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Resumo

Introducdo: Estudos experimentais sugerem que o
estrogeno seja vasoprotetor em modelos animais de
lesdo vascular utilizando o cateter-baldo, inibindo a
proliferacdo celular da camada intima, através de me-
canismos ainda ndo totalmente estabelecidos. Em
humanos, os efeitos do estrégeno incluem aumento
da degradacdo de LDL colesterol, restauracdo pos-
lesdo do mecanismo vasodilatador dependente do
endotélio, inibigdo da progressdo da placa
aterosclerédtica, entre outros. Tais beneficios motiva-
ram a Terapia de Reposicdo Hormonal (TRH) apds
menopausa, embora estudos recentes mostrem algum
prejuizo. Objetivo: Avaliar o efeito do 178 estradiol
na remodelagdo vascular pés-angioplastia em arté-
rias iliacas de coelhas castradas, comparando com o
grupo sem tratamento. Material e métodos: Coelhas
fémeas adultas castradas foram submetidas a trata-
mento didrio de 50mgldia de 178 estradiol (grupo
estradiol) ou éleo de améndoas (grupo controle), por
via subcutdnea, 7 dias antes, até 14 dias apos lesdo
de artérias iliacas direitas com cateter-baldo por
angioplastia, sendo 14 animais pertencentes ao gru-
po estradiol e 15, ao grupo controle, num total de 29
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coelhas. Apos 14 dias da angioplastia, as coelhas fo-
ram sacrificadas por overdose de Thiopental a 20% e
a artéria iliaca direita (lesada), esquerda (ndo-lesa-
da) e iitero foram retirados e o iitero pesado. Foram
confeccionadas ldminas utilizando-se a coloragio de
Hematoxilina-eosina e Verhoff-van-Gieson e proce-
deu-se a andlise morfométrica, em que, para cada
secgdo de artéria, foram medidas drea do liimen, da
camada média, da camada intima e I/M ratio (razdo
intimal/média). Esses dados foram submetidos a and-
lise estatistica, em que valor de P<0,05 foi conside-
rado significante. Resultados: A andlise morfométrica
mostrou que hd aumento na drea da camada intima
das artérias lesadas, o qual é reduzido nas coelhas
tratadas com 17-8 estradiol, com P=0,0015. O valor
do I/M ratio foi maior para o grupo controle quando
comparados ao grupo estradiol, com P=0,0002.0 peso
do iitero das coelhas do grupo controle foi em média
5,86g, enquanto que no grupo estradiol, a média foi
de 22,275g. Conclusdo: O tratamento com 178
estradiol diminuiu a proliferacdo das células muscu-
lares lisas da camada neointima nas artérias iliacas
lesadas pelo cateter-baldo. Estudos posteriores sdo
necessdrios para a compreensdo dos mecanismos en-
volvidos. A média dos pesos dos iiteros mostrou que
o tratamento hormonal praticamente quadruplica o
peso do iitero, indicando ter sido efetivo.

Descritores: Angioplastia, Estrogénios, Terapia de
reposicdo hormonal, Doengas cardiovasculares, Ar-
téria iliaca , Coelhos

