais e clinicas sugerem que a reestenose deve-se
primariamente aos seguintes elementos®7’8: proliferacdo das células musculares
lisas (neoproliferacdo intimal) provenientes da camada média, em resposta ao
estiramento mecanico; remodelamento negativo (diminuindo a luz do vaso) e
retracao elastica aguda. Estes elementos sdo desencadeados por uma variedade de
fatores de crescimento e vasoconstritores®, parecendo ser o primeiro o de maior
importancia dentre os trés4. Este fenbmeno ocorre, principalmente, as custas de
ativacdo, proliferacdo e migracdo das células musculares lisas e pela producdo de
matriz extracelular apds o dano ocasionado pelo bal&o1.

Na tentativa de solucionar o problema da reestenose, varios métodos
mecanicos e quimicos foram desenvolvidos, sem, no entanto, afastar em definitivo a
guestdo. Como ja citado, o uso de PEV destacou-se por reduzir significativamente a
reestenose’ e o uso de antioxidantes1l12) notadamente o probucol, apresentou
alguns resultados favoraveis, tanto em animais de experimentagdo como em
trabalhos clinicos!3. Paralelamente, a utilizacdo de irradiacdo intracoronaria apos a
angioplastia, com o objetivo de reduzir a neoproliferacdo intimal, tem alcancado
parcial sucesso em experimentos e em séries clinicas!415. Os imunossupressorests,

como a rapamicina s@o definitivamente um marco modificador da histéria da



cardiologia intervencionista. Todos estes métodos, porém, tém o nhconveniente do
custo e da ndo resolucdo completa do problema, até o momento. O uso de stent
revestido ainda € bastante restrito no Brasil devido ao seu alto custo.

Considerando a fisiopatologia da reestenose, alguns trabalhos tém
investigado a acao de vasodilatadores e precursores do 6xido nitrico na resolucéao
da questdo®. Sao alguns os estudos com a L-arginina, precursora do 6xido nitrico,
gue, além de um custo acessivel, € bem tolerada e disponivel comercialmente.
Existe, entretanto, alguma divergéncia nos estudos publicados, havendo beneficio
bem estabelecido quando se utiliza a droga com forma de aplicacdo local
(intravascular)17.18, E valido ressaltar que trabalhos experimentais concluiram haver
maior expressao vascular no 6xido nitrico com alguns tipos de exercicios fisicos,
ocorrendo, inclusive, beneficio na hiperplasia neointimal e na adeséo plaguetaria em
angioplastia com stent em ratos?9.

Existem, portanto, multiplos questionamentos pendentes quanto a aplicacéo
da L-arginina e um grande espaco para sua utilizacdo no cotidiano, tendo em vista o
fato de que, apesar de disponivel comercialmente, esta droga ndo vem sendo
aplicada. Cite-se ainda que, uma vez estabelecido o real beneficio deste precursor,
abre-se espaco para a obtencdo de drogas semelhantes mais potentes ou para a

busca de meios de formacéo de 6xido nitrico no endotélio vascular.



1 REVISAO DE LITERATURA

1.1  Efeitos fisiopatogénicos da leséo da parede arterial

2.1.1 Neoproliferacao intimal (NPI)

A resposta vascular ao dano arterial € encontrada em humanos e animais
apos a angioplastia por baldo. Quase todos os pacientes submetidos a angioplastia
possuem algum grau de hiperplasia neointimal. Ja se sabe de longa data que,
histologicamente, este fenébmeno difere da placa aterosclerética, pois a neo-intima
é formada fundamentalmente por células musculares lisas (CML) e matriz
extracelular?0. O papel fundamental das CML na reestenose fez com que elas
fossem bastante estudas, apds o que se verificou que, no fendbmeno da
reestenose, as mesmas sofrem modificacfes importantes de fendtipo: passam de
contrateis e quiescentes para um estado ativado e proliferativo sintético2l. A
primeira forma é o modo no qual as CML se encontram na camada média arterial e
se caracteriza pela presenca de filamentos contrateis bem desenvolvidos, grande
capacidade de contracdo e baixa capacidade proliferativa. Em obstrucées
reestendticas, as células apresentam aspecto poliédrico, com grandes nucleos e

capacidade migratoria e proliferativa, porém baixa contratilidade.



Segundo revisdo de literatura??, pelo menos cinco mecanismos s&o
responsaveis por esta modificacdo citopatolégica e ativacdo das CML: 1) a perda
da camada endotelial; 2) o estiramento mecanico; 3) agregacdo plaquetaria a
superficie lesada, associada a liberagcdo de grande quantidade de fatores de
crescimento; 4) formacéo de trombo local e atividade mitogénica da trombina; e 5)
reacado inflamatéria local.

As vérias etapas fisiopatogénicas do fenébmeno de reestenose foram descritas
por Schwartz et al.l9 (1995) e serdo especificadas neste paragrafo. Segundo os
mesmos, a primeira etapa ou "primeira onda" consiste na proliferacdo das células
musculares lisas (CML) na camada média, as quais se replicam desde 24 horas até duas
semanas apés a lesdo. A participagdo do fator do crescimento derivado das
plaquetas (PDGF) parece exercer acdo mitdgenica, acompanhado de antagonistas
adrenérgicos e angiotensina Il. A inibicdo destes estimulos iniciais parece exercer
resultado tardio favoravel na neoproliferacdo intimal. A “segunda onda” é
caracterizada pela migracdo das células musculares lisas através da lamina elastica
interna. Estas j& podem ser visibilizadas em contato com o limen arterial no quarto
dia apés a lesdo. Nesta fase, é decisiva a participacdo do PDGF, j& que o0 mesmo
age mais em migracdo do que em proliferacdo celular. A angiotensina Il, o fator de
transformacdo do crescimento beta (TGF-[) e o fator basico do crescimento do
fibroblasto (bFGF) podem participar desta etapa. A replicacdo das células, agora

localizadas proximas a luz do vaso, constitui a “terceira onda”, a qual pode durar de



semanas a meses. Novamente, ha provavel participacdo marcante de moléculas
estimuladoras, como o PDGF, porém mesmo com a administracdo de anticorpos
contra este fator ndo houve inibicdo da reproducdo celular. A "quarta onda" €
marcada por uma exacerbacdo da resposta aos mitdbgenos, que tém papel
fundamental na continuidade da replicacdo e migracdo das células musculares lisas.
Este processo tem duracdo de meses e pode corresponder a incidéncia clinica da
reestenose. Além das ja citadas angiotensina Il, TGF-B e bFGF, o fator de
crescimento similar a insulina-1 (IGF-1) parece ter papel nesta fase.

A ativacdo plaquetaria ocasionada pela lesdo endotelial, causa trombose
mural e persiste por um periodo de trés semanas?23. O oxido nitrico (NO) mantém a
integridade celular, pois possui propriedades antitromboéticas e antiplaquetérias.
Quando ocorre uma lesao vascular, a producdo de NO é interrompida e a sua
auséncia contribui na formacéao de trombo e desencadeamento do processo inicial
da estenose poés-lesédo. Perde-se, também uma conhecida interacdo sinérgica?* com
a prostaciclina, ocorrendo grande dano a superficie antitromboética endotelial pela
mudanca dos fatores de equilibrio tombogénicos e anticoagulantes. Além disto, a
auséncia de NO é um dos fatores causadores da aderéncia monocitaria2> e da
agregacao plaquetaria2é, fatos também demonstrados em modelo experimental?’, no

gual a inibicdo desta substéncia causou aumento na extensdo da lesdo. Ainda

levando em conta a sequéncia fisiopatologica da reestenose, o 6xido nitrico também



exerce acao anti-proliferativa nas células musculares lisas28, podendo, portanto, ter

efeito nas fases mais tardias deste processo.

