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INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

A doenga arterial obstrutiva periférica (DAOP) apresenta prevaléncia de 3 a 10%,
aumentando para 20% nos pacientes com mais de 70 anos. Pode ser assintomatica ou
importante causa de morbidade nos pacientes com claudicagdo intermitente e isquemia critica
(1). Quando indicado o tratamento com intervengdo, a técnica endovascular representa o
tratamento inicial na maioria das classificagdes anatomicas nos diferentes sitios arteriais (1, 2)
e em varias condigdes clinicas, como pacientes com diabetes e insuficiéncia renal cronica (3,
4). No segmento aorto-iliaco, mesmo lesdes anatomicas TASC C e D (classificadas segundo o
Transatlantic Inter-Society Consensus — TASC) podem ser tratadas com angioplastia com
cateter baldo com sucesso técnico inicial superior a 70%, porém com perviedade primaria de
60% devido a reestenose ao longo do tempo, sendo necessarios procedimentos adicionais para

manter a perviedade (5-8).

1 Reestenose pos-angioplastia

A dilatagdo com baldao da parede arterial provoca desendotelizacao da parede arterial e
a deposi¢ao de plaquetas e fibrina no local (9). A formagdo de complexos locais entre
plaquetas/plaquetas, plaquetas/leucocitos e leucdcitos/células endoteliais ¢ mediada por
moléculas de adesdo como a P-selectina (10-12). Esta ¢ a base fisiopatologica para a
inflamacado e trombose que ocorrem apds a lesdo arterial. A liberacao de citocinas aumenta a
migracao de leucdcitos para o interior da parede arterial, cruzando a camada de plaquetas e
fibrina. Fatores de crescimento também sdo liberados pelas plaquetas, leucécitos e células
musculares lisas vasculares (CMLV). Assim, a reestenose ¢ causada primariamente pelos
efeitos da migracao e proliferagdo das CMLV (13).

A proliferacao celular apds o implante do stent ocorre precocemente como parte da

resposta a lesdo vascular e tardiamente em torno das hastes do stent. A formac¢ao de neointima



¢ necessaria para a cicatrizacdo adequada do vasos, prevenindo a exposicao das hastes do
stent ao fluxo sanguineo, mas o excesso de neointima pode provocar estreitamento do l[umen a
vascular (14, 15). A proliferacdo das CMLV na intima ¢ o inico determinante da reestenose
apo6s o implante de stent, mas na angioplastia isolada com cateter baldo a reestenose ¢ causada
pelo recuo eléstico da artéria, associado a migragdo e proliferagdo da CMLV e producao

excessiva de matriz extracelular (15-17) (Figura 1).

Figura 1 - Remodelamento negativo induzido pela angioplastia com cateter baldo e implante de stent.

* Adaptado de Curcio, Circulation Journal, 2011.

O endotélio representa papel central na manutencao do equilibrio vascular, através dos
efeitos anti-inflamatoério e anticoagulante das células endoteliais (18). Foi demonstrado, em
modelo da angioplastia de cardtida em ratos com cateter baldo, que o primeiro evento que
permite a migracao e proliferacdo das CMLV da camada média para a intima ¢ a ruptura da
lamina elastica interna (LEI) (17, 19). Neste estudo, a proliferacdo da CMLV teve grande
correlacdo com a ruptura da LEI, que ocorreu em 40% dos animais submetidos a angioplastia

(Figura 2). Por outro lado, quando a LEI permaneceu intacta, a forma¢do de neointima foi



minima (17). Outro dado importante foi a demonstragdo do remodelamento negativo da
artéria cardtida de ratos apos a angioplastia com cateter.

A proliferacio das CMLV ¢ proporcional ao grau de lesdo vascular. Modelo de
angioplastia com baldo de Fogarty em cardtida de ratos demonstrou proliferagio de CMLV
em 100% dos casos. Foi realizada trés passagens do baldo no vaso com diferentes niveis de
pressao de insuflacdo: 0, 0,5, 1,0, 1,5 e 2 atm (20). Analises histologica e molecular através da
medida do RNA do proto-oncogene c-Fos (ativado durante a proliferacido das CMLV)
demonstraram que o grau de proliferagdo neointimal € proporcional a pressdao de insuflagdao

do balao (20).

Artéria Normal Baldo de Fogarty Cateter Baldo de Angioplastia

Sem Neointima Neointima Sem Neointima Neointima

100% LEI Intacta=60% Ruptura da LEI=40%

Figura 2 - Fisiopatologia da reestenose apds lesdo vascular com baldo. Cortes histologicos
representativos: primeiro, com coloragdo de Van Gieson x100; no meio, hematoxilina-eosina x400;
por ultimo, com desenhos esquematicos x400. Artéria carotida comum de rato sem lesdo por baldo
(A), apos lesdo com baldao de Fogarty 2 Fr (B), apds lesdo com cateter baldo (C) e apos 28 dias de
lesdo com cateter baldo (D). A lesdo do baldo de Fogarty 2 Fr provocou a formagdo de neointima
homogénea sem a ruptura da lamina elastica interna (LEI) (B). O cateter baldo provocou formagao
insignificante de neointima quando a LEI permaneceu intacta (C). Lesdo neointimal excéntrica foi
observada quando houve ruptura da LEI (setas) (D).

* Adaptado de Curcio, Circulation Journal, 2011.



1.1 Mecanismos moleculares da reestenose

As principais vias comuns intracelulares que utilizam multiplos receptores para
transmitir os sinais mitogénicos da membrana para o nucleo na CMLV apds lesdao arterial
induzida por cateter baldo ou stent estdo sumarizadas na figura 3 (15, 21). A inibi¢do da
proliferagdo da CMLV pode ser atingida bloqueando a via Ras-Raf-MAPKK (22, 23) ou
ativando a sinalizagdo da proteina quinase A dependente de adenosina monofosfato ciclica

(cAMP) (24, 25).

<&
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Figura 3 - Mecanismos moleculares de proliferacdo das células musculares lisas vasculares. Uma vez
ativado, o receptor de tirosina-quinase desencadeia uma cascata de fosforilagdes de tirosina, que levam
a formagdo de um complexo ternario de ligacdo ao receptor da proteina RAS. A RAS ativa liga a
serina da proteina quinase RAF [também chamada MEKK ou MAPKKK (proteina quinase quinase
quinase ativada por mitoégeno)], que ativa a MAPKK/MEK (proteina quinase quinase ativada por
mitoégeno). Essa cascata culmina na ativacdo dos fatores de transcricdo nucleares. No outro lado da
figura, o receptor de sete segmentos transmembrana, apds ligacdo do hormoénio, ativa a cascata de
proteina G heterotrimérica. A Ga (ligagdo ao GTP) ativa a adenilato ciclase (AC), o que aumenta a
producdo da adenosina monofosfato ciclica (¢(CAMP). A cAMP liga a enzima tetramérica da proteina
quinase A (PKA) e dissocia a enzima, liberando a subunidade catalitica ativada (C), que fosforila
varios substratos no citoplasma, incluindo a RAF. Uma fragdo de C migra para o nucleo, onde
estimula a transcri¢do de varios genes responsivos a cAMP, levando a supressdao ou a estimulacdo do
crescimento celular.