Abstract

Introduction: Experimental studies suggest that
estrogen has vasoprotective effect in animal models
of vascular injury using catheter-balloon by inhibiting
the myointimal proliferation through mechanisms not
totally established. In human beings, the estrogens
have direct vasoprotective effects, including
enhancement of endothelial degradation of LDL
cholesterol, the restoration of endothelium-dependent
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vasodilator mechanisms postinjury, the inhibition of
the atherosclerotic lesion progression, among others.
Such benefits motivated the Hormone Replacement
Therapy (HRT) after menopause; even so recent
studies show some risks. Objective: To contrast the
effect of 178 estradiol in the vascular response after
angioplasty of iliac arteries from ovariectomized
female rabbits, with the group without treatment.
Materials and methods: Ovariectomized adult female
rabbits were submitted to daily treatment of 50mg/
day of 178 estradiol (estradiol group) or almond oil
(vehicle-treated group), with subcutaneous injection,
7 days before, up to 14 days after the procedure, being
14 animals from the estradiol group and 15 from the
vehicle-treated group, in a total of 29 rabbits. They
were killed 14 days after the angioplasty by overdose
of Thyopenthal 20% and the right iliac artery
(injured), left (non-injured) and uterus were removed
and it was weighed. Tissue was stained with
Hematoxilina-eosine and Verhoff-van-Gieson for
morphometric analysis, and it was measured the
lumen area, the medial area, the intimal area and the
I/M ratio (intimallmedial ratio). These data had been
submitted to the statistic analysis, in whitch P-
value<0,05 was considered significant. Results: The
morphometric analysis showed that there is a higher
neointimal proliferation in the injured arteries, which
is reduced in the rabbits treated with 178 estradiol
(P=0,0015). The value of the I/M ratio was higher for
the vehicle-treated group in comparison to the
estradiol group (P=0,0002). The weight of the uterus
of the rabbits of the vehicle-treated group was in
average 5,86g, while that in the estradiol group, it
was 22,275¢. Conclusion: The treatment with 178
estradiol decreased the proliferation of smooth muscle
cells in the neointimal layer of the iliac arteries
injured by the catheter-balloon. Further studies are
necessary for the comprehension of the involved
mechanisms. The hormonal treatment practically
quadruplicates the uterus’ average weigh, indicating
it was effective.

Keywords: Angioplasty, Estrogens, Hormone
replacement therapy, Cardiovacular diseases, Iliac
artery, Rabbits

Introducao

O advento da angioplastia corondria para o trata-
mento das obstrucdes das artérias corondrias na déca-
da de 80 representou grande avango. Entretanto, a
reestenose freqtiente (cerca de 40 % dos casos nos pri-
meiros seis meses) reduzia os beneficios alcangados
pelo procedimento levando a novas intervengdes que
aumentavam a morbidade do procedimento @.
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O estudo histolégico dessas lesdes reestendticas
mostrou haver diferengas quando comparadas com
as placas ateroscleréticas ndo tratadas por angio-
plastia; na reestenose ha o espessamento da camada
neointima. As fases de sua formacdo ja estdo bem
identificadas gracas a varios modelos experimentais
(como em cardtidas de ratos, artérias iliacas de coe-
lhos, coronarias de suinos) >

Inicialmente, ocorre a apoptose macica das célu-
las endoteliais e musculares lisas como resultado da
lesdo mecanica produzida pelo cateter-balao. Apods
24 a 48 horas, segue-se infiltrado inflamatério, edema
e proliferacdo da camada média arterial. Em uma
semana, células oriundas da camada adventicia mi-
gram para formar a camada neointima, principal com-
ponente obstrutivo da lesdo reestenética, acompanha-
do por vasoconstrigao. Este processo atinge o seu cli-
max em duas semanas, quando ha redu¢ao maxima
do didmetro luminal da artéria associada a secre¢do
de proteinas da matriz, especialmente colageno, con-
ferindo estabilidade e rigidez da lesao. Passados 28
dias, hé diferenciagdo celular em células musculares
lisas daquelas que migraram da camada adventicia
acompanhado por apoptose que determina, por sua
vez, qual serd o didmetro final do vaso. Esse proces-
so denomina-se remodelagdo vascular ¢4,

Tanto os processos inflamatérios quanto os
proliferativos descritos sao analogos aos processos
fisiopatologicos das lesdes vasculares encontradas na
aterosclerose, na hipertensao arterial e no diabetes
mellitus. Em comum, estas lesdes possuem algumas
caracteristicas como a disfun¢ao endotelial, a partici-
pagao de espécies reativas de oxigénio e atividade
inflamatoria.

Desta forma, a lesdo vascular com cateter baldo
se constitui num modelo experimental 1til para o es-
tudo destas condigdes.

Dispositivos de expansao intracorondrios (stents)
foram desenvolvidos com o intuito de reduzir a inci-
déncia de reestenose, porém as taxas de reducao che-
garam a atingir 26 a 30%". Tais dispositivos passa-
ram entdo a ser revestidos por drogas antipro-
liferativas com algum resultado, como a rapamicina,
o paclitaxel e, mais recentemente, o estradiol ©”.

