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“Os detalhes fazem a perfei¢éo, e a perfeicdo néo
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RESUMO

Objetivo: Desenvolver um modelo experimental de aneurisma cerebral em artéria de
suinos. Secundariamente, avaliar o processo de organizacdo do trombo e de
formagéao de tecido fibrocelular dentro do aneurisma com o tratamento endovascular
utilizando molas revestidas (Matrix) comparadas as sem revestimento (GDC).

Materiais e Métodos: Em 10 suinos sadios, com peso variando entre 16 e 20 kg,
sendo 6 machos e 4 fémeas, foi realizada a cirurgia de formagédo de aneurisma nas
cardtidas bilateralmente, através de arteriotomia e anastomose término-lateral com
segmento de veia jugular. O didmetro médio dos aneurismas era de 3 mm (variagdo
de 2 a 4mm). Procedia-se entdo ao tratamento endovascular dos aneurismas
divididos do seguinte modo: grupo |, embolizagdo do aneurisma da carétida
esquerda com mola de platina (GDC); grupo Il, embolizagdo do aneurisma da
carétida direita com mola de platina revestida com copolimero - PGLA 90/10
(Matrix). Apos 14 dias, eram retiradas as lesbes e analisadas microscopicamente,
comparando-se a formagao de trombo recente ou trombo organizado no interior de
cada aneurisma. Para isso, foi criada uma escala de caracterizacdo das fases do
processo de trombose (Escores de 1 a 4). O Escore 1 era definido como a presenga
de trombo inicial ou recente; o Escore 2 era categorizado como a presenca de
leucocitos em diferenciagdo contendo fibrina e absorgdo das hemacias e plaquetas,
porém intercalados com zonas contendo trombo recente. No Escore 3, observava-
se a presenca de leucécitos em diferenciagdo contendo fibrina e no Escore 4, a
presenca de tecido fibrocelular contendo fibras de coldgeno. A andlise estatistica foi
realizada de modo pareado, através do Teste de Wilcoxon, sendo os dados
processados no programa SPSS 12.0. O nivel de significAncia minimo adotado foi
de 5%.

Resultados: Um animal (macho) foi excluido do estudo devido a formacdo de
abscesso cervical, restando, portanto, 9 animais (18 aneurismas para avaliagdo). Na
andlise do processo de organiza¢do do trombo, utilizou-se a graduacao por escores,
obtendo-se no grupo |, 88,8% de casos de trombo recente (Escore 1) e 11,1% de
casos de trombo em organizacdo ainda contendo coagulo (Escore 2). No grupo I,
obteve-se 11,1% de casos com escore 1, 11,1% com escore 2, 55,5% de casos de
trombo organizado com tecido fibrocelular frouxo (Escore 3) e 22,2% de casos de
tecido fibrocelular denso contendo colageno (Escore 4). Houve diferenga estatistica
a favor do grupo Il, por meio do Teste de Wilcoxon (p=0,008).

Concluséo: O modelo experimental de aneurisma de pequenas dimensdes utilizado
neste estudo foi adequado e permitiu a realizagdo do tratamento endovascular
testando dois tipos de molas. Por meio da anadlise histologica baseada em escala
criada para avaliar a organizagéo do trombo, pode-se verificar diferenga significativa
a favor das molas com revestimento de copolimero.

Palavras-Chave: Aneurisma. Embolizagdo. Molas. Estudo experimental.



ABSTRACT

Background and Objectives: To develop an experimental model in a pig that could
be used for analysis of patency of cerebral aneurysms is the goal of this study.
Adictionaly, it aims to evaluate the degree of thrombosis after embolization with two
types of coils: copolymer-coated coils (Matrix) and uncoated platinum coils (GDC).

Method: In a total of 10 Large-White pigs, small aneurysms (with a mean diameter
of 3 mm) were created in both carotid arteries (6 males and 4 females) weighing 16
to 20 kg (mean: 18 kg). Embolization was performed with GDC platinum coils on the
left side and with a coil coated with Matrix polymer on the right side. After 14 days,
angiography was performed to confirm exclusion of the aneurysm. Before
euthanasia with a lethal dose of potassium chloride, the carotid artery was removed
in one piece, including the aneurysm. The specimens were cut into sections,
including the mid portion of the aneurysm and the artery above and below the
aneurysm, and stained with hematoxylin- eosin for histological analysis. A graduated
scale with progressive scores ranging from 1 to 4 was used to evaluate the
organization of the thrombus. Score 1 indicated clusters of platelets, white blood
cells, and red blood cells; Score 2 showed the presence of differentiating white blood
cells containing fibrin and absorption of red blood cells and platelets, interspersed
with zones containing a recent thrombus; Score 3 corresponded to the presence of
differentiating white blood cells containing fibrin, which characterized a loose
fibrocellular tissue; and Score 4 indicated the presence of fibrocellular tissue
containing collagen fibers, which characterized an incipient dense fibrocellular tissue
The data were described as frequency and percentage using the Wilcoxon test for
findings involving thrombosis scores. The data were analyzed using the SPSS 12.0
software, and the minimum significance level was set at 5%.

Results: One animal (male) was excluded from the study due to abscess formation
near the anastomosis. Therefore, 9 animals (18 aneurysms) were assessed. A score
was used for analyzing the organization of the thrombus. In group |, 88.8% had
score 1, 11.1% score 2, but no cases showed scores 3 and 4. In group 11, 11.1% had
score 1, 11.1% score 2, 55.5% score 3, and 22.2% score 4. The Wilcoxon test was
applied, revealing a significant difference (p=0.008) between the scores for group |
and group Il in the course of 14 days.

Conclusion: The experimental aneurysm developed in this study was suitable for
assessing the patency of small aneurysms (measuring, on average, 3 mm) after coil
embolization. The organization of the intra-aneurysmal thrombus after 14 days was
verified using the progressive score, which indicated a significant difference between
the group treated with the Matrix coil and that treated with GDC.