2.1.2 Remodelamento

O remodelamento geométrico pode ser conceitualmente definido como a
resposta da parede arterial a agressdo, que modifica a luz arterial através do
aumento ou da diminuicdo da circunferéncia total do vaso?°. Na aterosclerose, 0
remodelamento vascular é fato bem estabelecido, ficando claro que a perda luminal
ocasionada pelo processo obstrutivo tende a ser compensada pela dilatacdo do
segmento afetado?®. Aparentemente, existe um limite apds o qual se perde esta
capacidade adaptativa e se inicia uma estenose coronariana estabelecidas30.

A artéria apos a lesdo pelo baldo pode estreitar-se ou alargar-se em resposta a
NPI, resultando em algumas anormalidades especificas3!: o remodelamento perfeito,
0 positivo, 0 negativo e o indiferente (auséncia do remodelamento). No
remodelamento perfeito, a artéria, diante da neoproliferacdo intimal, se expande
adequadamente para acomodar a neo-intima e diminui significativamente o grau de
oclusdo luminal. No positivo ou favoravel, a artéria se expande parcialmente, de
modo a reduzir a estenose, porém a mesma ocorre de maneira moderada. No

negativo ou desfavoravel, a artéria se contrai, ndo acomoda a neo-intima e a mesma



se projeta para o lumen, o que leva a piora da estenose . O remodelamento
indiferente € aquele que ndo possui papel no diametro luminal final, que acontece
somente as custas da neo-intima.

Na reestenose, a perda do remodelamento favoravel pode levar a reducéo do
[limen arterial e a consequente constricdo coronariana. Este fendémeno foi chamado
de remodelamento geométrico negativo3? e foi descrito ha cerca de dez anos.

O remodelamento proporciona uma mudanca persistente no tamanho e na
composicdo do vaso, permitindo, assim, a adaptacdo e a reparacdo diante de
agressoes. Sugere-se que os fatores responsaveis pelo fenbmeno séo estresse
hemodinamico e oxidativo, inflamacéo e expressao das metaloproteinasesss.

Embora questionado por alguns34, o remodelamento como mecanismo de
reestenose tem se estabelecido de tal forma que para outros autores é considerado
mais importante do que a prépria neoproliferacdo intimaPs. O uso do ultra-som
intracoronario tem consagrado mais ainda o remodelamento como fator de
reestenose, evidenciando a correlagcdo do grau de estreitamento luminal com a
reducdo no diametro da lamina elastica externa (LEE) e ndo com o tamanho da
massa intimal. Opondo-se a estes resultados, um estudo experimental em
coelhos36 demonstrou que a reestenose era devida, principalmente, a hiperplasia
da intima. O remodelamento negativo foi demonstrado em 10 a 16% dos vasos

com retorno angiografico da estenose.



O mecanismo do remodelamento é explicado por algumas maneiras. O dano
provocado pelo baldo ocasiona um estiramento da parede arterial, podendo levar a
compressdo da camada meédia, disseccdo dentro da intima e camada média,
hemorragia intramural, além de afetar segmentos normais do vaso. Na tentativa de
reparar esses danos, nessas disseccdes ocorrem reacfes trombogénicas e
inflamatorias3’. As modificacBes da parede vascular no processo de cicatrizacdo da
lesdo sao, portanto, responsaveis pelo remodelamento. Além disto, o chamado shear
stress ou forca de cisalhamento regula o fluxo sangiineo vascular. Este pode ser
definido como o aumento da forca que 0 sangue exerce sobre a parede vascular em
situacdes de aumento da pressédo de perfusdo. Em situacdes fisiologicas, o fluxo é
laminar e, portanto, o shear stress € diretamente proporcional a velocidade do fluxo e a
velocidade sanguinea e inversamente proporcional ao cubo do raio do vaso. No
remodelamento, a alteragdo do raio pode aumentar a forca de cisalhamento, o que
estimula a liberacdo de Oxido nitrico e prostaciclina3®. Este fato pode reforcar a hipétese
de que o suprimento adequado de NO para vaso lesado pode minimizar os efeitos
negativos do ajuste geométrico do vaso.

Foram, também, utilizados agentes antioxidantes com o objetivo de modular o
remodelamento geométrico vascular. Em coronarias de suinos, as vitaminas C e E
reduziram o remodelamento negativo apds a angioplastia por baldo. Neste trabalho,

entretanto, a area neointimal foi maior no grupo tratado do que no grupo controle3,
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Poucos trabalhos correlacionaram a administracdo de L-arginina e o
remodelamento vascular. Le Tourneau et al40 (1999) estudaram remodelamento
vascular e neoproliferagéo intimal em estudo experimental com coelhos submetidos
a ingesta de L-arginina. Apesar da inibicdo na neoproliferacdo intimal, ndo houve
reducdo luminal gracas a auséncia de remodelamento favoravel no grupo tratado

com L-arginina.

2.2 Oxido Nitrico e L-arginina

J4 se sabe ha alguns anos que endotélio € 6rgdo secretor e pode ser
considerado liberador de vérias substancias, pré e antiagregantes plaquetarias,
estimulantes e inibidoras de crescimento do musculo liso vascular, pré6 e
antifibrinoliticas. A homeostase da parede vascular resulta do equilibrio destas
atividades41.

Dentre as substancias derivadas do endotélio caracterizou-se recentemente o
fator relaxante derivado do endotélio, cujas evidéncias vém evidenciando similitude
com o NO, fazendo com que muitos estudos o identificassem como 0o mesmo?2.
Muitos tecidos sdo capazes de formar o NO a partir da L-arginina, porém o endotélio

€, sem davida, o sitio no qual sua agéo se reveste de maior importancia“3.
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A L-arginina (acido 2-amino-5-guanidinovalerico) € o precursor bioquimico do
oxido nitrico, o qual € o mensageiro enddgeno mais atuante conhecido no
endotélio*s.

A via L-arginina-0xido nitrico foi descrita h4 cerca de quinze anos* e sera
discutida neste capitulo. A conversdo bioquimica de L-arginina a Oxido nitrico
depende substancialmente de enzima NO sintase endotelial (NOSe), a qual é
estimulada por véarios agentes, entre eles a forca de cisalhamento do fluxo
sanguineo, as plaquetas agregadas, a acetilcolina, a bradicinina, a trombina e a
endotelina. Explica-se, a partir dai, a liberacdo de NO sintase (NOs) decorrente da
lesdo endotelial por baldo. Existem também descricdes de NO sintase de células do
sistema nervoso (NOSn) e uma outra, chamada de induzivel (NOSi) que, quando
exposta a citocinas ou toxinas bacterianas, causa grande liberagao de NO.

O NO tem sido descrito como um potente vasodilatador, atuando através da
ativacdo da guanilato ciclase do musculo liso vascular, fato que aumenta os niveis
de 3,5 monofosfato de guanosina (GMPc), o que causa relaxamento das células
musculares lisas#4. Muitas outras a¢fes tém sido atribuidas ao éxido nitrico, como
antiagregacdo plaquetéria, efeito antioxidante, inibicdo do efeito quimiotéxico
leucocitario, inibicdo da proliferacdo de células musculares lisas, inibicdo de
proliferacdo intimal, inibicdo de proliferacdo de moléculas de adesdo e efeito

negativo sobre a diferenciacdo de macrofagos44.
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Um dos possiveis efeitos mais importantes do NO sobre a reestenose, a
inibicdo da proliferacdo das células musculares lisas, foi descrito inicialmente em
modelos experimentais. Em porcos ateroscleréticos, a administragdo de dinitrato de
isossorbida restabeleceu a liberacdo normal de NO e inibiu a proliferacéo de células
musculares lisas*>. Um novo doador de NO, o FK 409, teve um efeito significativo,
mesmo quando administrado a partir do dia da inducdo da lesdo, provavelmente
devido a inibicdo da proliferacdo de células musculares lisas#6. De outro lado, a
administragdo cronica de inibidores de NOs em coelhos hipercolesterolémicos
resultou em aumento de neoproliferacdo intimal, inferindo ser este capaz de inibir a
mitogénese, a proliferacdo celular e, provavelmente, a sintese de colageno pelas
células musculares lisas*".