*Adaptado de Curcio, Circulation Journal, 2011.



2 Efeitos biologicos do cilostazol

Farmacos tém sido utilizados na tentativa de reduzir o risco de reestenose apods
procedimentos vasculares percutaneos. O cilostazol ¢ um inibidor da fosfodiesterase III e foi
aprovado nos Estados Unidos da América desde 1999 para o tratamento de claudicagdo
intermitente em pacientes com DAOP. A inibicdo da fosfodiesterase Il aumenta os niveis de
cAMP, e como as plaquetas e as CMLV tém expressao dessa enzima, isso explica os efeitos

do cilostazol no sistema cardiovascular (Figura 4) (26).

2.1.1 Efeitos antitrombdticos e antiplaquetarios

Estudos em animais revelam que o cilostazol inibe a agregacdo plaquetaria (27, 28).
Esse efeito ¢ dose-dependente e ocorre com ou sem a presenga de células endoteliais (29). O
cilostazol ¢ um efetivo agente antitrombotico, como demonstrado em estudo experimental de
lesdo endotelial na cardtida (30). O cilostazol apresentou resultados semelhante a ticlopidina,
quando associado ao 4acido acetilsalicilico (AAS), na inibicdo da agregacdo plaquetaria
induzida pelo estresse de cisalhamento, apds intervengdo coronaria em paciente com infarto
agudo do miocardio (31). Estudo com 689 pacientes comparou o uso de cilostazol e
clopidogrel associados ao AAS na prevengao de complicagdes tromboticas apds o implante de

stent coronariano, ndo demonstrando diferenca (32).

2.1.2 Efeitos vasodilatadores
O cilostazol possui amplo, mas nao uniforme, efeito vasodilatador. Promove dilatacao
mais acentuada das artérias vertebrais e femorais do que das artérias renais. Em caes
anestesiados, a administracdo intra-arterial de cilostazol produziu maior aumento do fluxo
sanguineo nas artérias vertebrais e femorais (33, 34). O tratamento com cilostazol aumentou o
cAMP intracelular nas CMLV de artérias mesentéricas e coronarias em coelhos (35).
Em seres humanos, foi demonstrado o aumento do fluxo sanguineo nas extremidades

aferido por pletismografia em pacientes com DAOP tratados com cilostazol (36).
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2.1.3 [Efeitos na reducao dos lipidios

Estudos em ratos demonstraram que o cilostazol diminui os triglicerideos e aumenta o
colesterol HDL plasmatico, efeito que parece ser mediado pelo aumento plasmatico da lipase
lipoproteica (37).

Estudo em 189 pacientes com DAOP avaliou o efeito do cilostazol nos lipidios
plasmaticos (38). Apds 12 semanas de uso de cilostazol 100 mg duas vezes ao dia, os
triglicerideos diminuiram 15% (p < 0,001), o colesterol HDL aumentou 10% (p < 0,001), ¢ a
apoliproteina A1 aumentou 5,7% (p < 0,01). Houve tendéncia de diminui¢do da
apolipoproteina B. O colesterol LDL nao apresentou alteracdo. O cilostazol também
aumentou o tempo de distancia caminhada em 35% (p = 0,0015) e o indice tornozelo-braco

em 9% (p <0,001).

2.1.4 Efeitos antiproliferativos

Para estudar os efeitos do cilostazol no nimero de CMLV, os pesquisadores realizam
cultura destas células oriundas de 6rgaos humanos e adicionam o cilostazol em uma cultura
com fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF). Com o PDGF, h4d aumento
significativo do nimero de CMLV (p < 0,01), e a adicao de cilostazol inibe a proliferacao de
maneira dose-dependente (p < 0,05) (39).

O primeiro possivel mecanismo do efeito antiproliferativo do cilostazol nas CMLV ¢ a
inibicdo da via proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), proteina que tem funcao
importante na regulacao das CMLV (40).

O aumento do cAMP causado pela diminui¢do da atividade de inibicdo da
fosfodiesterase III inicia uma cascata de eventos que inclui a regulacdo de antioncogenes p53
e p21 e do fator de crescimento do hepatdcito (HGF). O HGF estimula a rapida regeneracao

de células endoteliais que inibe a formacao neointimal (34, 41).
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Inducdo da apoptose pode ser outro mecanismo antiproliferativo do cilostazol.
Apoptose pode ser induzido diretamente pela proteina p53 ativando o gene bax, mediado pelo
antioncogene p21. Isso ¢ muito importante, pois a acumulacao de células no espago intimal ¢
essencial para a progressao da lesdo vascular. A lesdo neointimal ¢ a consequéncia das
alteragdes do balanco de morte e multiplicagdo celular (41). Experimentos com culturas de
CMLV demonstraram que a proteina p53 foi sub-regulada pelo PDGF, efeito este atenuado
pela adicao de cilostazol. As CMLV estimuladas por PDGF aumentaram a taxa de apoptose
com a adic¢ao de cilostazol (39).

Outro potencial mecanismo do cilostazol ¢ a interferéncia direta em varios fatores de
crescimento. Inclui a inibicdo do fator de crescimento epidérmico ligado a heparina (HG-
EGF) em macrofagos e CMLV (42). Inibe também moléculas de adesdo, como a molécula 1
de adesao da célula vascular (VCAM-1) e a proteina-1 quimioatraente de monocito (MCP-1);

ambas promovem a interagdo dos leucocitos circulantes com a superficie endotelial (34).

Efectores

l cilostazol L[:‘ >[ pnﬁﬂ
—_
— 1 -
At s CAMP S,Mﬂ Elggra 4 - Efeljcos fisiologicos da
L s inibicdo da fosfodiesterase 111 (PDE3).

‘ Nas células ricas em PDE3, como os
midcitos cardiacos, células musculares
PKA lisas vasculares (CMLV) e nas
plaquetas, a inibi¢do da PDE3 provoca
l o aumento do monofosfato ciclico de
o adenosina (cAMP) resultando na
Fostoriacan/dos MetMosc A fosforilagdo dos substratos da proteina
v quinase A (PKA).
\/

*Adaptado de Liu, Cardiovascular

Contratilidade Cardiaca 4 Lipidios Drug Reviews, 2001.

Plasmaticos

Relaxamento CMLV
* Agregacao Plaquetaria *

v
Proliferagdo CMLV *
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2.2 Efeitos do cilostazol na reestenose — estudos in vivo

2.2.1 Estudos em animais

Estudo em 23 caes avaliou o efeito do cilostazol na artéria iliaca. Foi realizada
angioplastia com stent associado a embolizacdo com molas da femoral comum para redugdo
do fluxo no eixo iliaco. Os resultados demonstraram reducdo da hiperplasia neointimal e
auséncia de oclusdo trombotica no grupo cilostazol, comparativamente ao grupo controle
(43).

Modelo de enxerto livre de aorta de rato avaliou o uso local de gel com cilostazol
comparado ao controle. Foi produzida estenose na anastomose distal da aorta infrarrenal do
rato receptor. Os resultados histopatologicos demonstraram reducdo na razdo da area da
intima/média em 86% no corpo de enxerto e 75,8% na anastomose distal no grupo tratado
(44). Outro modelo do mesmo grupo de pesquisadores utilizou enxerto livre de veia femoral
interposta na aorta de ratos, sendo aplicado localmente gel de cilostazol, comparado ao
controle. Também foi realizado modelo com estenose na anastomose distal. Houve uma
redu¢do na média da area neointimal de 87,1% no corpo do enxerto e de 78,9% na
anastomose distal (45).