Keywords: Aneurysm. Embolization. Experimental model. Coil.
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1 INTRODUCAO

O aneurisma cerebral é uma dilatagdo circunscrita da parede das artérias
cerebrais resultante de uma fragilidade local, pela auséncia da lamina elastica
externa e presenca de delgada tunica média, em contraste com as artérias
extracranianas. As zonas de bifurcag@o destes vasos sdo as areas mais atingidas e,
o fluxo de sangue exercendo presséo, produz o aneurisma sacular que é o tipo mais
frequente encontrado no cérebro. O fluxo anormal no interior deste compartimento
provoca ondas de pressao e tensdo aumentada na parede, podendo levar a ruptura

com consequente hemorragia *.

Estima-se que 2% a 5% da populagdo mundial sejam portadores de um
aneurisma cerebral e destes, cerca de 20% apresentam mdultiplas lesbBes. A
manifestacdo clinica aparece geralmente na idade adulta, com pico entre 55 e 60
anos, sendo raros na infancia. A fraqueza da parede arterial na grande maioria é
congénita, mas o acometimento de membros de uma mesma familia é pouco
frequente. O risco de hemorragia cerebral é de 1% a 2% ao ano, porém com taxas

de mortalidade de até 50% 2.

Os sintomas mais comuns sdo os decorrentes da hemorragia cerebral
subaracnoidéia causada pela ruptura do aneurisma. Apresenta-se de maneira
repentina com forte dor de cabega, vOmitos e rigidez de nuca, podendo diminuir o
nivel de consciéncia até o coma e levar & morte. Ja o aneurisma que ndo se rompe,

7

na maioria dos casos, é assintomatico, exceto os gigantes (maiores ou iguais a
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2,5cm) que pelo seu tamanho, exercem compressao sobre estruturas cerebrais

vizinhas >+ °,

A hemorragia cerebral é fatal para 10% a 15% dos pacientes antes que
recebam qualquer atengdo médica em ambiente hospitalar. Em torno de 10% dos
pacientes morrem na primeira semana, € 50% a 60% morrerdo nos 30 dias
seguintes ao quadro. Outros 30% a 50% correm o risco de ter novo sangramento
nos proximos seis meses, se ndo tratados. Em geral, o sangramento envolve as
artérias da base do cérebro e provoca sua constriccdo (vasoespasmo), reduzindo o

fluxo de sangue para os tecidos, induzindo & isquemia e & morte celular 257,

A morbidade global da ruptura de um aneurisma intracraniano pode chegar a

70%, tratando-se, portanto, de uma urgéncia médica 89

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Para orientar o tratamento e estabelecer o prognostico, o estado neurolégico,
bem como a quantidade e a localizagédo do sangramento sé&o fatores determinantes.
O tratamento do aneurisma e suas complicagbes deverd ser instituido o mais
rapidamente possivel, para evitar o risco de novo sangramento, que ocorre em até

30% nos primeiros 3 dias e o vasoespasmo, que reflete na piora neuroldgica. Para o
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combate do vasoespasmo a terapia hipertensiva € utilizada e, por esta razdo, o

aneurisma devera estar ocluido 2 °.

Existem duas formas de tratamento: a cirurgia convencional que consiste na
abertura do crénio com a colocacdo de clipe metalico na base do aneurisma, e a
embolizagdo endovascular, que ndo necessita da abertura do cranio e pode ser
realizada sob sedacéo. Esta técnica consiste na oclusdo do saco aneurismatico com
molas (coils) de platina conduzidas através de micro-cateteres introduzidos por uma

puncéo da artéria femoral 1% 1213,

A cirurgia convencional na fase aguda provoca piora neuroldégica em
aproximadamente 20% dos pacientes em razdo da oclus@o temporéria das artérias e
pela retracdo do cérebro durante o ato operatério. Nos casos neuroldgicos mais
graves, o fracasso € maior. A cirurgia realizada tardiamente, apés a 142 semana,
pbée em risco 0 sucesso do tratamento em virtude da possibilidade de novo
sangramento e das conseqiéncias isquémicas do vasoespasmo que ocorre entre 0

3° e 15° dia do inicio do quadro 1% 17,

A embolizacdo endovascular pode ser realizada em qualquer periodo apés a
hemorragia, pois ndo interfere na fisiologia cerebral e ndo manipula estruturas
cerebrais. E um procedimento minimamente invasivo em que o médico utiliza a
fluoroscopia para visualizar o sistema vascular do paciente e tratar a leséo no vaso,
em tempo real. O tratamento pode ser realizado logo apds o diagndstico
angiografico ou mesmo durante o exame, e com qualquer grau de gravidade
neurologica. Tem indicacdo formal para pacientes acima de 65 anos e que
apresentem algum outro comprometimento clinico (cardiacos, renais crénicos,

diabéticos, etc.) ou ainda em pacientes comatosos no periodo precoce do
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sangramento e em aneurismas da circulagdo posterior do cérebro, de dificil acesso

cirdrgico (sistema vértebro-basilar) * 9 2 2122,

A maioria dos aneurismas intracranianos € tratavel por via endovascular e
somente os dados fornecidos pela angiografia poderdo contra-indicar a utilizagéo
deste procedimento. Hoje, s&o oferecidos os mais variados e sofisticados materiais
para a intervengdo endovascular que permitem tratar aproximadamente 95% dos
aneurismas. O tratamento endovascular baseia-se na oclusdo do saco
aneurismatico, mantendo-se pérvia a artéria portadora, isto é, a artéria que lhe da
origem. E de fundamental importancia durante o tratamento que se observe a
relagdo entre o colo (abertura da artéria que da origem ao aneurisma) e o limen da
artéria portadora, tendo importancia secundaria a morfologia, o tamanho e a
localizacdo deste, sob ponto de vista técnico. Nos aneurismas de colo largo, isto €&,
com sua entrada igual ou maior que o saco aneurismatico, podemos utilizar
pequenos balbes para cobrir provisoriamente o colo, impedindo que as molas
invadam a artéria portadora no momento em que elas estdo sendo introduzidas. Em
outros aneurismas, como nos fusiformes, o colo ndo existe, sendo necesséaria uma
técnica combinada com a colocacdo de um stent no segmento arterial de onde se
origina a lesé@o. Através de suas malhas, introduz-se entdo um microcateter para a
deposicdo das molas. O stent impede que as molas invadam o leito arterial e