Desde a década de 50, observacdes epide-
mioldgicas indicavam que o estradiol conferia certa
protegdo contra eventos cardiovasculares. Ha vérios
estudos clinicos e epidemioldgicos que evidenciam
dimorfismo sexual das caracteristicas da doenga
cardiovascular em humanos, atribuido aos efeitos
vasoprotetores do estrégeno®.

Os efeitos vasoprotetores do estrégeno incluem
o aumento da degradacgado endotelial de LDL -
colesterol, acdo oxidante em particulas de LDL no
interior de macréfagos, supressao da sintese de
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coldgeno e elastina e restauragdo do mecanismo
vasodilatador dependente do endotélio pds-lesao @,
melhorando a fungao endotelial, além de inibir a for-
macao da camada neointima das lesdes mecanicas
provocadas por cateter ©). Estrégenos aumentam a
atividade das metaloproteinases dose-dependentes,
responsaveis pela degradagdo dos componentes da
matriz extracelular, como colagenos e proteoglicanos,
podendo estar envolvidos na diminuigdo da veloci-
dade de progressdo da placa ateromatosa .

O estrogeno tem efeito inibitério sobre a prolife-
ragdo de células musculares em culturas de células
inibindo a sintese e/ou deposi¢do de elementos de
matriz vascular no que contribui para o aumento da
injuria, alterando a taxa de reendotelizagao de vasos
lesados, além de inibir a resposta inflamatéria na
parede vascular lesada®™.

Os fibroblastos da camada adventicia tém aumen-
to de proliferagdo em fase precoce pds — injiria da
camada endotelial e média pelo cateter — baldao em
artéria carétida de ratos, como resultado da migra-
¢do dessas células para o limen. Foi demonstrado
que o estrogeno inibe esta migragdo @. O estrégeno
aumenta a atividade e transcri¢do das NO sintases,
aumentando a producao de NO cujos efeitos
vasodilatadores sao bem conhecidos 2.

Estudos clinicos randomizados foram realizados
para verificar se os resultados experimentais poderi-
am ser aplicados a clinica. Entretanto, estudos de
Prevengdo Secundaria como os estudos HERS,
Coronary Drug Project e 0 WHI mostraram que a te-
rapia de reposicao hormonal nao foi eficaz para pro-
teger, aumentando, inclusive, o risco para eventos
tromboembolicos nos grupos de usuarios do
hormoénio estrogénico (101514,

Objetivo

Avaliar o efeito do estradiol na remodelacao
vascular pés-angioplastia de artérias iliacas de coelhas
castradas, com e sem reposi¢do hormonal.
Material e Métodos
Ooforectomia e tratamento hormonal

A primeira etapa foi a castragdo por via cirtirgica
tradicional das coelhas, com anestesia intra-muscular
de xilazina (5mg/kg) e quetamina (5mg/kg). Apds a
castracdo, as coelhas necessitaram de um periodo de 30
a 40 dias para que a angioplastia pudesse ser realizada.

Procedimento de lesao vascular por balao

Coelhas adultas, apés no minimo 30 a 40 dias da
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castracdo, foram submetidas a tratamento hormonal
com injecdo subcutanea de estradiol, 50 png/dia, sete
dias antes até catorze dias apds lesdo por
hiperdistensao de artérias iliacas direitas intactas com
cateter-baldo por angioplastia. (grupo estradiol) ou
receberam 50 pL/dia de 6leo de améndoas, via sub-
cutanea.

A angioplastia foi feita com anestesia geral das
coelhas com 3,7 ml de quetamina e 1,5 ml de xilazina
e anestesia no local da incisao com 1,5 ml de xilocaina;
incisdo obliqua de aproximadamente 3 cm no plano
superior da artéria femoral direita, onde foi feito um
pequeno corte para introducao do cateter-balao, ap6s
administracdo de 1ml/kg de heparina a 5%. Tal cate-
ter era introduzido por 6 cm e o baldo era insuflado
com pressao de 8mmHg, por 30 segundos sendo
esvazido. Permanecia desinsuflado por 15 segundos,
e o procedimento era repetido por trés vezes em cada
segmento até que toda a extensado da artéria iliaca
fosse lesada. Nesse modelo, a insuflagdo do baléo lesa
mecanicamente o endotélio e induz a migracao e pro-
liferagao de células musculares lisas ao longo de toda
a extensao da lesao. A artéria femoral direita foi liga-
da acima e abaixo do corte e os planos profundo e
superficial, suturados, respectivamente, com fios
catgut e de nylon 2-0. A artéria iliaca esquerda nao foi
lesada e serviu como controle.