Trabalho com 12 caes submetidos a interposicao da veia jugular na artéria carotida
comum estudou o uso de cilostazol via oral comparado com placebo desde 7 dias antes do
procedimento até 28 dias apos. Os dados demonstram que houve reducao na razao da area da
intima/média (46).

Estudo em suinos comparou o uso de stent com eluicdo de cilostazol versus stent
convencional em artérias coronarias, com seis suinos em cada grupo. Anélise histopatologica
ap6s 28 dias mostrou reducdo de 23% na érea intimal do grupo com stent com eluicao de

cilostazol (1,58 versus 2,05 mm?’; p = 0,04) (47).
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Artérias carotidas de ratos foram submetidas a angioplastia com cateter de Fogarty e
avaliadas ap6s administragcdo local de gel com cilostazol (n = 12) ou gel placebo (n = 14).
Apods 2 semanas, o grupo tratado apresentou menor area intimal (hiperplasia neointimal) na

analise histopatoldgica (0,06 versus 0,15 mm?*; p < 0,001)(17).
2.2.2 Estudo em humanos

2.2.2.1 Territorio coronario

Os maiores estudos sobre o uso do cilostazol para prevencdo de reestenose foram
realizados em artérias coronarias de seres humanos.

O estudo COMPASS avaliou 106 lesdes em artérias corondrias pequenas (diametro
menor que 3 mm). Foram randomizadas 50 lesdes para o grupo tratado somente com stent e
56 lesOes para angioplastia com cateter baldo em associagdo ao cilostazol na dose de 100 mg
duas vezes ao dia. Todos os pacientes receberam aspirina na semana anterior ao
procedimento, e seu uso foi suspenso se randomizado para o grupo angioplastia + cilostazol.
No grupo tratado com stent, foi utilizado ticlopidina por 30 dias apds o procedimento. A taxa
de reestenose foi menor no grupo angioplastia + cilostazol, mas ndo foi estatisticamente
significativa (13,2 versus 24,5%; p = 0,11). Houve também tendéncia nao significativa a uma
taxa maior de nova revascularizagdao da lesdo alvo no grupo stent (22,0 versus 10,7%; p =
0,10) (48).

O RACTS foi estudo randomizado com 397 pacientes que comparou o uso de
cilostazol 100 mg duas vezes ao dia por 6 meses versus ticlopidina na dose de 250 mg duas
vezes ao dia em submetidos a angioplastia coronariana com stent. Todos pacientes receberam
aspirina 100 mg ao dia por 6 meses. Nao houve diferenca no desfecho combinado de morte,

infarto, acidente vascular cerebral e trombose do stent. Houve reducdo de nova
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revascularizagdo na lesdo-alvo no acompanhamento de 9 meses (22,9 versus 32,7%; p = 0,03)
(49).

O estudo CREST randomizou 705 pacientes submetidos a implante de stent coronario
para receber, além da aspirina, cilostazol 100 mg em duas doses diaria ou placebo. Todos os
pacientes receberam clopidogrel por 30 dias. A reestenose foi avaliada com angiografia
quantitativa em 6 meses e ocorreu em 22% dos pacientes no grupo cilostazol comparado com
34% no grupo placebo (p = 0,002) (50).

O ensaio clinico DECLARE-DIBETES avaliou o uso de terapia antiplaquetaria tripla
versus dupla em paciente diabético apds o implante de stent farmacologico. O estudo
multicéntrico e randomizado incluiu 200 pacientes no grupo AAS, clopidogrel e cilostazol
comparando 200 pacientes no grupo AAS e clopidogrel por 6 meses. Houve menor reestenose
no segmento tratado (8 versus 15,6%; p = 0,033), mas ndo foi estatisticamente significativa a
taxa de Obitos, infarto do miocardio e nova revascularizacdo da lesdo-alvo (51). O
DECLARE-LONG 1II estudou o uso da terapia antiplaquetaria tripla versus dupla em
pacientes com lesdes coronarias longas ( = 25 mm), sendo necessario o uso de stent
farmacologico = 30 mm. Novamente, a taxa de reestenose foi menor (10,8 versus 19,1%; p
=0,016%) e ndo obteve significancia estatistica em desfechos clinicos como morte e infarto do
miocardio (52).

Metandlise de 23 ensaios clinicos randomizados incluindo 5.428 pacientes avaliou o
uso do cilostazol apos intervencdo corondria com angioplastia isolada, implante de stent,
aterectomia ou implante de stent farmacologico. O acompanhamento médio foi de 6 meses. O
uso do cilostazol reduziu a reestenose na angiografia binaria (risco relativo de 0,6; 0,49-0,73)
e necessidade de nova revascularizacao da lesdo-alvo (risco relativo de 0,69; 0,55-0,86) (53).

Outra metandlise incluiu 10 ensaios clinicos randomizados e 2.809 pacientes

submetidos a angioplastia coronariana com stent convencional e stent farmacologico. Foram
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comparados os grupos com tripla antiagregacdo (AAS, clopidogrel e cilostazol) com a dupla
antiagregacao (AAS e clopidogrel). O uso do cilostazol foi associado a reducdo da reestenose
angiografica (risco relativo de 0,52; 0,41-0,66) e nova revascularizacdo da lesdo-alvo (risco

relativo de 0,38; 0,25-0,58) (54).

2.2.2.2 Territorio carotideo

Foram identificados somente dois trabalhos retrospectivos apos angioplastia carotidea
com stent. No primeiro, 113 pacientes submetidos a angioplastia carotidea receberam aspirina
e outro agente antiplaquetario, que poderia ser cilostazol, ticlopidina ou clopidogrel por 3
meses. Apos esse periodo, o paciente era mantido com somente um agente antiplaquetario.
Comparando os pacientes que utilizaram cilostazol com os demais, houve redu¢do na taxa de
reestenose intra-stent em 12 meses (0 versus 15,7%, p = 0,03) (55) . No segundo, 553
pacientes submetidos a angioplastias foram avaliados para reestenose intra-stent, definida
como maior que 50% pela angiografia ou ultrassonografia com Doppler. Do total, 230
pacientes utilizaram cilostazol (37,4%). No acompanhamento de 30 meses, a incidéncia de
reestenose intra-stent ou necessidade de nova revascularizacao da lesdo-alvo foram menores

no grupo tratado com cilostazol (1,4 versus 6,4%; p = 0,006) (56).

2.2.2.3 Territorio vascular periférico

No segmento vascular periférico, poucos estudos avaliaram o efeito do cilostazol.

Em estudo retrospectivo com 141 pacientes submetidos a angioplastia do segmento
femoropopliteo, o uso de cilostazol reduziu a necessidade de revasculariza¢do da lesdo-alvo
(tratada previamente) de 32 para 12% (p < 0,01) em um periodo de acompanhamento médio
inferior a 24 meses (57). O mesmo autor conduziu posteriormente estudo prospectivo e
randomizado com 127 pacientes submetidos a tratamento endovascular de lesdes primarias no

segmento femoropopliteo. Foram divididos em dois grupos que receberam cilostazol na dose
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de 200 mg ao dia ou ticlopidina também na dose de 200 mg ao dia, acrescidos de AAS na
dose de 100 mg ao dia. Perviedade do segmento tratado foi acompanhada por ultrassonografia
com Doppler. O grupo cilostazol apresentou redug¢do da necessidade de novo tratamento na
lesdo-alvo e diminui¢do na taxa de reestenose, amputacao e morte (58).