reconstréi 0 segmento arterial adjacente 2% 24 2% 26. 27. 28,

Para aneurismas gigantes pode-se utilizar a mesma técnica dos aneurismas
fusiformes ou realizar a oclusdo do aneurisma e da artéria portadora de maneira

simultanea, caso haja circulagdo colateral contralateral comprovada. Alguns
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aneurismas podem se recanalizar parcialmente e uma nova sessao de tratamento

deveré ser realizada para obter-se a ocluséo total %* %,

Atualmente, a questdo de optar entre o tratamento cirdrgico e o endovascular
segue as normas sugeridas no ISAT (International Subarachnoid Aneurysm Trial).
Este é o0 Unico estudo multicéntrico prospectivo, em que pacientes eram alocados
para ambas as opgOes de tratamento aleatoriamente, sendo encontrados melhores
resultados no grupo submetido & embolizagdo, quanto a sobrevida livre de
incapacidade no primeiro ano do evento. O risco relativo de morte ou de grande

incapacidade foi 22,6% mais baixo que nos pacientes tratados com cirurgia °.

A Guglielmi Detachable Coil (GDCwv, Boston Scientific Corporation) foi o
primeiro tipo de mola, introduzida em 1991. Composta de platina, tem sido utilizada
em diversos paises para tratar mais de 125.000 pacientes *" *2. As molas promovem
a trombose e o desenvolvimento de tecido conectivo cicatricial dentro do aneurisma.
Esse tecido exclui o aneurisma do fluxo de sangue arterial, diminuindo em muito o

risco de ruptura 3% 34353637,

A mola Matrixtm (Boston Scientific Corporation), parece se constituir em
avanco sobre as tradicionais de platina (GDC) no que se refere ao preenchimento de
aneurismas, segundo evidéncias de trabalhos pré-clinicos em experimentos animais.
Ela aceleraria a formac&o do tecido conectivo intra-aneurismatico, promovendo um
processo de cicatrizagcdo precoce. Trata-se de uma mola hibrida de platina com
copolimeros compostos de Acido Poliglicélico/ Polilactico (PGLA 90/10). Matrix
consiste de 70% copolimero e 30% platina. O polimero & bioabsorvivel, sendo

substituido por matriz de tecido conectivo maduro -394,
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3 OBJETIVO

7

O objetivo deste estudo, primeiramente, € desenvolver um modelo

experimental de aneurisma cerebral pequeno em artéria de suinos.

Secundariamente, pretende-se avaliar o processo de organizagdo do trombo
e de formacéo de tecido fibrocelular dentro do aneurisma com as molas revestidas

(Matrix) comparadas as sem revestimento (GDC).

4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA) - Unidade de Experimentacdo Animal (UEA), aprovado pelo

Comité de Etica do Programa de Pés-Graduagdo do HCPA e da UEA.

A andlise histologica foi realizada no Servigo de Patologia do HCPA.

O estudo experimental foi feito com 10 suinos da raga Large-White com idade

de 8 semanas e peso médio de 18 kg (variagdo entre 16 e 20 kg), provenientes da
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Granja Santa Clara, devidamente credenciada para este fim. Foram 6 animais do
sexo masculino e 4 animais do sexo feminino. Ap6s o procedimento cirdrgico, 0s
animais eram alojados na Chacara do Lami, supervisionados por uma equipe de
médicos veterinarios, até o seu retorno ao Centro de Pesquisas, ap6s 14 dias, para

eutanasia.

4.1 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Antes da realizacdo do experimento, foram definidos como critérios de

exclusao:

a) falha na execucdo do modelo de aneurisma ou na colocagéo da mola;

b) reintervencéo devido & hemorragias e/ou infeccéo;

c) 6bito do animal antes do prazo da coleta da amostra;

d) falhas técnicas no preparo ou processamento dos tecidos para andlise

histolégica.
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4.2 DESENVOLVIMENTO DO MODELO EXPERIMENTAL

Inicialmente, no estudo piloto com 2 suinos, o desenvolvimento do modelo
experimental de aneurisma cerebral consistia na arteriotomia carotidea e
anastomose latero-lateral com a veia jugular interna do suino. Procedia-se entdo a
ligadura dos cotos proximal e distal da veia, soltando as pincas da car6tida a fim de
verificar-se o enchimento do aneurisma. Entretanto, nestes 2 animais, observou-se a
trombose do enxerto venoso espontaneamente, impossibilitando a simulagdo de um
aneurisma sacular humano. Assim, recorreu-se ao modelo proposto por Murayama,
realizando-se a anastomose término-lateral de segmento de veia jugular interna na

carétida do animal 4°+ 4% 42,

4.3 METODOS

4.3.1. Grupos Experimentais

Grupo | - grupo controle: aneurisma com preenchimento de mola GDC, a

esquerda.
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Grupo Il - grupo em estudo: aneurisma com preenchimento de mola Matrix, a

direita.

O experimento foi dividido em duas fases. Apos medicacgdo pré-anestésica os
animais foram pesados em ambas as fases. Marcas de identificagdo nas orelhas
foram feitas apo6s a inducdo anestésica da primeira fase. Na segunda fase, realizada
14 dias apoés, se procedeu a retirada em bloco das pecas (cardtidas com os
aneurismas) sendo, em seguida, sacrificados com dose letal de cloreto de potassio,

de acordo com a rotina de eutanasia da UEA.

FASE I:

4.3.2 Procedimento Anestésico

A anestesia dos animais seguiu o protocolo de anestesia geral para suinos da

UEA.