Apbs 14 dias da angioplastia, as coelhas foram
sacrificadas com Thiopental a 20% e foi feita infusado
na aorta abdominal de formol 4%, a 100 mmHg, por
20 minutos. As artérias (aorta abdominal, iliaca di-
reita e ilfaca esquerda) foram dissecadas e permane-
ceram no formol por sete dias. Em seguida, foram
feitos seis cortes na iliaca direita e trés na iliaca es-
querda para posterior confecgdo de laminas, analise
morfométrica e estatistica das laminas. Nesse proce-
dimento, os tteros das coelhas foram retirados, dis-
secados e pesados (g).

Todos os procedimentos realizados com animais
foram aprovados pelo Comité de Etica da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo.

A andlise de cortes histolégicos arteriais foi feita
com a coloracao Hematoxilina-eosina e Verhoff-van-
Gieson para fibras eldsticas, e enfocou-se a relacao
das dreas do limen, da camada intima e da média,
no Departamento de Patologia da FC.M.S.C.S.P.

As laminas foram fotografadas com a maquina
digital Sony (modelo DSC-585) em resolugao de 1280
x 960, acoplada em microscépio optico Zeiss, sob au-
mento de 50 vezes. Todas as laminas foram medidas,
utilizando-se o programa Axion Vision 3.0 Zeiss, pa-
dronizando-se as medidas com a mesma escala.

Para cada seccao de artéria, foram realizadas trés
medidas: drea da luz, drea circunscrita a lamina elas-
tica interna e drea circunscrita a lamina elastica ex-
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terna. A area da média foi calculada subtraindo-se a
area circunscrita a lamina eldstica interna da area cir-
cunscrita a 1amina elastica externa. Similarmente, a
area da intima foi calculada subtraindo-se a drea da
luz da area interior a ldmina eléstica interna. Todas
as medidas foram realizadas em pm? e posteriormente
convertidas em mm? para andlise estatistica.

A extensdo da formacao da neointima do vaso
lesado foi expressa como drea absoluta da neointima
e a razdo intima/ média (I/M ratio).

Esses dados foram submetidos a andlise estatisti-
ca com teste T; p<0,05 foi considerado significante.

Resultados

Das 29 coelhas analisadas, 14 foram tratadas com
estradiol (grupo estradiol; +E), com 6bito de duas
delas durante a pesquisa e 15 foram tratadas sem este
hormoénio (grupo controle; -E), com 6bito de cinco
delas.Foi excluido do trabalho material de trés
coelhas, por erro na preparagao das laminas e o ma-
terial das sete dltimas coelhas operadas nao foi in-
cluido na analise morfométrica, pois sera utilizado
para imuno-histoquimica futuramente.

Dessas laminas analisadas, 24 sdao de artérias le-
sadas de coelhas que receberam tratamento hormonal
(L, +E); 14 sao de artérias nao-lesadas, de coelhas que
receberam o tratamento hormonal (NL, +E); 11, de
artérias lesadas de coelhas que nao receberam o tra-
tamento hormonal (L, - E) e 14 de artérias nao-lesa-
das de coelhas que ndo receberam o tratamento
hormonal (NL, - E).

A analise morfométrica mostrou que hd aumento
na édrea da camada intima das artérias lesadas, mas
tal efeito é reduzido nas coelhas tratadas com 17-8
estradiol. Essa variacdo na area da intima pode ser

visualizada através das fotografias de laminas apre-
sentadas na Figura 3. Pela andlise estatistica, foi pos-
sivel identificar que a drea da intima das artérias le-
sadas das coelhas tratadas com 17-§ estradiol (L; +E)
era significantemente menor que a drea da intima das
artérias lesadas das coelhas do grupo controle (L; -
E), apresentando P=0,0015. Os valores das &reas ob-
tidas estdo representados na Figura 1.