Outra acdo fundamental capaz de explicar parcialmente a possivel acdo do
NO na lesdo endotelial é a inibicdo da agregacéo plaquetéaria. O efeito antiagregante
plaquetario do NO esta relacionado a ativacdo da guanilato ciclase intraplaquetaria,
0 gue leva a um incremento de GMPc intraplaquetario, o que, por sua vez, causa a
reducdo do calcio intracelular e, subsequentemente menor ligagdo de fibrinogénio ao
receptor formado pelo complexo glicoproteina llb/llla. Azuma, Ishikawa e Sekizaki*®
(1986) foram os primeiros a demonstrar esta acdo. Estudo em seres humanos
demonstrou que a L-arginina em altas doses foi capaz de inibir a agregacéo
plaguetaria nduzida por ADP4°. A administracdo desta mesma substancia em caes

retardou a formacao de trombo®°.
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E também conhecida a inibicdo ocasionada por varios doadores de NO sobre
as funcdes das células polimorfonucleares. Uma destas acdes reside na capacidade
do NO de inativar o anion superoxido, o que minimiza a adesao leucocitariasl. Em
estudo com coelhos hipercolesterolémicos, a suplementagcdo com L-arginina
atenuou a adesdo monocitaria, fato que € revertido com a administracdo de
inibidores de NOs?’. Tem sido cada vez mais valorizada a acdo da L-arginina em
pacientes ateroscleréticos com disfuncdo endotelial que possuem elevados niveis de
dimetil-arginina assimétrica, um inibidor endégeno de NOSe>2. Além disto, o NO
modula também a expressao génica do fator quimiotatico para monaocitos (MCP-1)533,
Quando se reduz a producdo de NO, verifica-se aumento da expressdo do RNA
mensageiro (RNAm) deste fator, enquanto a adicdo de NO exdgeno a diminui.
Muitos doadores de NO foram capazes de reduzir a expresséo do fator M-CSF (fator
estimulador de colénias de macrofagos), envolvido na proliferagdo de células
espumosas®.

Na lesdo vascular existe uma reducdo aguda e possivelmente cronica na
expressdo da NOSe vascular. Em trabalho classico%5, verificou-se a¢cdo do NOs tipo
lIl a partir do sexto dia apos desendotelizacdo, com acdo maxima no 14° dia apos a
agressao. Além disso, com a lesdo do vaso, ocorre possivel aumento da formacao
de NO por fonte ndo endotelial (aumento da expressao de NOSi), como por células
do masculo liso vascular. McNamara et al.56 (1993) afirmam que o NO sintetizado

pela formacédo de NOSi poderia controlar a progresséo da lesdo ap6s dano vascular,
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pois a administracdo de L-arginina por dez semanas em animais alimentados com
dieta rica em colesterol foi capaz de causar regressdo da lesédo aterosclerética. Além
disto, o trabalho de Preik-Steinhoff et al.5” (1994) demonstrou que as células
endoteliais recuperam com grande rapidez o seu estoque de arginina, 0 que sugere
gue a administracdo da mesma pode ser feita por tempo limitado.

Outra acdo estudada do NO na lesdo vascular se da por sua possivel
capacidade de modulacdo das células endoteliais na parede vascular lesada.
Verificou-se que o nitroprussiato de sodio e a nitroglicerina induziram a sintese de
DNA em culturas de células endoteliais isoladas, com efeito sobre a angiogénese e
crescimento endotelial®8.

Pelas razdes acima expostas, torna-se possivel a hipotese de que a
administracdo de L-arginina nos primeiros dias ap0s a lesdo por baldo pode
promover reducao na proliferacdo intimal e aumentar a proliferacdo de células

endoteliais, levando a melhor adaptacéo do vaso a lesao.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho séo:

l)analisar a acdo da L-arginina por via oral na neoproliferacdo intimal apos
lesdo por baldo em artérias iliacas de coelhos hipercolesterolémicos;

2)analisar a acdo da L-arginina por via oral no remodelamento arterial apés

lesdo por baldo em artérias iliacas de coelhos hipercolesterolémicos.
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4 METODOS

Antes da realizacdo do experimento, o mesmo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Animais, conforme o Anexo |.

Este trabalho foi escrito conforme normas da ABNT, segundo orientacdo do
Mestrado em Ciéncias da Saude - PUC-PR.

Foram utilizados 19 coelhos machos albinos (Oryctolagus cunicullus) da
linhagem New Zealand, provenientes do biotério da PUCPR, com a meédia de seis
meses de idade, os quais foram divididos em dois grupos: grupo controle (GC) (n =
10) e grupo L-arginina (GA) (n = 9). Todos os animais foram submetidos a lesao por
baléo de angioplastia em suas artérias iliacas, no 15.° dia ap6s o inicio de uma dieta
hipercolesterolémica. Vinte e quatro horas depois da indu¢do do dano arterial, o GC
passou a receber solucdo de agua destilada na dose de 1 g/kg/dia e o GA iniciou a
ingestdo de L-arginina na dose de 1 g/kg/dia por 14 dias.

De cada coelho, foram consideradas duas artérias que, para efeito das
variaveis deste estudo, foram consideradas como observagfes independentes.
Desta forma, esta analise foi feita com base nos resultados obtidos em 19 artérias do
grupo controle (uma artéria foi perdida por problemas técnicos) e 17 artérias do

grupo arginina (uma artéria foi perdida por problemas técnicos). O fluxograma de
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execucao do trabalho esta sendo demonstrado na Figura 1 e sera descrito na
continuidade deste capitulo.

Os procedimentos deste estudo foram realizados no Laboratério de Técnica
Operatéria da PUCPR e no Laboratério Experimental do Centro de Estudos do
Hospital Angelina Caron. Os animais foram mantidos em gaiolas de metal, as quais
comportavam dois animais, que eram devidamente identificados com numeracao
em orelha direita. O microambiente era higienizado diariamente e recebia agua e
racdo especifica para coelhos (Nuvital®) de forma ad libitum. Durante todo o
periodo, foram respeitados os ciclos de iluminacao de 12/12 horas, as trocas de ar

foram realizadas e a temperatura foi controlada entre 19 e 23°C.



Grupo controle (GC) = 19 artérias iliacas

Grupo arginina (GA)= 17 artérias iliacas

Cortes transversais
Segmento medial

Segmento referencial

[
Andlise histolégica

quantitativa
Medidas de &rea Célculo do
(LGmen, vaso, neo- remodelamento
intima)

Analise estatistica

Coeficientes de Célculos de
correlacédo da luz significancia
estatistica

Figura 1: Fluxograma de execucéo do trabalho
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4.1 Preparo e administracdo da racao

Para a alimentacdo dos coelhos, foi preparada uma dieta
hipercolesterolémica. Para tal, foram utilizados 200g de colesterol (Sigma-Aldrich®),
dissolvidos em 800 mililitros (ml) de cloroformio (Biotec®), distribuidos em 10
quilogramas (kg) de racéo Nuvital®. O colesterol dissolvido foi distribuido com auxilio de
pulverizador sobre a racéo, a qual era colocada num recipiente plano e raso. Apés 24
horas, para adequada evaporacdo do cloroférmio, a racdo foi distribuida para os
animais. A lesdo arterial foi induzida no 15° dia apés o inicio da dieta
hipercolesterolémica e a manutencdo desta dieta ocorreu até o sacrificio dos

animais.