Inicialmente, procedia-se a sedagdo com midazolan, 0,5 mg/kg, aplicado por

via intramuscular aproximadamente 30 minutos antes do inicio do procedimento
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cirurgico. Em seguida, obtinha-se o acesso venoso para infuséo de liquidos e de
drogas através de vendclise da veia central da orelha do suino. Continuava-se entao
a inducdo anestésica com xilasina e ketamina, até a realizagdo da entubacéo
orotraqueal. A analgesia era mantida com dipirona e fentanil, e o animal respirava
por meio de ventilagdo mecénica. A complementacdo anestésica era feita com
halotano inalatério, 0,5 a 2% e a reposicao liquida com soro glico-fisiolégico (20
ml/kg/h). Um bolo de 3000 Ul de heparina intravenosa era administrado no inicio do

procedimento.

4.3.3 Procedimento Cirurgico

A técnica cirdrgica empregada para a abordagem da artéria carétida comum e
da veia jugular interna em ambos os lados foi a abordagem mediana na regido

cervical verticalmente.

Na primeira fase, o animal era posicionado em decubito dorsal e era
administrada 1 g de cefazolina intravenosa. Em seguida, procedia-se a inciséo
mediana na regido cervical verticalmente, estendendo-se 5 cm abaixo da mandibula
até o inicio do esterno. Apds a dissec¢do dos planos musculares, abordava-se a
artéria carotida comum e a veia jugular interna de ambos os lados (Figura 1). Uma

das veias jugulares internas era retirada, numa extensdo de aproximadamente 3 cm
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servindo como enxerto para a formac¢&o do aneurisma: os cotos proximal e distal da
veia eram ligados com fio seda 3-0. A seguir era confeccionada uma anastomose
término-lateral do coto proximal da veia, que se extendia por 2 a 3 mm, na artéria
car6tida, com fio prolene 7-0. Apés liberagdo das pingas vasculares a anastomose

era examinada na procura de vazamentos ou imperfeigdes (Figura 2).

»

Figura 1: Incisdo cervical anterior mediana (ILM) demonstrando os planos
das carétidas comuns direita e esquerda (CCD e CCE)

Figura 2: Realiza¢do da anastomose término-lateral da veia
jugular na car6tida (AN- aneurisma, CL- pin¢a de clampeamento, AC- car6tida)
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4.3.4 Procedimento Endovascular

Ap6s a confirmacdo angiografica da perviedade do aneurisma, iniciava-se o
preenchimento endovascular (embolizacdo) com mola através de cateterismo
femoral (Figuras 3-8). O acesso inicial se dava por meio de incisdo inguinal direita e
exposicdo dos vasos femorais. Apos a passagem de introdutor 6F na artéria femoral,
sua porcao distal era ligada com seda 3-0. Um cateter guia Envoy 6F era introduzido
sobre guia hidrofilica 0,035 até a car6tida contendo a lesdo (Cordis Enterprise).
Coaxialmente avangava-se um microcateter Excelon 14 sobre microguia Silverspeed
0,014 (EV3 Corporation) no interior do aneurisma. Os grupos eram divididos em |
(aneurismas da carétida esquerda, preenchidos com mola GDC) e Il (da carétida
direita, preenchidos com mola Matrix). O aparelho para a aquisicdo das imagens era
um arco em “C” modelo Fairfield, da marca General Eletric (GE), com registro por
filmes em laminas de raios-x. Ao fim do procedimento, retiravam-se os cateteres e o

introdutor, ligando-se a por¢éo proximal da artéria femoral e fechando-se a incisao.

Figura 3: Introdutor na artéria femoral (INF) para acesso endovascular
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Figura 4: Arteriografia apds a realizacao cirdrgica do aneurisma (AN) demonstrando
perviedade dos aneurismas de ambos os lados (CCD e CCE- car6tidas direita e esquerda)

Figura 5: Detalhe da car6tida esquerda (CCE) com o aneurisma pérvio (AN)



Figura 6: Controle arteriogréfico apds a embolizagédo do
aneurisma (ANE) da car6tida esquerda com mola GDC (CCE)

Figura 7: Controle arteriogréfico apds a embolizagéo do
aneurisma (ANE) da carétida direita com mola Matrix (CCD)

26
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Figura 8: Detalhes sem contraste do cateter (CAT)
e da mola no aneurisma (M)

FASE Il

Na segunda fase do procedimento, decorridos 14 dias, os animais eram
submetidos ao mesmo procedimento anestésico-cirargico inicial, e realizava-se
angiografia de controle. A seguir, abordavam-se as carétidas, retirando-se as pecas
em bloco Unico e entdo, procedia-se a eutanasia. Ao final, realizava-se a rafia dos
cotos arteriais e o fechamento dos tecidos por planos com fio polipropileno 2-0 e

nylon monofilamentar 4-0. (Figuras 9-11).
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Figura 9: Controle angiografico apés 14 dias, demonstrando
perviedade da carotida (AC) e exclusao do aneurisma embolizado (ANE)

Figura 10: Detalhe da peca retirada ap6s 14 dias (AN- aneurisma, AC- artéria carétida)
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Figura 11: Corte pOs parafina antes da preparacédo das laminas
demonstrando o lumen arterial (LA) e o aneurisma embolizado (AN)

4.3.5 Analise Histoldgica

Apés a retirada em bloco das car6tidas com 0s aneurismas, as pecas foram
irrigadas com solugdo de cloreto de sédio a 0,9 % e fixadas em solucdo de

formaldeido a 10 %.

A seguir, encaminhavam-se as pec¢as para a imersdo em parafina e
lamina¢do com micrétomo. Durante a laminacdo, eram retiradas as molas de dentro
dos aneurismas por meio de micro-pingas, a fim de realizar a coloracdo. O corante

para a execucgao das laminas era a Hematoxilina-Eosina (HE).

A andlise de cada peca era realizada pelo mesmo patologista. Inicialmente,

verificava-se o tipo de trombo desenvolvido no aneurisma embolizado, dividindo-se
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em recente e organizado. A seguir, classificava-o conforme escala desenvolvida

neste estudo (Tabela 1).