O valor do I/M ratio (Figura 2) também mostrou
diferenca significante entre estes dois grupos, apre-
sentando valores maiores para o grupo de artérias
lesadas sem tratamento quando comparados ao gru-
po de artérias lesadas e tratadas, com P=0,0002.

A Figura 3 mostra cortes histolégicos representa-
tivos dos grupos estudados.

Nos cortes de vasos ndo lesados (artéria esquer-
da), a camada intima aparece como camada tnica de
células musculares lisas, indicando que nao houve
proliferagdo celular. Por outro lado, a camada média
é visualmente maior no grupo que recebeu tratamento
estrogénico, sendo esse dado estatisticamente
significante (como ja exposto), sugerindo ser esse um
efeito sistémico do 17 estradiol.

A andlise estatistica também apresentou um re-
sultado nao esperado ao comparar os dois grupos de
artérias nao lesadas, com e sem tratamento (NL; +E
vs. NL; - E). Tanto as dreas da luz como da média
apresentaram-se significantemente menores no gru-
po sem tratamento (P=0,0015 e P=0, 0014, respectiva-
mente). Esse achado ndo é compativel com os dados
de literatura encontrados e pode ser devido a limita-
¢oes do método de morfometria.

No intra—operatério da cirurgia de sacrificio dos
animais, observou-se que as coelhas tratadas com
estradiol apresentavam peso uterino maior que aque-
las do grupo controle.

Area da média

Area da Luz Area da intima
1,000
0,800
¥
-E,' 0,600
o
&
<< 0,400
0,200 !
0,000 —
mL+E mL;-E

ONL; +E ONL; -E

Figura 1 - Grafico das areas da luz, intima e média, obtidas para os quatro diferentes grupos considerados: (L; +E) - Lesadas
e tratadas; (L; -E) — Lesadas e nao tratadas; (NL; +E) — Nao Lesadas e tratadas; (NL; -E) — Nao Lesadas e nao tratadas. Valores

expressos em média +/- desvio padrao.
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1M ratio
1,00
0,90
0,80
0,70 TesteT- TesteT- TesteT- TesteT -
0,60 intima Média I/M ratio LUz
0,50 P(T=t) P(T=>t) P(T>t) P(T>t)
0,40 L;+EvsL; -E 0,0015 0,4283 0,0002 0,4818
0,30
020 NL; +E vs NL; -E 0,0549 0,0014 0,0910 0,0015
0,10
L;+E vs NL; +E 0,0278 0,2385 0,0342 0,1413
mL+E mL-E ONL+E oONG-E | L-EvsNL;+E 0,001 0,2110 0,0000 0,774

Figura 2 - Grafico dos valores de I/M ratio, calculadas para os quatro diferentes grupos considerados, com valores da area
expressos em média (mm?) +/- desvio padrdo. A direita, tabela com valores de P para o teste ¢ realizado nas comparagdes
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entre os quatro grupos considerados. Os testes comparam a area da intima, da média, daluz e o I/M ratio.

Figura 3 - Fotografia de laminas da secgao transversal das artérias de coelhas pertencentes aos quatro grupos analisadas: (L;
+E) - Lesadas e tratadas; (L; -E) — Lesadas e nao tratadas; (NL; +E) - Nao Lesadas e tratadas; (NL; -E) — Nao Lesadas e ndo tra-

tadas.

A analise descritiva dos dados mostra que o tte-
ro das coelhas que ndo receberam estradiol pesou em
média 5,860+ 2,446g enquanto que o titero das coelhas
que receberam estradiol pesou em média 22,275+
6,625g.