Uso do cilostazol na claudicacao intermitente e DAOP femoropoplitea foi avaliado em
80 pacientes randomizados para receber cilostazol além do AAS ou somente AAS apos o
tratamento endovascular. Em acompanhamento de 2 anos, a reestenose foi menor no grupo
cilostazol (43,6 versus 70,3%, p = 0,02), assim como a taxa livre de nova revascularizagdao da
lesdao-alvo foi maior no grupo cilostazol (84,6 versus 62,2%, p = 0,04) (59).

Em 618 pacientes com isquemia critica de DAOP infrainguinal submetidos a
tratamento endovascular, o uso do cilostazol foi avaliado retrospectivamente. Cilostazol foi
utilizado em 356 pacientes versus 262 que formaram o grupo controle. Os desfechos foram
avaliados em 5 anos. A taxa livre de amputacdo e de salvamento de membro foi maior no
grupo cilostazol (47,7 versus 32,7%, p < 0,01; e 86,6 versus 75,3%, p < 0,01). No entanto, a
sobrevida global e a taxa livre de nova revascularizagdo da lesdo-alvo ndo foram diferentes
(43,9 versus 46%, p = 0,24; e 39,9 versus 31,8%, p =0,21) (60).

Estudo foi conduzido em 372 pacientes com insuficiéncia renal cronica dialitica,
submetidos a angioplastia de vasos dos membros inferiores, na qual um grupo recebeu
cilostazol, além do tratamento clinico padrdo. A perviedade foi de 52,4% no grupo cilostazol
versus 32,9% no grupo controle (intervalo de confianca de 0,39 a 0,77) na anélise da curva de
Kaplan-Meier em 5 anos (61). Outro estudo retrospectivo avaliando 174 pacientes em
hemodidlise foi realizado pelo autor. Neste, os pacientes submetidos a tratamento
endovascular somente do segmento femoropopliteo foram incluidos. A taxa livre de

reestenose significativa em 6 anos no grupo cilostazol foi de 59,5 versus 50,6% no grupo
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controle (intervalo de confianca de 0,45 a 0,88). Houve também menor taxa de amputagado e
necessidade de novo tratamento na lesdo-alvo (62).

Apesar dos estudos acima demonstrarem que o uso do cilostazol apos procedimentos
endovasculares reduz a taxa de reestenose no eixo arterial periférico (especialmente no
segmento femoropopliteo), ndo estd definido sobre desfechos maiores como amputacao e
morte. Além disso, também ndo foi avaliado se sua aplicacdo pode ser estendida a outros

sitios arteriais, como o eixo iliaco.
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OBJETIVO
O objetivo do trabalho ¢ avaliar se a administracao sist€émica de cilostazol reduz a
hiperplasia neointimal nas artérias iliacas de suinos submetidas a angioplastia com cateter

baldo.
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RESUMO
Objetivo: Avaliar se a administracdo sistémica de cilostazol reduz a hiperplasia neointimal
nas artérias iliacas de suinos submetidas a angioplastia com cateter baldo.
Métodos: O trabalho foi desenvolvido na Unidade de Experimentacdo Animal do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Vinte suinos foram submetidos a angioplastia com cateter baldo 6 x
40 mm na artéria iliaca comum direita, guiada por ultrassonografia com Doppler. Os animais
foram randomizados em dois grupos: grupo 1 (n = 10), no qual foi administrado cilostazol 50
mg em duas doses diarias, e grupo 2 (n = 10), considerado controle. Apds 30 dias, os animais
foram sacrificados, ¢ as artérias iliacas preparadas para andlise histologica. Os cortes
histologicos foram digitalizados e analisados por morfometria digital. A analise estatistica foi
realizada com o teste ¢ de Student e 0 de Mann-Whitney.
Resultados: Comparando as artérias iliacas submetidas a angioplastia com as ndo submetidas
a angioplastia, houve hiperplasia neointimal significativa (0,228 versus 0,119 mm?; p =
0,0001). Nas artérias submetidas a angioplastia, ndo houve diferenca entre o grupo 1
(cilostazol) e o grupo 2 (controle) na 4rea do laimen (2,277 versus 2,575 mm?; p= 0,08), area
da intima (0,219 versus 0,237 mm?; p = 0,64), area da média (2,262 versus 2,393 mm?*; p =
0,53) e no percentual de obstrugao neointimal (8,857 versus 9,257 %; p = 0,82).
Conclusdo: O uso de cilostazol 50 mg em duas doses diarias ndo reduziu a hiperplasia

neointimal em artérias iliacas de suinos submetidas a angioplastia com cateter baldo.

Palavras-chave: hiperplasia neointimal, cilostazol, angioplastia transluminal, artéria iliaca
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INTRODUCAO

A doenga arterial obstrutiva periférica apresenta prevaléncia que pode chegar a 20%
nos pacientes com mais de 70 anos e ¢ importante causa de morbidade (1). Quando indicado o
tratamento com intervengao, a técnica endovascular representa o tratamento inicial na maioria
das classificacdes anatoOmicas nos diferentes sitios arteriais (1, 2) e em varias condig¢des
clinicas (3, 4). A taxa de sucesso inicial do tratamento endovascular ¢ alta, superando 90% no
segmento aorto-iliaco, porém a perviedade cai ao longo do tempo devido a reestenose (5-8).

Farmacos tém sido utilizados na tentativa de reduzir o risco de reestenose apods
procedimentos vasculares percutdneos. O cilostazol possui efeito antiplaquetario,
vasodilatador e antiproliferativo (33, 34, 42). E um inibidor seletivo da fostodiesterase III e
promove o aumento da adenosina 3’,5’-monofosfato ciclico nas plaquetas e nas células
musculares lisas. A sequencia de eventos estimula a rapida regeneragao de células endoteliais,
que inibe a formagao neointimal por dois mecanismos: bloqueio do crescimento anormal de
c¢lulas musculares lisas vasculares (CMLV) e melhora da fun¢do endotelial (34, 36, 42, 63-
66). Esses mecanismos podem ser responsdveis pela redu¢do da reestenose apods stent
coronariano verificada em ensaios clinicos ¢ metanalises (48, 50-54).

Hé estudos com pequeno ntimero de pacientes analisando o uso de cilostazol apds
procedimentos endovasculares periféricos, especialmente no segmento fémoro-popliteo, com
resultados iniciais favoraveis (57, 58, 60, 61). No entanto, ndo esta definido se sua aplicagdo
pode ser estendida a outros sitios arteriais.

O objetivo do trabalho ¢ avaliar se a administracdo sistémica de cilostazol reduz a
hiperplasia neointimal nas artérias iliacas de suinos submetidas a angioplastia com cateter

baldo.
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METODOS
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Grupo de Pesquisa ¢ Pos-Graduagio
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e conduzido conforme protocolo da Unidade

de Experimentagdao Animal do HCPA.