Tabela 1 - Graduacgéo do processo de organizagdo do trombo

Escore Achados Histologicos

1 Trombo inicial ou recente (aglomerado de plaquetas,
leucdcitos e hemécias).

2 Trombo em organizac&o (diferenciacéo leucocitaria
com producéo de fibrina) ainda com areas de trombo
recente).

3 Trombo organizado com tecido fibrocelular frouxo

(leucdocitos diferenciados e fibrina).

4 Trombo organizado com tecido fibrocelular denso
atenuado (miofibroblastos e colageno).

4.3.6 Sistema de Graduagéao Histologica

O sistema de graduacdo proposto foi desenvolvido para incorporar 0s
principais aspectos da organizacdo do trombo dentro do aneurisma embolizado. Ele
se dividia em escores, levando em conta os seguintes achados: a presenca de

trombo inicial ou recente, isto é, agregado de plaquetas, hemécias e leucdcitos,

categorizado como Escore 1; a presenca de leucdcitos em diferenciacdo contendo
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fibrina e absorcdo das hemacias e plaquetas, porém, intercalados com zonas
contendo trombo recente, categorizado como Escore 2; a presenca de leucécitos em
diferenciagdo contendo fibrina, caracterizando um tecido fibrocelular frouxo,
categorizado como Escore 3; e, a presenca de tecido fibrocelular contendo fibras de

colageno, caracterizando um tecido fibrocelular denso incipiente, categorizado como

Escore 4 (Figuras 12-15).

Figura 12: Trombo recente (Escore 1) (aumento de 200x, HE)

Figura 13: Trombo em organizacdo com tecido fibrocelular
incipiente ainda contendo trombo recente (Escore 2) (aumento de 100x, HE)
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Figura 14: Trombo organizado com tecido fibrocelular
frouxo e restos de fibrina (Escore 3) (Aumento de 200x, HE)

Figura 15: Trombo organizado com tecido fibrocelular denso
atenuado, contendo fibras de colageno (Escore 4) (Aumento de 100x, HE)

4.3.7 Andlise Estatistica

Os dados foram descritos através de calculo de frequéncia e percentual em
cada um dos grupos. Para compara-los quanto ao desfecho em questao, utilizou-se a
andlise por Escores, através do Teste de Wilcoxon. Os dados foram processados no

software SPSS 12.0 e o nivel minimo de significAncia adotado foi de 5%.
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5 RESULTADOS

Um dos animais (macho) foi excluido, pois ocorreu a formacdo de
abscesso subcutaneo invadindo os vasos. Assim, restaram para analise

histolégica das pegas um total de 18 amostras viaveis (Tabela 2).

Para analisar o processo de organizacdo do trombo, utilizou-se a
graduagdo por escores, obtendo-se no grupo I, 8 (88,8%) aneurismas com
trombo inicial (escore 1), isto é, apenas com um aglomerado plaquetario com
células sangliineas em seu interior e no grupo Il, 1 (11,1%) com o mesmo
achado. Apenas 1 (11,1%) do grupo | e 1 (11,1%) do grupo Il apresentaram
trombo organizado com codgulo residual dentro do aneurisma (escore 2).
Exclusivamente no grupo Il também houve 5 (55,5%) casos de trombo
organizado com tecido fibrocelular frouxo e fibrina (escore 3) e 2 (22,2%) casos
de trombo organizado com tecido celular atenuado denso e colageno (escore
4) (Figuras 16-22). Conforme a incidéncia de cada escore, o Teste de Wilcoxon
foi aplicado, revelando uma diferenca significativa entre escores do grupo | e os

do grupo Il (p=0,008).
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Tabela 2 - Achados histolégicos intra-aneurismaticos ap6s 14 dias de

embolizacéo

Escores
Animal Grupo | Grupo Il
1 1 1
2 1 3
3 1 3
4 2 3
5 1 2
6 1 4
7 1 3
8 1 4
9 1 3

Figura 16: Corte histoldgico na transicao entre a artéria com limen pérvio (LA) e o interior do
aneurisma (IAN) com trombo organizado (aumento de 20x, HE).

Figura 17: Corte naregido do ponto de anastomose entre a veia e a artéria (LA- [Gmen arterial,
PS- ponto de sutura, CAN- aneurisma com algumas fibras de colageno (aumento de 40x, HE)
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Figura 18: Transicao entre artéria e aneurisma (LA- [Gmen arterial, PA- parede da artéria, IAN-
interior do aneurisma), com trombo organizado (aumento de 40x, HE)

Figura 19: Histologia de trombo organizado com tecido frouxo (TFO) ainda com presenca de
fibrina (FIB) em grande quantidade (aumento de 100x, HE)

Figura 20: Detalhe do tecido fibrocelular frouxo (TFO) e fibrina intra-aneurisméticos (aumento
de 400x, HE)
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Figura 21: Corte do interior de um aneurisma (IAN) com trombo recente (TR) (aumento de 20x,
HE)

Figura 22: Detalhe da regido do fundo de um aneurisma com trombo recente (TR) em seu
interior (END- endotélio, ADV- adventicia) (aumento de 200x, HE)
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6 DISCUSSAO

Nos estudos que simulam aneurismas cerebrais, a dificuldade inicial é dada
pela variedade de dimensdes destas lesdes no homem “* *. Assim, h4 uma
tendéncia de estudos em animais de diversificar o tamanho dos aneurismas
desenvolvidos experimentalmente. Estudos em primatas, coelhos e cées vém sendo
realizados, baseados nestas diretrizes. Assim, a importancia do modelo
experimental do presente estudo vai de encontro a esta nova tendéncia no aspecto

da diversificagdo quanto ao tamanho do aneurisma desenvolvido >4 4748,

Em relacdo a utilizacdo de suinos, ha trabalhos que estabelecem a
similaridade com humanos do ponto de vista anatémico, sistema fibrinolitico e

sistema de coagulagéo *

. J& sobre raca ou sexo, ndo parece haver superioridade
ou diferencas importantes " *?. Dessa forma, adotamos o suino como animal para o

modelo experimental proposto.