4.2  Anestesia e inducéo da lesédo vascular

Os coelhos foram anestesiados com Xilazina (Coopazine®-Coopers) na dose
de 5 mg/kg e Ketamina (VetanarcoP Konig) na dose de 3,5 mg/kg, por via
intramuscular na coxa. Era, entdo, colhida amostra de sangue para dosagem de

colesterol total.
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ApoOs inducdo anestésica, foram realizadas tricotomia nas regides inferior do
abdome e inguinal através de |laminas apropriadas, seguida de limpeza adequada
da topografia cirdrgica e alocacdo adequada na canaleta. Realizou-se anti-sepsia
com PVPI e utilizacdo de campos estéreis. Procedeu-se, entdo, a incisdo na pele
de 2 a 3 cm de extenséo (Figura 2) no sentido longitudinal na prega inguinal, para
exposicao das artérias femoral direita e esquerda, as quais foram reparadas com
fio de algoddo 3-0. Em seguida, realizou-se pequena incisao na parede arterial
(arteriotomia transversal), através da qual foi introduzida uma guia metalica nimero
0,014. Esta, por sua vez, permitia a insercao de cateter-baldo de 3,0 mm de didmetro
por 20 mm de comprimento (raio baldo/artéria de 2,5:1), o qual adentrava no

[imen das artéria iliaca direitas e esquerdas.

Figura 2: Aspecto demonstrativo da inciséo para acesso a artéria iliaca de coelhos
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Em cada artéria, o cateter-baldo foi insuflado pelo tempo de cinco minutos, na
pressdo de 5 atm, levando a distensdo da parede arterial. Apos desinsuflacdo do
baldo, procedia-se ligadura das artérias para contencédo do fluxo, em ponto proximal
ao orificio de entrada do sistema cateter-baldo, com fio de algodéo 3-0. Por fim, era
revisada a hemostasia e a pele suturada com fio de Vicryf 3-0.

Para efeito de analgesia, administrou-se 0 medicamento Flunixin® (Banamine-
Schering-Plough) 25 mg por trés dias. Foram utilizados, também, 100 mg/dia do
antibiético Oxitetraciclina Tormicina (Toruga®), o qual foi mantido por quatro dias

apos a operacao.

4.3  Administracdo da L -arginina e retirada das artérias

Vinte e quatro horas ap0s a realizacdo da lesdo arterial, iniciou-se a
administracdo de L-arginina para o grupo arginina na dose de 1 g/kg/dia. Esta
substancia foi administrada na forma de solucdo, previamente homogeneizada,
preparada na concentracao de 3 g /10 mL de solucdo. A mesma era retirada através
de seringa graduada, a qual foi inserida na cavidade oral do animal e tinha o émbolo
pressionado lentamente para nao haver perda da solucdo. Enquanto este

procedimento era realizado, o coelho se encontrava em uma caixa com orificio para
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sua cabeca que limitava seus movimentos e facilitava a aceitacdo da droga (Figura

3).

Figura 3: Caixa utilizada para anestesia e administracdo da L-arginina

No 15° dia apds a lesédo arterial, cada animal foi novamente pesado e
anestesiado e, ap0s procedimentos de anti-sepsia e colocacdo de campos estéreis
era realizada uma incisdo longitudinal, que se estendia desde a transicdo toraco-
abdominal até a regido pélvica, a partir de onde era prolongada até as regides
inguinais direita e esquerda. Eram visualizadas e reparadas as artérias femorais,
ililacas e aorta. Apos sacrificio com dose letal de barbitdrico, as artérias foram
lavadas e fixadas com formaldeido a 10% tamponado com fosfato (pH=7,6), pelo

periodo de 10 minutos. Realizou-se, a seguir, a remoc¢ao do bloco envolvendo
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parte da aorta e iliacas. Para identificacdo, a artéria iliaca direita foi armazenada

com um ponto na porc¢éao distal (Figura 4).

Figura 4. Espécime retirado e fixado com formaldeido 10%

4.4  Confeccao e leitura das laminas

Para andlise histolégica e morfométrica, os espécimes arteriais constituidos
pelo segmento distal da aorta até as artérias iliacas foram fixados em formalina por
24 horas e processados para a confeccao dos cortes histoldgicos.

As artérias foram submetidas a cortes transversais, com 2 a 3 mm de
espessura cada. As amostras foram colocadas em capsulas histol6gicas identificadas,

separando o segmento medial, de maior contato com o baldo, do referencial (distal e
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proximal). As amostras foram identificadas com anotacdo do niumero do coelho, do

lado da artéria iliaca, seguida pelo registro do local dos cortes.

As amostras previamente identificadas foram colocadas no autotécnico (Leica®
modelo RM2145), para processamento durante uma noite, sendo entdo desidratadas em
concentracdes diferentes e crescentes de alcool etilico a 70%, 80% e 90%. A seguir, as
mesmas foram diafanizadas em xilol, contendo misturas seqiencialmente concentradas
de parafina durante o periodo de 12 horas.

A seguir, a amostra sofria inclusdo em parafina quente (Leica® modelo
EG1160), sendo obtidos os blocos, os quais eram cortados em microtomo (Leica®
modelo RM 2145), em cortes de 5um (micrébmetros) cada um. Duas formas de
coloracdo foram utilizadas para confeccdo das laminas: hematoxilina-eosina e
elastica. As mesmas foram identificadas com o nimero do animal e o lado (direito ou
esquerdo) da artéria utilizada (Figura 5). Dos seis cortes contidos na lamina, os dois
centrais correspondiam a regido medial (considerada de maior contato com o bal&do)

e 0s quatro periféricos eram os correspondentes aos segmentos referenciais.
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Figura 5: Cortes transversais na |lamina e identificacdo

A leitura das laminas foi realizada através do programa Pro Image-plus® v.4,5
para Windows®, acoplados a microscopio Olympus® BX50 calibrado previamente
com a objetiva de 4 vezes, utilizando-se o recurso de morfometria de "area". As
medidas foram transferidas para o programa Excel for Windows®. Todas as sec¢des
transversais foram submetidas a analise, exceto aquelas cujos artefatos impediam as
medidas.

Com o objetivo de se quantificar a area luminal (AL), a area neo-intimal (ANI), a
area da camada média (ACM) e a area do vaso (AV), eram utilizados os seguintes
critérios (Figura 6):

a) AL: area compreendida pela regido interna do vaso, contida em

uma linha tracada junto ao perimetro da borda luminal;
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b) ANI: area compreendida pela regido do vaso, contida entre as linhas
tracadas sobre a borda luminal e sobre a lamina elastica interna (LEI), isto
é, AL- LELI,

c) ACM: area compreendida pela regido do vaso contida entre as linhas
tracadas sobre a LEIl e aLEE, isto é, LEE-LEI;

d) Area do vaso: area total do vaso.

Foi avaliada, também, a area luminal dos cortes histologicos e esta variavel

foi correlacionada com o grau de neoproliferagéo intimal.

Figura 6: Secg¢éo transversal com as medidas morfométricas, delineando o limen, a neo-intima

e a camada média
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A neoproliferacdo intimal foi avaliada através da relacdo da area da neo-
intima pela area da camada média para que fosse levada em conta o tamanho da
artéria. a ser analisada. Utilizou-se, portanto, como representativo do
desenvolvimento da leséo, a area neo-intimal que foi relativizada de acordo com a
dimensdo de cada vaso, ou seja, mediu-se o valor percentual da neo-intima em

relacdo a area da camada média (NI/M).

45 Remodelamento vascular

A quantificacdo de remodelamento vascular foi baseada no trabalho de
Bezerra et al®® (2001). Para tanto, calculou-se a média das areas dos vasos nos
cortes transversais dos segmentos mediais (de maior contato do baldo) e referenciais
(de menor contato com o baléo).

A razao da area total do vaso em sua por¢cdo medial pela area total do vaso
no segmento referencial, expressa em porcentagem, foi a definidora do
remodelamento.