Preparacdo dos animais

Os procedimentos foram realizados em 20 suinos da raga Large White, originados de
diferentes matrizes, com idade média de 8 semanas, na Unidade de Experimentacdo Animal
do HCPA, com acompanhamento de um veterindrio € uma enfermeira.

Os critérios de exclusdo estabelecidos previamente a execugdo do experimento foram:
trombose ou ruptura do segmento submetido a angioplastia; reintervencao devido a
sangramento; Obito do animal antes do prazo estabelecido para a retirada dos segmentos
arteriais; falhas técnicas no preparo ou no processamento dos tecidos.

Os suinos foram pré-medicados com cetamina (15 mg/kg) e midazolam (0,8 mg/kg)
por via intramuscular. Ap6s 10 minutos, foi realizado o acesso a veia cefalica para
administracao de solugdo fisiologica 0,9% (5 ml/kg/h). Durante o procedimento, os animais
receberam oxigénio 100% através de mascara facial, que acoplada ao focinho permitia a
monitoracdo da frequéncia respiratdria. Também foi monitorada a frequéncia cardiaca e o
reflexo de retirada da pata anterior. Os animais foram mantidos sob sedagdo profunda, através
de administracdo em bolo de propofol ao efeito. Foi realizada infiltragdo com lidocaina (4
mg/kg) no local do acesso a artéria femoral. Antes do inicio do procedimento, foram

administrados o analgésico tramadol (2 mg/kg) e o antimicrobiano cefazolina (20 mg/kg).

Técnica de angioplastia com cateter baldo
A artéria femoral comum direita foi exposta cirurgicamente. Através de pun¢ao direta

da artéria femoral comum com agulha 18 G, foi avancado fio guia hidrofilico 0,035 pol e
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inserido introdutor 6 Fr de 11 cm. Sob controle ecografico, o fio guia foi direcionado até a
aorta abdominal. Nesse momento, os animais receberam heparina intravenosa (Heptar,
Eurofarma) na dose de 100 Ul/kg.

A ultrassonografia com Doppler (equipamento TITAN, SonoSite) foi realizada no
transoperatorio para afericdo dos diametros da artéria iliaca comum direita e da aorta
abdominal distal. A seguir, realizou-se o posicionamento do cateter baldo 6 x 40 mm (Passeo-
35, Biotronik) na artéria iliaca comum direita, a partir da trifurcagdo da aorta sob controle
ecografico. A angioplastia foi realizada durante 1 minuto com pressdo de 8 atm. O didmetro
do cateter baldo selecionado foi para se obter o dimensionamento 10-20% superior ao da
artéria iliaca comum nessa faixa etaria, semelhante ao adotado nas intervencgdes em pacientes.
Ao término da angioplastia, a ultrassonografia com Doppler foi novamente realizada para
confirmacao da perviedade arterial do segmento iliaco.

Apos a retirada do introdutor e do fio guia, a artéria femoral comum foi suturada, ¢ a

regido inguinal fechada com fio inabsorvivel. Nao houve complicacdes transoperatodrias.

Administracdo do cilostazol

Os suinos foram randomizados em dois grupos. de 10 animais. No grupo 1, foi
administrado cilostazol (Vasativ, Eurofarma) 50 mg em duas doses didrias, e o grupo 2 foi
considerado controle. Os animais foram marcados com brincos numerados de cores diferentes
para adequada identificacao.

No periodo pds-operatdrio, os animais foram alojados em baias especificas, com agua

corrente e racao balanceada para a idade e sem suplementagao lipidica adicional.

Analise histologica
Ap6s 30 dias, os animais foram novamente anestesiados e submetidos a laparotomia

mediana com exposicao da aorta abdominal e das artérias iliacas. Os espécimes cirargicos
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contendo a aorta abdominal distal e as artérias iliacas foram removidos em bloco apds uma
dose letal de tiopental sodico a 2,5%.

Para avaliagdo com a microscopia Optica, os espécimes cirurgicos foram irrigados com
solucdo de NaCl 0,9% e fixados em solucdo de formalina tamponada neutra a 10%. As
artérias iliacas comuns direitas (submetidas a angioplastia) e esquerdas (ndo submetidas a
angioplastia) foram seccionadas transversalmente em trés pontos medidos a partir da
trifurcacdo aortica: 10 mm, 20 mm e 30 mm. Esses pontos correspondem, respectivamente, as
localizagdes 25%, 50% e 75% do comprimento do baldo utilizado (40 mm). Os segmentos
foram incluidos em blocos de parafina, seccionados em cortes de 4 um e corados com as
técnicas hematoxilina-eosina, de Verhoeff e orceina.

As imagens dos cortes histologicos foram digitalizadas para a analise morfométrica
através dos programas de morfometria e analise de imagem Image-Pro Plus versdo 6.0 (Media
Cybernetics — Silver Spring, EUA) e Image (Scion Corporation — EUA). As imagens dos
cortes histologicos foram digitalizadas a partir da microscopia Optica convencional:
microscopio com lentes plano-acromaticas (Zeiss Axiostar — Alemanha) com fototubo
ajustado para magnifica¢do de 0,25, camera de circuito fechado colorida (Sony DXC-151 —
Japao) e placa de conversdao analdgica digital (Image-Pro Plus Capture Kit, Media
Cybernetics — Silver Spring, EUA), gerando arquivos de imagem com 2.560 x 1.920 pixels.
As imagens foram digitalizadas com aumento microscopico de 40 vezes.

A planimetria das 4reas do limen arterial, da camada intima e da camada média foi
realizada com técnica automatizada, sem a interferéncia do observador. A area do limen foi
obtida por medida direta da area delimitada pelo endotélio; a da intima, subtraindo-se a area
do limen da delimitada pela 1amina elastica interna; a area da média, subtraindo-se a area do
limen e da intima da delimitada pela lamina eléstica externa. Os resultados das medidas

morfométricas das areas do lumen, da intima e da média estdo apresentados em numeros
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absolutos (milimetros quadrados), utilizando-se a média das areas dos trés segmentos obtidos
de cada artéria conforme descrito previamente. Adicionalmente, foram calculados a soma da
area da média e da area da intima e o percentual de obstrugdo neointimal dividindo-se a area

da intima pela area delimitada pela lamina elastica interna.

Analise estatistica

A andlise dos dados foi realizada através do programa IBM SPSS Statistics 19. Na
estatistica descritiva, utilizou-se a média e o desvio padrdo para as variaveis paramétricas € a
mediana e o intervalo interquartis para as variaveis nao paramétricas. Na comparagao entre os
grupos, foram utilizados o test ¢ de Student e o teste de Mann-Whitney. O valor de p < 0,05

foi considerado estatisticamente significante.
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RESULTADOS

Todos os 20 animais submetidos a angioplastia concluiram o estudo. A perviedade das
artérias iliacas foi avaliada diretamente durante a retirada dos tecidos para analise histologica.

Nao houve diferenca no peso dos animais entre os grupos (24,83 versus 22,90 kg; p =
0,34). O diametro da artéria iliaca comum direita (média de trés afericdes) também ndo foi
diferente (5,07 versus 4,87 mm; p = 0,39).