Muitos aneurismas cerebrais humanos que evoluem com sangramento
apresentam menos do que 7 mm de diametro. Entretanto, nos estudos
experimentais em suinos em que se desenvolve cirurgicamente um aneurisma
sacular simulando os do cérebro humano, o tamanho da lesdo é em torno de 1cm.
Um dos objetivos deste estudo foi justamente verificar se era factivel a criacdo de

um aneurisma sacular pequeno.

No estudo piloto que realizamos com 2 suinos, o desenvolvimento do modelo
experimental de aneurisma cerebral consistia na arteriotomia carotidea e
anastomose latero-lateral com a veia jugular interna. A seguir, a veia jugular era

ligada proximal e distalmente e as pingas vasculares eram liberadas. Desta forma se
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esperava a formacdo de um aneurisma sacular da veia jugular excluida. Em ambos
0s animais, porém, verificou-se a trombose do enxerto venoso, impossibilitando a
simulagcé&o de um aneurisma. A partir deste insucesso inicial foi adotado um segundo
modelo para posterior preenchimento com molas baseado em modelo experimental
prévio utilizando-se anastomose término-lateral da veia na artéria (Murayama) “* 4~
2 Algumas diferencas, entretanto, foram observadas neste estudo em relagéo aos
citados anteriormente: a raca de suinos utilizada foi a Large-White, com peso médio
de 18 kg, enquanto que nos estudos iniciais, era a Yorkshire, com peso médio de
35kg. Esta caracteristica de tamanho influenciou diretamente na formacdo dos
aneurismas. Naqueles estudos, a média de tamanho da arteriotomia para
anastomose com a veia jugular era de 7mm, resultando num aneurisma de diametro
médio de 9mm, enquanto que a deste estudo foi de 2mm com a criacdo de um
aneurisma de 3mm de didmetro médio. A criagcdo de aneurismas pequenos que se
mantivessem pérvios parece estabelecer uma abordagem distinta em relagdo aos

estudos anteriores %3 54 5% 56,57,

Quanto ao uso de mola bioativa ou modificada em relacdo as de platina,
alguns estudos vém sendo realizados no intuito de analisar a precocidade e
intensidade da formac&o de tecido cicatricial intra-aneurismatico °® % . Desde o
estudo ISAT, em que se estabeleceu o papel do tratamento endovascular nos
aneurismas rotos, também surgiu a questdo quanto a incidéncia significativa de
recorréncia (recanalizacdo) neste mesmo grupo, apesar de o risco de novo
sangramento ter sido extremamente baixo e n&o significativo °. Para que se entenda
0 processo de recanalizagdo de um aneurisma embolizado, deve-se observar as
fases de trombose da lesdo até que se forme tecido cicatricial em seu interior,

excluindo-o da circulagédo normal. Assim, o processo chamado de organizacdo do
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trombo dentro da leséo inicia com a formacdo de trombo recente, isto é, estagnacao
e ruptura de células sangiineas. A seguir, leucocitos presos ao trombo comegam o
processo de fagocitose, englobando plaquetas, hemacias e fibrina. A infiltracdo
leucocitaria no trombo, passa a seguir, para uma fase de proliferacdo de
miofibroblastos ou células musculares lisas. Estas por sua vez, passam a produzir
colageno, formando o ent&o chamado tecido fibrocelular. A medida que o colageno é
produzido, mais denso fica o interior do aneurisma, havendo, portanto, menor
chance de recanalizagdo. No colo do aneurisma, hd também uma migracdo de
células endoteliais a partir da parede do vaso portador, formando uma camada que o

exclui da lesdo ©*.

Na andlise de estudos in vivo utilizando suinos e cées, aneurismas tratados
com GDC, 14 dias ap6s a embolizacdo, apresentaram trombos n&o organizados
intra-aneurismaticos. Em comparacéo, 0os aneurismas embolizados com Matrix, no
mesmo periodo, apresentaram organizagdo completa do trombo, assim como a

presenca de tecido conjuntivo organizado na regiéo do colo do aneurisma °% 83 4 %,

Outros estudos em suinos e primatas compararam os dois tipos de molas
apresentando resultados mais tardios (apds 1 e 3 meses). Os aneurismas tratados
com molas GDC demonstraram moderada quantidade de tecido conjuntivo e
fibroblastos. J& os aneurismas embolizados com Matrix demonstraram leve reacdo

Y

inflamatoria e células secundérias & reacdo celular por corpo estranho, além de

grande quantidade de tecido fibrocelular denso % % ©7- %8,

Varios estudos experimentais in vitro j& vinham sendo realizados no sentido
de avaliar a organizacdo do trombo dentro do aneurisma através da mola

modificada. A idéia inicial era a de que as molas bioativas pudessem acelerar os
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mecanismos bioldgicos que induzem a maturacédo do trombo e fibrose. Os polimeros
sdo os materiais bioativos desenvolvidos para esse fim. Foi mostrado também que
aneurismas tratados poderiam ter sido controlados pela composicéo da relacédo de
polimeros. A partir disso, desenvolveram-se as primeiras molas de platina revestidas
com Acido Poliglicélico (PGA) e Acido Polilatico (PLA). PGLA 50/50 (50% PGA/50%
PLA) é um copolimero de absor¢éo rapida e demonstrou forte reagdo tecidual. PGLA

85/15 demonstrou uma reacéo mais fraca * % 0> 71,

Havia uma relacéo linear entre tempo de absor¢c&o do polimero e expresséo
do colageno no aneurisma. Baseado nos achados, desenvolveram-se modelos de

tecido cicatricial maduro que retratam o processo de cura da leséo 2 556 73. 74,7576