Remodelamento = Area medial do vaso X 100%

Area referencial do vaso

Este era considerado positivo (favoravel) quando a area relativa do segmento

medial (de interesse) fosse ao menos 10% maior do que a area referencial e era dito
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negativo (desfavoravel), quando a area do segmento medial fosse pelo menos 10%
menor do que a area referencial. Caso o célculo exposto resultasse em valor menor

gue 10%, o remodelamento era dito indiferente.

46 Analise estatistica

Os resultados das variaveis NI/M, &rea do vaso e remodelamento foram
expressas por médias e desvios padrdes, enquanto que os resultados da variavel
tipo de remodelamento foi expressa por freqiéncias e percentuais. Para comparar
0S grupos controle e arginina em relagdo as meédias das variaveis NI/M, area do vaso
e remodelamento, foi usado o teste t de Student para amostras independentes,
levando-se em consideragdo a homogeneidade das variancias. Para a comparagao
dos locais medial e referencial, dentro de cada grupo, foi usado o teste t de Student
para amostras pareadas. A condicdo de normalidade foi verificada pelo teste de
Shapiro-Wilks. Nos casos de ndo normalidade, foi aplicada uma transformacéo
logaritmica aos dados. A associacdo entre variaveis foi estimada através do
coeficiente de correlacdo de Pearson. Para a comparagcao dos grupos em relacdo a
distribuicdo do tipo de remodelamento, foi usado o teste de Quiquadrado. Em todos

os testes, valores de p=0,05 foram considerados estatisticamente significantes.



5 RESULTADOS

5.1 Peso dos animais
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O peso dos animais aferido no inicio do fornecimento da dieta e no dia do

sacrificio estd demonstrado na Tabela 1. Nao houve diferenca estatistica entre os

grupos controle e arginina, demonstrando pesos semelhantes entre os grupos

comparados.

Tabela 1: Peso dos animais em g

Grupo Controle (n =10)| Grupo Arginina (n = 9)
Variavel Valor de p
Média + dp Média + dp
PESO 1 2480,00 + 477,96 2466,67 = 526,78 0,9545
PESO 2 2750,00 + 344,00 2644,44 + 415,67 0,5528

PESO 1 = Peso dos animais no inicio do fornecimento da dieta

PESO 2 = Peso dos animais no dia do sacrificio
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5.2 Niveis de colesterol

A dosagem de colesterol colhido no momento da leséo por baldo evidenciou
ambos o0s grupos (controle e arginina) com dosagens bastante elevadas e sem
diferenca estatistica entre eles (Tabela 2). A dosagem normal de colesterol nestes

animais é de cerca de 70 mg/dIo.

Tabela 2: indice de colesterol dos animais no momento da lesdo

Variavel Grupo Controle Grupo Arginina Valor de
(n=10) (n=9) p
COLESTEROL 1255,50 £+ 207,59 1242,89 + 234,58 0,9025
(mg/dL)

5.3 Neoproliferacao intimal

A comparacédo do grau de espessamento intimal comparando-se 0S grupos
controle e arginina estdo representados na Tabela 3. Houve diferenca significativa
entre o grupo tratado e o grupo nao tratado com a droga do estudo, evidenciada por
p=0,0000. A significancia estatistica se repetiu quando comparados os dois grupos

nos segmentos arteriais mediais e referenciais.



Tabela 3: Neoproliferacao intimal comparativa dos grupos controle e arginina
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Artérias controle

Artérias arginina

Variavel (n=19) (n=17) Valor de p
Média * dp Média £ dp
NI/M 0,8151 £ 0,2201 0,3296 +0,1133 0,0000
NI/M medial 0,6969 + 0,4107 0,2764 +£0,1392 0,0004
NI/M referencial 0,8655 £+ 0,2189 0,3556 +0,1357 0,0000

NI/M medial = relagcdo da area neointimal pela area da camada média no segmento medial da artéria

NI/M referencial = relagdo da area neointimal pela area da camada média no segmento referencial da

artéria

5.4 Area do vaso e remodelamento

As areas dos vasos estudados foram semelhantes nas artérias dos grupos

estudados. Nao se encontrou diferenca estatistica no grau de remodelamento

(obtido através de calculo j& demonstrado) arterial apos a lesdo por baldo. Os

resultados sao apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4: Areas dos vasos (em um) e média do remodelamento comparativa entre 0os grupos controle

e arginina
y Artérias controle Artérias arginina
Variavel Valor de p
(n=19) (n=17)
Média + dp Média + dp
; 3816949,44 + 3697901,37 +
Area do vaso 0,7262
799274,86 1203826,58
Area do vaso 4105157,21 + 3569864,55 +
0,1353
medial 939075,71 1158414,10
Area do vaso 3711643,81 + 3747981,51 +
0,8464
referencial 909300,83 1468871,72
Remodelamento 1,1415 + 0,3025 0,9927 £0,2781 0,1353

55 Luz

As areas luminais nos grupos controle e L-arginina foram estatisticamente

diferentes, conforme demonstra a Tabela 5. A comparacdo das areas luminais

relativizadas pela area do vaso (luz/AV) também demonstrou diferenca apos estudo

analitico.
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Tabela 5: Areas da luz arterial em um (Luz) e relagéo da area luminal pela area do vaso (Luz/AV)

comparativa nos grupos controle e arginina

Variavel Artérias controle Artérias arginina Valor de
(n=19) (n=17) p
Média + dp Média + dp
Luz 432757,53 £ 834759,88 + 332284,62 <0,0001
108578,89
Luz/AV 0,1190 + 0,0447 0,2346 + 0,0726 <0,0001

5.6 Coeficientes de correlacéo

Os coeficientes de correlacdo entre a area luminal e 0 espessamento neo-

intimal sdo expostos nos Graficos 1 e 2, evidenciando extensa associacao entre a

luz e a relagdo NI/M. Nos Graficos 3 e 4, demonstra-se extensa correlacdo entre a

relacdo da area luminal pela area do vaso e 0 espessamento neo-intimal nas artérias

dos grupos controle e arginina.
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Gréfico 1: Coeficiente de correlagdo da area luminal com a relacdo NI/M nas artérias estudadas do

grupo arginina
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Grafico 2: Coeficiente de correlagdo da &rea luminal com a relacdo NI/M nas artérias estudadas do

grupo controle
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Grafico 3: Coeficiente de correlagdo da raz&o &rea luminal/area do vaso com a relacdo NI/M nas

artérias estudadas do grupo arginina
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Gréfico 4: Coeficiente de correlacdo da razdo area luminal/area do

artérias estudadas do grupo controle
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5.7 Tipos de remodelamento
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O célculo individual do remodelamento em cada artéria estudada evidenciou

os resultados apresentados na Tabela 6. Apos tratamento estatistico, os tipos de

remodelamento encontrados foram semelhantes nos grupos controle e arginina

(p=0,6118).