Comparando-se a area da intima na artéria iliaca comum direita (submetida a
angioplastia) com a area da intima na artéria iliaca comum esquerda (ndo submetida a

angioplastia), observa-se hiperplasia neointimal significativa (0,228 versus 0,119 mm?; p =

—

0,00001) (Figura 1 e 2). Essa diferenca persiste mesmo quando estratificada pelo grupo
(cilostazol) e grupo 2 (controle) (Figura 3).

Os dados da morfometria digital das artérias iliacas comuns direitas submetidas a
angioplastia com cateter baldo sdo apresentados na Tabela 1. Comparando os grupos
(cilostazol versus controle), nao ha diferenca na area do lumen, area da intima, area da média,

area da média + intima e no percentual de obstru¢ao neointimal (Tabela 1 e Figura 4).
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DISCUSSAO

A reestenose apoOs angioplastia com cateter baldo ¢ causada pelo remodelamento
elastico negativo e pela proliferacdao e migracao das CMLV (17). Nesse modelo, a resposta da
parede arterial ao dano provocado pela angioplastia ¢ a liberagdo de fatores de crescimento e
outros fatores biologicamente ativos, que mudam a composi¢do da matriz extracelular e
promovem a mudanca fenotipica das CMLV de contrateis para sintéticas (desdiferenciacao),
levando a proliferagdo das células na camada média e migragdo para a camada intima,
formando a neointima (15).

Modelos animais com suinos refletem melhor a fisiopatologia da reestenose que
ocorre nos humanos, com fases da formagdo neointimal similares (67-70). Além disso, os
suinos apresentam semelhancas na anatomia vascular, no sistema de coagulagdo e na
fisiologia; e em animais de médio porte, podem ser utilizados os mesmos materiais utilizados
em humanos, sem a necessidade de adaptagdes (70).

O modelo experimental suino de angioplastia com cateter baldo em artérias coronarias
conseguiu provocar hiperplasia neointimal significativa somente quando houve ruptura da
lamina elastica interna (71). Em artérias cardtidas de ratos, os resultados sdo semelhantes
(17). Trabalho prévio comparando angioplastia versus angioplastia com stent em artérias
iliacas de suinos concluiu que o uso do stent provoca maior hiperplasia neointimal (72). Esses
trabalhos prévios também utilizavam a técnica de multiplas angioplastias com o objetivo de
provocar maior lesdo a parede arterial. Neste estudo, houve hiperplasia neointimal
significativa mesmo utilizando o sobredimensionamento do cateter baldo comumente
utilizado na pratica clinica de até¢ 20% e insuflacdao tnica do cateter baldo, o que pode ter
provocado menor lesdo a parede arterial em comparagdo a estudos que utilizam um maior

sobredimensionamento ¢ multiplas insuflagdes.
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A opcao pela utilizacdo da técnica sem stent reside no fato de que, apesar de a maioria
dos trabalhos avaliar o uso de cilostazol em procedimentos com uso de stent em artérias
coronarias (50-52), carétidas ou periféricas (58, 60), a angioplastia isolada com cateter balao
no segmento iliaco ainda permanece como procedimento importante na terapéutica
endovascular (6).

Estudos experimentais demonstraram que em torno de 4 semanas a hiperplasia
neointimal estd completa, semelhante a identificada nos humanos em 6 a 12 meses (73-75).
Um periodo maior de administragdo de cilostazol provavelmente ndo acrescentaria beneficio.

Uma das limitagdes deste estudo ¢ a avaliacdo da resposta da parede de artérias
normais. A extrapolacdo dos dados ¢ limitada, pois no contexto clinico as artérias tratadas
apresentam estenoses ou oclusdes aterosclerdticas. O uso de dieta aterogénica parece nao
aumentar a hiperplasia neointimal em resposta a lesdo da parede vascular em modelo suino
(76).

A dose de cilostazol de 50 mg em duas doses didrias utilizada neste estudo ¢ similar a
dose maxima utilizada em adultos, € ndo foram observados efeitos adversos ou alteracao no
padrao comportamental nos suinos tratados. Outra limitacdo do estudo ¢ a nao administra¢ao
de outros agentes antiplaquetarios, como acido acetilsalicilico, clopidogrel e ticlopidina,
utilizados em estudos clinicos (57, 58). No entanto, a utiliza¢do isolada do cilostazol permite
avaliar o efeito da droga, ja que a associacdo com outros farmacos pode ter efeito bioldgico
diverso.

Estudos prévios com modelos animais demonstraram que a administracdo do
cilostazol reduziu hiperplasia neointimal em modelos animais que estudaram artérias
coronarias (47), carotidas (77) e em enxertos venosos (45, 46). Somente um estudo, em
modelo canino, avaliou o efeito do cilostazol na artéria iliaca. Foi realizada angioplastia com

stent associado a embolizacdo com molas da femoral comum para reducdo do fluxo no eixo
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iliaco. Os resultados demonstraram reducao da hiperplasia neointimal e auséncia de oclusao
trombotica no grupo cilostazol, comparativamente ao grupo controle (43).

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

O dados deste trabalho permitem concluir que o uso de cilostazol 50 mg em duas
doses diarias durante 30 dias nao reduziu a hiperplasia neointimal em artérias iliacas de suinos

submetidas a angioplastia.
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Figura 1 - Fotomicrografia das artérias iliacas comuns de um mesmo suino (coloragdo pelo
método orceina, aumento original de 40 vezes). Em A, artéria iliaca comum direita submetida
a angioplastia demonstrando a hiperplasia neointimal (setas). Em B, artéria iliaca comum

esquerda nao submetida a angioplastia (artéria normal).
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Figura 2 - Gréfico comparando a é4rea da intima na artéria iliaca direita (submetida a
angioplastia) e na iliaca esquerda (ndo submetida a angioplastia). O valor do p demonstra que
houve hiperplasia neointimal estatisticamente significativa nas artérias submetidas a

angioplastia.
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Figura 3 - Grafico comparando a é4rea da intima na artéria iliaca direita (submetida a
angioplastia) e na iliaca esquerda (ndo submetida a angioplastia). O valor do p demonstra que
houve hiperplasia neointimal estatisticamente significativa nas artérias submetidas a

angioplastia, mesmo quando estratificado pelos grupos cilostazol e controle.
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Tabela 1 - Dados da morfometria digital

Cilostazol (n=10) Controle (n= 10) p
Area do lamen (mm?) 2,277+0,654 2,575+0,594 0,08
Area da intima (mm?) 0,219+0,071 0,237+0,098 0,64
Area da média (mm?) 2,262+0,449 2,393+0,492 0,53
Area da média + intima (mm?) 2,481+0,478 2,631+0,508 0,50
Obstrucdo neointimal (%) 8,857+3,464 9,257+4,417 0,82
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Grupo 1 = Cilostazol 50 mg duas vezes ao dia
Grupo 2 = Controle