Nos estudos experimentais preliminares em suinos, materiais de polimeros
bioabsorviveis (BPM) acrescidos a GDC (BPM/GDC) aceleraram a fibrose do
aneurisma e a formacdo da camada intima sem causar estenose de artéria ou

trombose 7 78 5759

7

Um outro estudo em animal mostrou que é possivel a confirmacdo da
hipétese de aceleragdo da cura de aneurisma com o0 uso de polimeros
bioabsorviveis (BPM). Entretanto, vérios desafios, tais como a regulagdo do
processo de cura de acordo com apropriada selecdo de BPM, com ou sem citocinas
e fatores de crescimento, e a avaliagdo em longo prazo dos efeitos anatémicos e
bioldgicos, locais ou sistémicos, precisavam ser avaliados in vitro e no laboratorio

animal 58 79 €0,

Em outro estudo experimental in vitro foi analisado o uso de GDC associado a

implantagdo de ion, em combinacdo com proteina de cobertura, mostrando que
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poderia melhorar a forga de adesé&o celular de superficie quando exposta ao fluxo e
a acdo de enzimas proteoliticas. A forca de adesé&o celular do endotélio parecia ser
importante para alcangar a endotelizagdo mais precoce do colo do aneurisma. Tal
for¢a de interacdo celular também poderia minimizar complicagdes tromboembolicas
cerebrais. Estes resultados in vitro sugeriam que GDC com ions implantados e com
proteinas de coesdo melhorariam os resultados anatdbmicos dos aneurismas
cerebrais em longo prazo, de maneira geral, e de aneurisma grandes, de colo largo,

em particular .

Na avaliacdo da mola GDC com ion implantado (Is) (GDC-Is)
coberto com proteina, verificaram-se caracteristicas fisicas semelhantes com a GDC
padrdo. Porém, os aneurismas experimentais tratados com GDC-Is mostraram uma
resposta biologica mais rapida no corpo e fundo do aneurisma, assim como uma
rapida proliferac@o neoendotelial e migragédo para o colo do mesmo. Molas de platina
modificadas ja haviam sido avaliadas nos resultados preliminares do estudo,
indicando que molas de ion combinado com proteina, melhorariam a adeséo e
proliferagéo celular. Isso embasa a utilizagéo futura da tecnologia, podendo propiciar
resolucdo mais precoce de aneurismas cerebrais de colo largo. Esta resposta
biologica acelerada poderia diminuir as chances de recanalizacdo em humanos
tratados com GDC-Is, sem a necessidade de preenchimento extenso no fundo do

aneurisma >

Analisando evolutivamente as séries clinicas, observa-se que o enfoque inicial
era na seguranca do procedimento com as molas de platina isoladamente (Vifiuela
F. et al, 1997) % 8 82 Também (Uda K. et al., 1999 e 2001) tentava-se estabelecer
qual o melhor paciente para o tratamento com molas e quais as localizagbes mais

X 83, 84, 85, 86 .
seguras em relagéo ao vaso portador . Somado a isso, demonstrava-se um

temor em relacdo a trombose do vaso portador ou perfuragdo aneurismatica, ja que
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0 desenvolvimento tecnolégico das molas de platina visava uma melhor

acomodac&o deste material no interior da lesdo 8’ 8 8 9091,

A seguir, a preocupacdo passou a ser com a eficacia do tratamento
endovascular, diretamente relacionado ao indice de recanalizacdo com as molas

iniciais de platina %.

Hayakawa M. et al (2000), através de seus resultados,
concluiram que o tratamento com GDC era efetivo e os resultados permanentes na
maioria dos aneurismas pequenos com colo curto. Porém, chamavam atencao
quanto as limitagdes técnicas importantes na tecnologia das molas de platina para
prevenir recanalizagdo em aneurismas de colo largo, aneurismas grandes ou

gigantes 3" 93 8

A partir da necessidade de comprovacdo clinica da efichcia das molas
revestidas com copolimero em aneurismas humanos, principalmente no que se
refere a recidiva, estudos envolvendo um grande ndmero de pacientes passaram a
ser organizados. Jeffrey M. Katz et al. (2005), em uma série de 134 pacientes com
aneurisma roto, utilizaram a mola Matrix em 53 % dos aneurismas saculares. Apos
um tempo médio de seguimento de 12 meses, 0s autores concluiram que a maioria
dos aneurismas cerebrais pode ser tratada pela tecnologia endovascular de maneira
segura e eficaz com estas molas bioativas. A morbidade e mortalidade
permaneceram baixas e as taxas alcangadas na ocluséo completa dos aneurismas e
na recanalizacdo dos mesmos foram satisfatérias, até mesmo quando les6es muito

complexas eram tratadas ** %°.

Seguindo a linha que foca a verificagdo da efichcia da embolizacdo na
ocluséo completa e definitiva da les&o, outras correntes estimulam o uso combinado

de mola de platina associado as com revestimento de polimero. Katz J. M. et al.
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(2005) investigaram o uso da combinacdo de GDC e Matrix para tratar 0 mesmo
aneurisma, com resultados preliminares satisfatorios. Enfatizaram que tal estratégia
combinaria as vantagens de ambos os sistemas com um baixo custo, comparado ao

uso de molas Matrix isoladamente °.

Taschner C. A. et al. (2005), avaliaram a seguranca clinica e a estabilidade
apos oclusdo de aneurismas cerebrais, usando a mola Matrix isoladamente ou em
associacdo com GDC, com seguimento de 6 meses, pos-procedimento. Os melhores

resultados foram obtidos na associacéo entre GDC e Matrix *.

Murayama Y. et al. (2006), no intuito de avaliar especificamente as molas
Matrix, comparando novamente a GDC, analisaram 112 pacientes com aneurismas
cerebrais. Destes, 49 foram associados a hemorragia subaracnéide, 65 aneurismas
eram nédo-rotos, 57 eram pequenos com colo estreito e 29 eram pequenos com colo
largo. Todos os pacientes foram acompanhados até o resultado da angiografia e
obtencdo dos resultados clinicos. Complicagbes técnicas aconteceram em seis
pacientes: duas complicagdes tromboembdlicas e quatro perfuragbes de aneurisma.
Destes, os estados de dois deterioraram devido a perfuracdo do aneurisma e outros
dois pela formagédo de tromboembolismo cerebral. Concluiu-se que as molas Matrix
apresentaram complicacgdes técnicas semelhantes quando comparadas a GDC, mas
houve melhora moderada na taxa de recanalizagdo. Entretanto, o seguimento
angiografico a longo prazo néo foi realizado neste estudo, sendo fundamental para

documentar a eficacia ®.