Tabela 6: Tipos de remodelamento nos grupos controle e arginina

Tipo de remodelamento Artérias controle Artérias arginina
Positivo 9 (47,37%) 6 (35,29%)
Indiferente 6 (31,58%) 5(29,41%)
Negativo 4 (21,05%) 6 (35,29%)
Total 19 17

No Anexo Il, descrevem-se os graus de remodelamento encontrados em cada

artéria, bem como os valores morfométricos encontrados nas mesmas.
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6 DISCUSSAO

6.1  Modelo experimental

Os aspectos fisiopatogénicos e a resposta terapéutica observada em um
experimento animal podem nédo ser perfeitas na sua validade externa, pois as
caracteristicas genéticas e fenotipicas determinam respostas diferentes em
humanos e animais. Os fenédmenos trombogénicos, as atividades inflamatérias e
proliferativas do vaso diferem em alguns pontos entre as espéciestl. Os coelhos
hipercolesterolémicos desenvolvem lesbes ateromatosas, predominantemente
formadas por macrofagos ricos em lipidios e ndo apresentam o aspecto de lesao
fiboromuscular, o que usualmente é encontrado nas lesfes aterosclerdticas de
humanos. Além disto, as atividades inflamatoria e proliferativa do vaso nao
ocorrem da mesma maneira. A aterosclerose em humanos progride de maneira
lenta e gradual, o que faz com que a lesdo aterosclerética enha caracteristicas
normalmente excéntricas e com calcificacbest2. No modelo deste trabalho, a leséo
neointimal que se desenvolve a partir da insuflacdo do baldo, ocorre de forma
semelhante no didmetro vascular, jA que os fatores indutores tendem a ser o0s
mesmos nas diferentes porgcbes. Apesar disso, Post et al.3> (1994) relataram a

vantagem do uso do animal hipercolesterolémico, levando em conta o custo-
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beneficio e a facil disponibilidade. Em recente reviséo, ressaltou-se a praticidade de
manipulacdo dos modelos experimentais em coelhos®3. Além disso, a caracteristica
da hiperplasia neointimal e proliferativa foi vista como vantajosa para estudo, quando

se comparam coelhos normais e hipercolesterolémicoss>.

Como ja foi estabelecido e previamente estudado em muitos artigos ja
citados, o modelo experimental utilizado neste trabalho pode ser considerado uma
das maneiras fundamentadas para estudo de neoproliferacdo intimal apés

angioplastia.

6.2  Neoproliferagao intimal

Quase trinta anos apds a realizacdo da primeira angioplastia coronariana
(ATC), este procedimento se tornou uma intervencédo rotineira. Segundo recente
revisdo, a ATC constitui o procedimento cardiologico invasivo mais comum realizado
na sociedade ocidental®8. Tal fato tornou a reestenose uma verdadeira epidemia
dentro da cardiologia mundial. Segundo estatisticas e projecdes, o custo deste
fendmeno nos EUA em 2001 esteve por volta de 900 milhdes de dolares, contando
com cerca de 45.000 casos*8.

Sem duvida, o advento do stent modificou o foco de estudo da reestenose.

Conforme j& descrito, a reestenose é considerada multifatorial; porém, estudos com
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ultra-som vém demonstrando um papel significativo do remodelamento arterial nas
ATCs feitas apenas com baldo. Mintz et al.®® (1996) analisaram resultados com este
método em 212 pacientes e observaram que 73% da reducdo luminal foi devida ao
fendbmeno do remodelamento. Entretanto, a ocorréncia de reestenose depois do
implante de stent € quase exclusivamente explicada pela hiperplasia neo-intima®.70,

A diferenca estatistica significativa detectada neste estudo sugere ser a L-
arginina capaz de inibir a neoproliferacdo intimal no modelo experimental em
guestdo. Tais resultados foram semelhantes aos encontrados por Le Tourneau et
al40 (1999) em experimento com coelhos hipercolesterolémicos. No trabalho deles,
entretanto, apesar de efetiva inibicdo no espessamento da neo-intima ndo se
identificou real beneficio na dimenséo luminal. No presente estudo, os coeficientes
de correlagdo com a luz arterial demonstraram que a area neo-intimal foi o fator de
maior importancia na determinacédo da luz arterial. Além disso, houve comprovado
aumento da area do orificio luminal no grupo tratado com a droga.

Heller et al?! (1999) investigaram a acdo do 6xido nitrico, através de seus
doadores, sobre a proliferacdo de células endoteliais humanas. Além de detectarem
efetiva inibicdo da mesma, estes autores sugeriram que os efeitos inibidores do NO
ocorrem quando ha presenca de NOs em grande quantidade associada a uma
producdo persistente e continua de 6xido nitrico. Essa manutencéo de niveis altos
do vasodilatador no endotélio pode explicar o beneficio encontrado com o uso da L-

arginina no presente trabalho.
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Em modelo experimental com coelhos hipercolesterolémicos, Greenlees et
al.”2 (1997) notaram beneficio efetivo da L-arginina na neoproliferacédo intimal. Para
tanto, o0 aminoécido foi administrado dois dias antes da lesao por baldo e seu uso foi
mantido por duas a quatro semanas ap0s a mesma. Os autores ressaltam,
entretanto, que, a droga reduziu a funcdo endotelial, prejudicando a capacidade do
mesmo de inibir agregacdo plaquetéaria. Este fator ndo foi estudado no presente
trabalho, mas deve ser levado em conta em estudos futuros.

O significativo efeito encontrado no espessamento neo-intimal apdés
administracdo de precursores de NO vem sendo estudado desde a década de 1990.
McNamara et al.>6 (1993) iniciaram a administracdo de L-arginina (0,5 g/kg) para
coelhos hipercolesterolémicos dois dias antes da lesdo por cateter e encontraram
reducdo da hiperplasia intimal em 39%. Este efeito foi revertido por um inibidor da
NOs, fato que sugere que a referida situagdo ocorra pelo suposto mecanismo de
conversao para oxido nitrico. No presente trabalho, entretanto, utilizou-se dose maior
de L-arginina e ndo se administrou a medicacdo previamente a inducédo da lesao,
tendo sido o grau de inibicdo ainda maior do que o encontrado por estes autores.

Alguns estudos com L-arginina em seres humanos ndo demonstraram efeitos
favoraveis na taxa de reestenose. Dudek et al6465 (2002, 2004) aplicaram a droga
em humanos de maneira intravascular, seguida de administracdo oral de 6 g/dia por
14 dias ap6s a angioplastia. Apesar de ndo ter havido diferenca na taxa de

reoclusdo e na neoproliferacdo intimal, esta dose € bem mais baixa do que a
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utilizada no presente trabalho. Entretanto, Suzuki et al.”® (2002) aplicaram
topicamente L-arginina através do cateter de angioplastia e encontraram resultados
favoraveis apos seis meses do procedimento. Estes autores utilizaram 600 mg da
droga e obtiveram significativa reducéo da hiperplasia neo-intimal no grupo tratado,
detectada por avaliacdo com ultra-som endovascular.

Apesar de estabelecida a acdo, o mecanismo através do qual o 6xido nitrico
age na inibicdo da proliferacdo de células endoteliais e neo-intimais ainda persiste
obscuro. Heller et al.’1 (1999) descreveram, em estudo experimental, que a acéo de
doadores de Oxido nitrico esta ligada a formacdo do mesmo. Entretanto, segundo
estes autores, inibidores do GMPc ndo alteraram a acdo destas substancias e €
possivel qgue a NOs induzida produzida pelo endotélio lesado seja responsavel por
este beneficio.

A aplicabilidade da inibicdo do espessamento neo-intimal pelo 6xido nitrico
esta longe de se limitar apenas a reestenose. Em enxertos venosos implantados na
circulacdo arterial, a L-arginina reduziu o espessamento intimal em 36%, com a
utilizacdo de gel doador de Oxido nitrico na superficie do vaso’. Além disto, um
polimero da L-arginina demonstrou beneficio dose-dependente em reduzir a
hiperplasia da intima em modelo venoso’>. Em estudo recente, verificou-se, que a
inibicdo da via natural do éxido piora a disfuncdo endotelial causada por rejeicéao

apos transplante cardiaco e acelera a vasculopatia relacionada ao coracdo
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transplantado. Sugere-se que a preservacao da integridade desta via deve ser
usada para prevenir esta afeccao clinica’s.

Ha poucos estudos na literatura, entretanto, sobre o uso da L-arginina em via oral
na espécie humana. Mediante o presente trabalho, acredita-se haver possibilidade

de reconsiderar a questao.