Lamen intima Média Média + intima
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Figura 4 - Grafico comparando 4rea do limen, area da intima, 4rea da média e area da média
+ intima entre os grupos. O valor do p demonstra que nao houve diferenga entre os grupos

cilostazol e controle.
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ABSTRACT
Objective: To evaluate whether systemic administration of cilostazol reduces neointimal
hyperplasia in the iliac arteries of pigs after balloon angioplasty.
Methods: This study was conducted in the Experimental Animal Unit of Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, Brazil. Twenty pigs underwent angioplasty of the right common iliac artery
under Doppler ultrasound guidance using 6x40-mm balloon catheters. The animals were
randomized to one of two groups: group 1 (n = 10) received 50 mg cilostazol in two doses a
day; and group 2 (n = 10) was the control group. After 30 days, the animals were killed and
their iliac arteries were prepared for histological analysis. Histological images were
digitalized and analyzed using digital morphometry. The Student ¢ and the Mann-Whitney
tests were used for statistical analyses.
Results: Iliac arteries that underwent angioplasty had significantly more neointimal
hyperplasia than those with no angioplasty (0.228 versus 0.119 mm?; p = 0.0001) Group 1
(cilostazol) and 2 (control) had no significant differences in lumen (2.277 versus 2.575 mm?;
p = 0.08), intima (0.219 versus 0.237 mm?; p = 0.64) or media (2.262 versus 2.393 mm?*; p =
0.53) area, or in percentage of neointimal obstruction (8.857 versus 9.257 %; p = 0.82).
Conclusion: The use of 50 mg cilostazol in two doses a day did not reduce neointimal

hyperplasia in iliac arteries of pigs that underwent balloon angioplasty.

Key words: neointimal hyperplasia, cilostazol, transluminal angioplasty, iliac artery
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INTRODUCTION

The prevalence of occlusive peripheral arterial disease, an important cause of
morbidity, may reach 20% in patients older than 70 years (1). When an intervention is
indicated, the endovascular technique is commonly selected for the initial treatment of most
classifications of lesion morphology in different artery sites (1, 2) and in various clinical
conditions (3,4). The success rate of initial endovascular treatment is high and greater than
90% in the aortoiliac segment, but patency decreases along time due to restenosis (5-8).

Several pharmacological agents have been studied in the attempt to reduce the risk of
restenosis after percutaneous vascular procedures. Cilostazol, which has an antiplatelet,
vasodilatory and antiproliferative effect (9-11), is a selective phosphodiesterase III inhibitor
that promotes the increase of adenosine 3’°,5’-monophosphate concentrations in platelets and
smooth muscle cells. Two mechanisms in this sequence of events stimulate the rapid
regeneration of endothelial cells that inhibit neointimal formation: suppression of the
abnormal growth of vascular smooth muscle cells (VSMC) and improvement of the
endothelial function (34, 36, 42, 63-66). These mechanisms may be responsible for the
reduction of restenosis after coronary stenting, as reported in clinical trials and meta-analyses
(48, 50-54).

Studies with small numbers of patients evaluated the use of cilostazol after peripheral
endovascular procedures, particularly in the femoropopliteal segment, and initial results were
positive (57, 58, 60, 61). However, no study has defined whether the use of cilostazol may be
extended to other arterial sites.

This study evaluated the effect of the systemic administration of cilostazol on the
reduction of neointimal hyperplasia in the iliac arteries of pigs that underwent balloon

angioplasty.
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METHODS
This study was approved by the Ethics Committee of the Graduate Studies and
Research Group of Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Brazil, and was conducted

in agreement with the protocols of the HCPA Animal Experimentation Unit.

Animal Preparation

Twenty Large White pigs from different dams and mean age of 8 weeks were used in
the study. Procedures were conducted in the HCPA Animal Experimentation Unit and were
followed by a veterinary and a nurse.

Exclusion criteria, defined before the experiment was conducted, were: thrombosis or
rupture of the segment that underwent angioplasty; repeat intervention due to bleeding; and
animal death before the time defined for the removal of arterial segments; or technical errors
in tissue preparation or processing.

The pigs were premedicated with IM ketamine (15 mg/kg) and midazolam (0.8
mg/kg). After 10 minutes, access to the cephalic vein was obtained for the administration of
0.9% saline solution (5 ml/kg/h). During the procedure, the animals received 100% oxygen
using a face mask that was fitted to the snout of the animals and was used to monitor
respiratory rate. Heart rate and pedal reflex were also monitored. Propofol was administered
as a bolus to maintain profound animal sedation. Lidocaine (4 mg/kg) was infiltrated at the
site of access to the femoral artery. Before the beginning of the procedure, the analgesic drug

tramadol (2 mg/kg) and the antimicrobial cefazolin (20 mg/kg) were administered.

Balloon angioplasty
The right common femoral artery was surgically exposed. The common femoral artery
was directly punctured using an 18-G needle, after which a hydrophilic 0.035” guidewire was

advanced and an 11-cm 6 Fr sheath was inserted. Under ultrasound control, the guidewire was
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inserted up to the abdominal aorta. At that moment, the animals received 100 1U/kg heparin
(Heptar, Eurofarma, Sao Paulo, Brazil) intravenously.

Intraoperative Doppler ultrasound (TITAN scanner, SonoSite, Bothell, WA) was used
to measure the diameters of the right common iliac artery and the distal abdominal aorta.
After that, a 6x40-mm balloon catheter (Passeo-35, Biotronik, Lake Oswego, OR) was placed,
under ultrasound guidance, in the right common iliac artery starting at the aortic trifurcation.
Angioplasty was performed at 8-atm pressure for 1 minute. The balloon catheter diameter was
programmed to achieve a 10-20% greater size than that of the common iliac artery in this age
group, similar to that adopted in human procedures. At the end of angioplasty, Doppler
ultrasound was again used to confirm arterial patency in the iliac segment.

After the removal of the sheath and guidewire, the common femoral artery was
sutured, and the inguinal incision was closed with nonabsorbable suture. There were no

intraoperative complications.

Cilostazol administration

Twenty animals were randomized to one of two groups. In group 1, the animals
received cilostazol 50 mg twice a day; group 2 was the control group. The animals received
numbered ear tags of different colors for identification.

After the operation, the animals were housed in individual pens with running water

and were fed a balanced diet for their age, with no addition of lipid supplements.

Histological analysis

After 30 days, the animals were again anesthetized for midline laparotomy, which
exposed the abdominal aorta and the iliac arteries. Surgical specimens containing the distal
abdominal aorta and the iliac arteries were removed en bloc after the administration of a lethal

dose of 2.5% sodium thiopental.
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For analysis under light microscopy, surgical specimens were irrigated with 0.9%
NaCl and fixed in 10% neutral buffered formalin. The right common iliac arteries (which
underwent angioplasty) and the left ones (which did not) were sectioned transversely at three
points defined according to their distance from the aortic trifurcation: 10 mm, 20 mm and 30
mm. These points corresponded to 20%, 50% and 75% of the length of the balloon used (40
mm). The segments were embedded in paraffin blocks, and 4-um sections were obtained and
stained using the hematoxylin-eosin, Verhoeff and orcein techniques.

The images of the histological sections were digitalized for morphometric analysis
using Image-Pro Plus 6.0 software (Media Cybernetics, Silver Spring, MD) and Image (Scion
Corporation, Frederick, MD). Digitalized images were first captured using a conventional
light microscope with plan achromatic lenses (Zeiss Axiostar, Gottingen, Germany) and
phototube adjusted to 0.25 magnification, color closed circuit camera (DXC 151, Sony,
Tokyo, Japan) and analog-digital converter board (Image-Pro Plus Capture Kit, Media
Cybernetics, Silver Spring, MD), which generated 2560 x 1920-pixel image files. Images
were digitalized at a microscopic magnification of 40x.