Discussao

O presente trabalho, visando estudar os efeitos
do estradiol na remodelacdo vascular pés-lesao por
angioplastia em artérias iliacas de coelhas, mostrou
que o tratamento hormonal diminuiu a proliferacao
celular da camada intima na andlise dos cortes
histolégicos.
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Apesar de a amostra ser pequena, os achados
corroboram com os dados de literatura que, em en-
saios experimentais, apontam para o efeito vaso-
protetor do estrégeno, atuando sobre a reendo-
telizagdo, inibindo a migragao e proliferacao celular
e prevenindo a reestenose.

A analise morfométrica das laminas mostrou que
a area camada intima das artérias lesadas do grupo
tratado, formada pela proliferagao celular secunda-
ria a lesdo vascular pés — angioplastia foi menor que
a do grupo controle, sugerindo efeito inibitério do
estrégeno sobre esse processo. Através da observa-
¢ao das laminas, é possivel afirmar que a espessura
da camada neointima das artérias das coelhas trata-
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das é menor que a das coelhas ndo tratadas, porém
esse dado nao foi medido. Quanto aos mecanismos
desse efeito, ndo se pode comprova-los, mas estudos
andlogos mostram algumas teorias.

Sabe-se que o estrégeno inibe a proliferacao de
células musculares e parcialmente a resposta vaso-
dilatadora-dependente do endotélio, através da ati-
vacdo de um receptor de estrégeno especifico que é
expresso pelas células musculares lisas vasculares®™.

O estrégeno em ratas inibiu a onda de migragao
de células da adventicia do vaso, que contribuem para
a formacado da camada neointima, o que suscede a le-
sdo endoluminal pelo cateter — balao ®. Embora o
estrogeno estimule a liberacdo de 6xido nitrico pela
ativacao das trés isoformas da NO sintase, alguns tra-
balhos indicam que essa a¢ao independe da expressao
da NO sintase induzivel (iNOS)®"W, Além disso, o
estradiol inibe a ativacao e migragao de leucécitos para
a camada da intima arterial, em resposta a lesao
endoluminal aguda causada pelo cateter — balao, sen-
do que a administracdo concomitante de medroxi-
progesterona bloqueia o efeito protetor do estrogeno®.

O estudo que antecedeu a este analisou, pelo
mesmo método, artérias iliacas de coelhos machos
em que o estrégeno aumentou a proliferacdo da ca-
mada neointima, a custa do aumento da expressao
da iNOS™.

Nota-se pelos resultados, que ndo ha diferencas
significantes em relacdo a luz dos vasos. Isto ocorre,
porque nesse processo de remodelagdo vascular, a
area da luz se mantém, em detrimento do aumento
da espessura do vaso lesado. Essa é uma das trés
maneiras reconhecidas de remodelagao.

As artérias contra-laterais das coelhas sofreram
o efeito sistémico da reposigao estrogénica, sendo que
nos animais tratados, as artérias iliacas ndo lesadas
(esquerda) apresentaram aumento da camada média,
tendéncia que ja havia aparecido no trabalho preli-
minar 7. Este dado é interessante ja que é pouco re-
latado na literatura e pode ter efeitos hemodinamicos
de possivel utilizagao clinica.

Estudos recentes em humanos utilizando stents
com 178 estradiol em angioplastia mostrou ser um
método viavel e seguro, apresentando baixa taxa de
reestenose e revascularizagdo nos seis meses ap6s o
procedimento %),

A andlise comparativa do peso dos tteros das
coelhas tratadas e ndo-tratadas com estradiol mos-
trou que as coelhas tratadas apresentavam peso do
ttero maior que as coelhas nao-tratadas com P<< 0,
01, sendo que a média de todos os valores pratica-
mente quadruplica com o uso do hormonio. Esse
dado é de grande relevancia, pois é medida indireta
de que o tratamento hormonal foi efetivo e sistémico.
Em vaérios estudos, é feita a medida direta da dosa-
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gem hormonal a partir do sangue coletado do ani-
mal apds sacrificio @ * 12,

O tratamento com estradiol diminuiu a prolife-
racdo das células musculares lisas que formam a ca-
mada neointima em artérias iliacas lesadas por cate-
ter-baldao de angioplastia em coelhas ooforecto-
mizadas. Estudos posteriores se fazem necessarios
para a compreensao dos mecanismos envolvidos.
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