6.3 Remodelamento

A relacdo do NO com o remodelamento tem seu substrato baseado na
inibicdo da neoproliferacao intimal, na producéo de metaloproteinases e na apoptose
das células musculares lisas. A ativacdo da matriz de metaloproteinases é necesséria
para que o remodelamento adaptativo arterial ocorra. O NO é capaz de regular a
expressao das metaloproteinases, podendo também mediar seus fatores inibitorios.
Em estudo experimental, sugeriu-se que as deficiéncias de NO alteram a
homeostase entre os fatores formadores e inibidores, favorecendo a degradacao da
matriz extracelularss,

Segundo Wilenski et al.37 (1995), no periodo de 28 dias apos a leséo arterial,
ocorre a maior producdo de matriz extracelular pelos miofibroblastos da adventicia e
das CML da camada média, que influenciam no remodelamento. Outros autores,

entretanto, sugerem que o aparecimento de remodelamento é mais tardio, ocorrendo
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somente 6 a 12 semanas apoés a inducéo da lesédo vascular, dependendo ainda dos
niveis de colesterol e do grau de lesdo do vaso®’. Portanto, o fato de ndo ter havido
diferenca entre os tipos de remodelamento em ambos 0s grupos (controle e arginina)
pode ndo significar obrigatoriamente que a droga € inerte com relacdo a este fator,
tendo em vista que o tempo de observacédo dos animais foi inferior ao descrito em
alguns trabalhos.

De acordo com Azuma’’ (1999), as acOes de vasodilatacdo, anti-agregacgao
plaquetaria e inibicdo das células musculares lisas séo inibidas no vaso lesado por
reducdo do NO vascular. Este fato ocasiona acao exacerbada da endotelina-1 (E-1),
0 que causa vasoconstricdo e estimulo mitogénico, tendo possivelmente acdo no
remodelamento. A administracdo de inibidores exdgenos de NO por duas semanas
em coelhos resultou em aumento do estoque de E-1, o que aumentou a
vasoconstricdo e, possivelmente alterou remodelamento.

Em um dos poucos estudos sobre o tema, notou-se auséncia de
remodelamento favoravel ou positivo (alargamento do vaso) no grupo de animais
tratados com L-arginina, fato que n&o ocorreu nos outros grupos. Estes autores
sugerem, portanto, que esta droga teria efeito inibitério no remodelamento favoravel,
0 que compensaria negativamente seu beneficio na neoproliferacdo4?. O sacrificio
dos animais foi em 28 dias. Isto pode significar que a acdo do NO no remodelamento
ocorre entre duas e quatro semanas apds a angioplastia. E importante ressaltar

algumas diferencas, entretanto, entre o trabalho de Le Tourneau et al.40 (1999) e o
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presente estudo. Naquele, a L-arginina foi acrescentada a agua dos animais, fato
considerado pouco eficiente, pois ndo ha controle sobre a adequada hgesta do
aminoécido e a dose real do mesmo. Além disto, a leséo foi desenvolvida numa fase
inicial, através de um cateter de Fogarty® e a angioplastia foi realizada seis semanas
apos este procedimento. Portanto, 0 modelo experimental foi diferente. Finalmente,
no presente trabalho, foi considerada para analise histolégica a média dos cortes
arteriais que tiveram contato com o baldo. No estudo de Le Tourneau et al. 40 (1999),
considerou-se apenas o corte de menor didmetro luminal, o que também pode ser
considerado um fator de confusdo, pois a amostra se concentra em uma leitura,
aumentando a margem de erro.

Neste trabalho, demonstrou-se a presenca de grande beneficio luminal e
auséncia de remodelamento positivo no grupo tratado com L-arginina. O modelo
experimental em questdo tem sido amplamente utilizado para avaliagcdo de
neoproliferacdo intimal. Os coeficientes de correlacdo demonstram claramente que
grande parte do resultado luminal final € ocasionado pelo espessamento da intima.
Portanto, o papel do remodelamento neste trabalho foi pequeno. A utilizagdo de
artérias sem fixacdo com pressao sistémica tem sido apontado como um fator que
superestima os valores reais do remodelamento’8. Aléem disto, a retracdo do tecido
apos o sacrificio pode levar a falhas no dimensionamento real deste fator. O uso do
ultra-som intravascular tem sido citado como bastante adequado para esta

avaliagao’®.
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6.4 Reestenose

Conforme ja demonstrado, a ruptura da placa, associada ao dano mecanico
do endotélio, parece ser capaz de desencadear uma reacao inflamatoéria exagerada,
incluindo infiltrac&o linfo-monocitaria, migracao e proliferacdo de células musculares
lisas, quimiotaxia e agregacao plaquetaria. A fisiopatologia desta reacdo exacerbada
€ imunomediada e dependente de TNF-alfa, interleucina-1 e 6, PGDF, fatores de
crescimento derivados de insulina e muitos outros. Por isso, € possivel que a
solucdo para o problema venha com uma associacdo de drogas, orais e topicas,
capazes de levar a inibicao proliferativa, sem causar danos ao organismo como um
todo.

Houve entusiasmo inicial com o uso de inibidores de glicoproteinas IIB/IIIA na
contencdo da reestenose. O abciximab, além de fazer a ligagdo na propria proteina,
liga-se também a receptores localizados nas células musculares lisas e tem
afinidade por sitios em granuldcitos e mondcitos. De acordo com o grande estudo
EPIC, houve reducdo de 24% de reestenose em seis meses com a utilizagdo do
abciximab®0, Entretanto, estudos posteriores ndo foram capazes de demonstrar este
resultado8!. Ainda na linha antiplaquetaria, procurou-se evidenciar beneficio do uso
do cilostazol na neoproliferacdo intimal. Tsuchikane et al.82 (1982) demonstraram
gue esta substancia atenuou a neoproliferacdo intimal apés ATC com baldo.

Resultado semelhante ndo foi encontrado em estudo com nUmero maior de
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pacientes83. Houve, entretanto, beneficio especial para pacientes diabéticos. Uma
das acdes do oOxido nitrico reside na sua capacidade anti-agregante, fazendo com
gue a L-arginina possa oferecer beneficio neste mecanismo.

A utilizac&o de inibidores de metaloproteinases (IM) se baseia no fato de que,
para ocorréncia de migracdo de células musculares lisas, ndo bastam habilidades
migratorias. A célula deve, também, ter capacidade degradativa para o colageno e
matrizes protéicas. As metaloproteinases também tém sido associadas ao
remodelamento arterial, j& que o esqueleto extracelular do vaso sofre danos pelas
mesmas, modificando a sua conformacdo geométrica. O batimastat, um IM né&o
especifico, ndo demonstrou efeito na neoproliferacdo arterial em iliacas porcinas,
tendo havido beneficio no remodelamento84. Existem, entretanto, poucos estudos na
literatura em humanos com esta classe de drogas. Segundo recente publicacao, a
presenca da forca de cisalhamento inibe a migracao de células musculares lisas por
regulacdo negativa da atividade das metaloproteinases, a qual ocorre através de
mecanismo mediado por NO#85, Este fato pode ser uma das explicacdes para a acdo
da L-arginina na neoproliferagdo intimal.

Antioxidantes tém sido empregados com relativo sucesso na tentativa de
inibicdo neoproliferativa. As vitaminas C e E parecem ndo ter acdo sobre a
reestenosell, entretanto o probucol pode reduzir a reestenose angiografica em cerca

de 50%1186, Porém, para tal beneficio, possivelmente o0 mesmo deve ser
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administrado cerca de um més antes da angioplastia e ter seu uso mantido por cerca
de 24 a 26 semanas apo6s o procedimentoll,

Recentemente, a braquiterapia tem sido testada e, por vezes empregada na
tentativa de resolucdo da reducdo luminal apds angioplastia. Baseia-se no
pressuposto de que a radiacdo ionizante provoca modificacdes celulares que
impedem a replicagdo por alteracdes nucleares, minimizando desta maneira a
neoproliferacdo intimal. Em modelo experimental semelhante ao utlizado neste
trabalho,8” demonstrou-se redugédo na neoproliferacdo intimal com a utilizacdo de 15
Gy de samario-153 dentro do baldo de angioplastiad’. Porém, tem sido crescente a
percepcéo da radiolesdo vascular, fato que limita esta modalidade para utilizar doses
gue possivelmente seriam mais efetivasss.