Planimetry of areas of the arterial lumen and intima and media layers was performed
automatically without the interference of the examiner. Lumen area was calculated by direct
measurement of the area delineated by the endothelium; of the intima, by subtracting the
lumen area from the area delineated by the internal elastic lamina; of the media, by
subtracting the lumen and intima area from the area delineated by the external elastic lamina.
The results of morphometric measurements of the lumen, intima and media areas were
expressed in absolute numbers (mm?) using the mean area of the three segments for each
artery, as described above. In addition, the sum of the media and the intima areas and the
percentage of neointimal obstruction were calculated by dividing the intima area by the area

delineated by the internal elastic lamina.
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Statistical analysis

The IBM SPSS 19 was used for statistical analyses. The results of descriptive statistics
were expressed as means and the standard deviations for parametric variables and medians
and interquartile ranges for nonparametric variables. The Student ¢ and the Mann-Whitney

tests were used for comparisons between groups. The level of significance was set at p < 0.05.
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RESULTS

All 20 animals that underwent angioplasty completed the study. Iliac artery patency
was directly evaluated during removal of specimens for histological analysis.

There were no differences in animal weight between groups (24.83 versus 22.90 kg; p
= 0.34). The diameter of the right common iliac artery (mean of 3 measurements) was also not
statistically different (5.07 versus 4.87 mm; p = 0.39).

The comparison of the intima area in the right common iliac artery (which underwent
angioplasty) and in the left common iliac artery (which did not undergo angioplasty) revealed
that neointimal hyperplasia was significantly different (0.228 versus 0.119 mm?; p = 0.00001)
(Figures 1 and 2). This difference remained important even after stratification into group 1
(cilostazol) and group 2 (control) (Figure 3).

The results of digital morphometry of the right common iliac arteries that underwent
balloon angioplasty are shown in Table 1. The comparison of groups (cilostazol versus
control) did not reveal any differences in lumen area, intima area, media area, media+intima

area or percentage of neointimal obstruction (Table 1 and Figure 4).
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DISCUSSION

Restenosis after balloon angioplasty results from negative remodeling and
proliferation and migration of vascular smooth muscle cells (VSMC) (27). The artery wall
responds to the damage resulting from angioplasty by releasing growth factors and other
biologically active factors that change the composition of the extracellular matrix and
promote the phenotypic change of VSMC from contractile to synthetic (dedifferentiation),
which leads to cell proliferation in the media and migration to the intima and, thus, neointima
formation (28).

Porcine models provide better reproductions of the physiopathology of restenosis in
human beings and have similar neointima formation phases (29-32). In addition, pigs have a
similar vascular anatomy, coagulation system and physiology. In mid-sized pigs, the same
materials used in human beings may be tested, without having to adapt them to animal size
(32).

In experimental porcine models of balloon angioplasty in coronary arteries, significant
neointimal hyperplasia was found only in the case of rupture of the internal elastic lamina
(33). In carotid arteries of rats, results were similar (27). Studies that compared angioplasty
and stent angioplasty in pig iliac arteries concluded that the use of stents result in greater
neointimal hyperplasia (34). Those previous studies also used the multiple angioplasty
technique to produce greater damage to the artery wall. In our study, there was significant
neointimal hyperplasia even when the balloon catheter commonly used in clinical practice
was oversized in up to 20% and was inflated only once, which might have produced a smaller
lesion on the artery wall than that found in studies that used greater oversizing and multiple
inflations.

We chose a technique without stents because, although most studies evaluated the use

of cilostazol in stent procedures in coronary arteries (18, 20, 22), carotids or peripheral

54



arteries (24, 26), independent balloon angioplasty in the iliac segment remains an important
procedure in vascular treatments (6).

Experimental studies showed that neointimal hyperplasia in animals is complete after
about 4 weeks and similar to that found in human beings at 6 to 12 months (35, 37). A longer
cilostazol administration time might not bring any benefits.

One of the limitations of this study was the evaluation of the response on the wall of
normal arteries. Data extrapolation should be limited because, in clinical contexts, arteries
usually have stenosis or atherosclerotic occlusions. The use of an atherogenic diet does not
seem to increase neointimal hyperplasia in response to lesions on the vessel wall in a porcine
model (38).

The 50 mg cilostazol administered in two doses a day in our study is similar to the
maximum dose used in adults, and no adverse effects or changes in the behavioral pattern of
the pigs under study were noted. Another limitation of this study was the fact that there was
no administration of other antiplatelet agents, such as acetylsalicylic acid (ASA), clopidogrel
and ticlopidine, used in clinical studies (23, 14). However, the independent use of cilostazol
made it possible to evaluate its effect, and the association with other drugs might have had a
diverse biological effect.

Previous studies using animal models showed that the administration of cilostazol
reduced neointimal hyperplasia in coronary arteries (39), carotid arteries (40 and vein grafts
(41, 42). Only one study, which used a canine model, evaluated the effect of cilostazol on the
iliac artery. Angioplasty of the common femoral artery associated with the use of
embolization coils was performed to reduce blood flow in the iliac artery. There was a
reduction in neointimal hyperplasia and no thrombotic occlusion in the cilostazol group when

compared with the control group (43).
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This is the first study with pigs that evaluated the effect of cilostazol on neointimal
hyperplasia in iliac arteries. In addition, it used an angioplasty technique that incorporated
Doppler ultrasound guidance, which enabled the accurate measurement of arterial diameters
and, consequently, the selection of the appropriate balloon catheter diameter.

Data in this study suggest that the use of 50 mg cilostazol in two doses a day for 30
days did not reduce neointimal hyperplasia in iliac arteries of pigs that underwent balloon

angioplasty.
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Figure 1 — Photomicrograph of common iliac artery in one pig (orcein staining, 40x original
magnification). In A, neointimal hyperplasia (arrows) in right common iliac artery that
underwent angioplasty. In B, left common iliac artery that did not undergo angioplasty

(normal artery).
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Figure 2 - Intima area in right common iliac artery (angioplasty) and in left common iliac
artery (no angioplasty); p-value indicates statistically significant neointimal hyperplasia in

arteries that underwent angioplasty.
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Figure 3 - Comparison of intima area in right common iliac artery (angioplasty) and in left
common iliac artery (no angioplasty); p-value indicates statistically significant neointimal
hyperplasia in arteries that underwent angioplasty even after stratification into cilostazol and

control groups.
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Table 1 — Digital morphometry data

Cilostazol (n=10) Control (n=10) p
Lumen area (mm°) 2.277+0.654 2.575+0.594 0.08
Intima area (mm?) 0.219+0.071 0.237+0.098 0.64
Media area (mm?) 2.262+0.449 2.393+0.492 0.53
Media+intima area (mm?) 2.481+0.478 2.631+0.508 0.50
Neointimal obstruction (%) 8.857+3.464 9.257+4.417 0.82
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Group 1 = Cilostazol 50 mg twice daily
Grupo 2 = Caontrol
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Figure 4 - Comparison of lumen area, intima area, media area and media+intima area between

groups; p-value indicates no significant difference between cilostazol and control group.
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