Um dos maiores avancos na area da hemodinamica reside, sem duvida, no
advento crescente dos stents revestidos com imunossupressores, notadamente a
rapamicina e o paclitaxel. Houve grande entusiasmo inicial com o estudo RAVEL16
e, em trabalhos posteriores, a utilizacdo de rapamicina8® foi confirmada como opcéao
eficaz para reestenose. Em recente artigo®, entretanto, a persisténcia de taxa
elevada de reestenose em pacientes diabéticos evidenciou a ndo resolucao
completa do problema e a necessidade de solu¢cdes complementares. Além disso,
na maioria dos paises, o uso deliberado de stents revestidos com drogas € limitado

pelo alto valor financeiro destes equipamentos.
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Pelo exposto, a busca de solucdo para a reestenose avancou muito nos
ultimos anos. Ndo houve, entretanto, solucdo definitiva para o problema, a qual,
possivelmente envolvera uma combinacdo de técnicas e medicacdes. Nesse
contexto, a possibilidade da L-arginina ter seu papel na prevencéao deste fendmeno
surge em um momento no qual a funcdo endotelial normal esta sendo cada vez mais
valorizada e a doenca do endotélio responsabilizada por um grande numero de
entidades patolégicas. A administracdo de L-arginina em estudos clinicos nao
resultou em efeitos colaterais mais importantes e se mostrou especialmente benéfica
em momentos de elevacao sérica do inibidor da NOs (dimetilarginina)®l. A utilizacéo
desta substancia para reestenose se baseia nas propriedades farmacoldgicas acima
expostas e necessita de maiores estudos.

O resultado encontrado neste trabalho difere do que havia na literatura até a
presente data, pois a L-arginina demonstrou beneficio efetivo na dimenséo luminal,
agindo positivamente na neoproliferacdo intimal e de forma neutra no
remodelamento. Levando em conta sua baixa toxicidade, esta droga poderia ser
uma opcao isolada ou associada a demais estratégias de inibicdo da reestenose,

apos novos estudos.
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7 CONCLUSAO

A partir deste trabalho, é possivel concluir que, no modelo experimental

utilizado e na dose empregada, a L-arginina:

1)é capaz de reduzir a neoproliferacdo intimal em artérias iliacas de coelhos

hipercolesterolémicos;

2)ndo tem acéo sobre o remodelamento arterial.
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HOSPITAL E MATERNIDADE ANGELINA CARON
Coordenacéao de Ensino e Pesquisa

Campina Grande do Sul, 23 de outubro de 2002

De
Para

Assunto

Titulo do projeto

COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA
Dr. Jose Knopfholz <jknopfholz@hotmail.com>

Parecer (referéncia projeto de dissertacao)

EFEITO DA L-ARGININA NA N}EOPRONLIFERA(;AO INTIMAL E NO
REMODELAMENTO ARTERIAL APOS LESAO POR BALAO EM ILIACAS DE
COELHOS HIPERCOLESTEROL EMICOS

Relator
Dr.Jodo Carlos Domingues Repka

Animais a serem utilizados
19 coelhos

Avaliacao dos procedimento (s) previsto (S) :

Procedimento(s)

Avaliacéo / sugestao(s)

Anestesia : xilazina 5 mg/Kg associado a

Ketamine 3,5 mg/Kg, sob a forma de injecdo

intramuscular em regido da coxa.

Satisfatoria

Estabelecer critério de avaliagdo de
perda de nocicepcdo, sugerimos aqueles
determinados por BACELAR (1999).

Tricotomia em regido inferior do abdome e

inguinal.

Satisfatério
Evitar equimoses e outras lesdes que
possam evoluir durante o experimento com

infeccéo e dor.

Anti-sepsia com iodo.

Satisfatorio

Incisdo na prega inguinal de 2 a 3 cem de
extensdo no sentido longitudinal, e exposicdo das

artérias femorais direita e esquerda.

Satisfatorio

Introducdo de uma guia metélica nimero

Satisfatério
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0,014, pord os cateteres baldo de 3,0 mm de
diametro por 20 mm de comprimento, a serem

inseridos no limen da artéria iliaca.

Nos coelhos do grupo 1 ( controle), os
cateteres serdo insuflados pelo tempo de 5 minutos,

com agua destilada e com a pressao de 5 ATM.

Satisfatério

Nos coelhos do grupo 2 (irradiados) os
cateteres baldo serdo insuflados com uma solucéo
de '**samarium EDTMP sob a mesma pressédo e

tempo do grupo 1.

Satisfatorio

Ao término do procedimento, o baldo sera
desinsuflado e as artérias ligadas com fio de

algodéo 3-0.

Satisfatorio

A pele serda suturada e a seguir
administrado por via intramuscular o analgésico
flunixin 25 mg e 100 mg de antibidtico

oxitetraciclina 100 mg.

Satisfatério

O analgésico sera mantido por 2 a 3 dias e

o antibidtico por 4 dias, apds a operagao.

Satisfatério

Verificar as caracteristicas clinicas
como pilo-erecdo, deambulacdo e apetite,
sinais cardeais de dor em animais, caso
estejam presentes, sugerimos adequar a

dose do analgésico (Dipirona)

Os coelhos serdo encaminhados novamente
para a gaiola, juntamente com mesmos dois outros
animais do periodo prévio a esta fase, para melhor

adaptacao.

Satisfatério

Ao 15  aos animais serdo pesados e
anestesiados e retirado amostra de sangue para 0s
exames laboratoriais, através de  puncédo
intracardiaca, a seguir administrado dose letal de

barbiturico.

Satisfatorio

As artérias serdo e lavadas e fixadas com
formaldeido 10% tamponado com fosfato (ph=7,6),

sendo em seguida identificadas e removidas.

Satisfatério

As carcacas serdo removidas para o
expurgo hospitalar e transportadas para o aterro

sanitario de Curitiba.

Satisfatério
Sugerimos envolver cada carcaca em

sacos plasticos de lixo hospitalar e fecha-los
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de maneira hermética.

Serdo respeitadas as normas de
Biosseguranca previstas para a manipulagdo de

animais de laboratério e de material radioativo.

Satisfatério
Sugerimos as normas do Colégio

Brasileiro de  Experimentagdo  animal

(COBEA)

Somente estardo envolvidos

experimento profissionais com

comprovada nesta metodologia

experiéncia

neste Satisfatério

Parecer Final :

Todos os procedimentos analisados pela Comissdo de Etica em Pesquisa

foram considerados satisfatorios, sendo este protocolo autorizado para sua

execucao nas dependéncias do centro de experimentacao animal deste hospital.

Nome: Profissao/ Maior
Especialidade Titulagéo
Isabel Cristina de Souza Assistente Social Graduacédo

Fernando Zendbio de Carvalho Economista Especializacao
Antonio Celso Albuquerque Advogado Graduacédo
Médico
Joéo Eduardo Leal Nicoluzzi Cirugia Geral Doutorado
Transplantes
_ Farmacéutico .
Antonio Borges Neto . Graduacédo
Biogquimico
i . ) Padre
José Messias Almeida Santos ] Mestrado
Teologia
Meire Cristiane Cordeiro Nutricionista Graduacéo
o Farmacéutica
Ana Cristina Hansaul ] o Mestrado
Biogquimica
Sunilda W.C.Marmanillo Psicéloga Graduacéo
o Médico o
Irinei Melek Especialista

Clinico Geral
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Médico Especialista/
Pedro Ernesto Caron L
Cirurgiao Geral Mestrando

o . Médica o
Cristiane Lange Saboia . Especializacao
Hematologista

Atenciosamente

Dr.Jodo Carlos Domingues Repka
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