A utilizagcdo de molas modificadas, isoladamente ou em combinagdo com as
de platina reforca a idéia de que a evolucdo da tecnologia destes materiais se

constitui em técnica bastante segura no tratamento dos aneurismas ndo rotos. A
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topografia do aneurisma e a condi¢do clinica do paciente ndo parecem influenciar
nos resultados anatdmicos e histologicos finais. Também parece haver um impacto
econdmico positivo pela diminuigdo do tempo de internacdo e pelo menor nimero de

novas intervencdes %* &,

O fator motivador deste estudo acompanha a tendéncia de outros estudos
experimentais, que é a analise de molas com material bioativo, esperando-se uma
solugdo para o problema da recidiva * . Alguns investigadores tém proposto
diversas classificagdes quanto ao grau de trombose no interior do aneurisma e
quanto & espessura do tecido no colo do mesmo, a fim de verificar o fenébmeno da
recanalizacdo ** #5110 Estes trabalhos esto restritos a determinados centros, e
ndo se tem dado a devida atencdo quanto ao desenvolvimento de modelos

alternativos ou de novos enfoques no que se refere ao fendmeno da recanalizagéo *

20, 40, 52

O objetivo dos estudos experimentais € o teste de novos materiais a fim de
que se evite a recanalizacdo, mas as estratégias de quantificacdo histol6gicas ndo
tém sido uniformizadas nos diversos modelos animais. Neste estudo, foi descrita um
método de graduagdo do processo de trombose. Apos um periodo de 14 dias, a
média dos escores do grupo tratado com mola Matrix foi 3, enquanto a dos escores
do grupo tratado com GDC foi 1. A escala criada neste estudo é capaz de detectar
as diferentes fases do processo de organizagdo do trombo ao longo de 14 dias.
Além disso, a variacdo dindmica da escala parece apropriada nos testes de
materiais de embolizagdo, pois permite a comparagdo com uma medida padrao
entre grupos diferentes. Os escores iniciais (1 e 2) demonstram um trombo n&o

organizado ou pobremente organizado, oferecendo pouca seguranga quanto a lise
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parcial do trombo. Por outro lado, os escores finais * * demonstram a presenca de
um tecido fibrocelular organizado, seja frouxo ou denso atenuado, significando uma
integridade estrutural intensa. Portanto, este recurso reflete indiretamente o

fendbmeno da recidiva ou recanalizagéo.

Uma vez que o propoésito deste experimento era analisar, num curto periodo
de tempo, o processo de organizagdo do trombo comparando-se as molas
tradicionais de platina com as novas molas bioativas revestidas com copolimero,
fases mais avangadas como as de formacao de tecido rico em colageno néo foram
observadas. Em relagédo a formacdo de endotélio na regido do colo do aneurisma,
neste tamanho de leséo, verificou-se intensa reacéao inflamatdéria, contendo diversos
leucocitos (polimorfonucleares e linfécitos) e células gigantes com corpo estranho,
decorrente do fio de sutura na zona da anastomose. Isso impediu a andlise apurada
do endotélio neoformado. Na maioria das amostras foi dificil calcular precisamente o
grau de cobertura do endotélio nos aneurismas deste modelo experimental, uma vez
que o diametro do colo era pequeno, Tal medida depende do exato local de secgéo
histologica realizada, envolvendo o colo do aneurisma e o lumen arterial. Nos
aneurismas pequenos como o0 deste estudo, é dificil, se ndo impossivel, a
determinagdo exata da espessura do endotélio neoformado. Esta foi a razédo

fundamental para ndo incluirmos esta variavel no escore de avaliagéo.

Outros autores vém utilizando tanto seguimentos angiograficos como
histolégicos na andlise de cicatrizagcdo dos aneurismas experimentais embolizados.
Raymond et al. utilizaram a evidéncia angiogréafica da recanalizagdo em um modelo

de aneurisma em cdes .. No presente modelo experimental, a angiografia nao
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demonstrou nenhuma evidéncia de recanalizacdo. Desse modo, o critério

angiografico ndo pdde ser aplicado neste modelo..

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, observou-se uma
formagdo de trombo mais organizado nos aneurismas tratados com a mola Matrix
em relagdo aos tratados com a mola GDC no periodo estabelecido de 14 dias.
Podemos inferir que num periodo mais longo, provavelmente, o tecido cicatricial
dentro do aneurisma com Matrix serd mais denso e as chances de recanalizacdo
menores que nos com GDC. Além disso, espera-se também uma formacgéo de
hiperplasia miointimal mais exuberante no colo destes aneurismas e formagao mais
precoce de tecido fibrocelular. A partir desta fase ocorre uma grande producdo de
colageno e a lesdo tende a se retrair, diminuindo seu volume global. Em relagéo a
rapidez com que se instala o processo cicatricial podemos esperar um menor efeito
de massa exercido sobre o cérebro quando o aneurisma diminui de volume apos a
embolizacdo. Isto é mais evidente em aneurismas gigantes (iguais ou maiores que
2,5 cm de diametro) o que pode representar uma vantagem das molas Matrix em
relagdo as GDC. Estes resultados vdo de encontro aos estudos iniciais em suinos
sobre a mola revestida com copolimeros (Murayama, 2003), os quais concluiram que
até o décimo quarto dia, aneurismas tratados com Matrix exibiram uma area mais
extensa de trombo organizado quando comparados com aneurismas embolizados
com GDC. No modelo de Murayama, os aneurismas tratados com Matrix mostraram
uma média de 87% de suas areas com trombo organizado, ao passo que 0s
aneurismas tratados com GDC revelaram uma média de 75% (P= 0.008, n=11). Em
espécimes obtidas apds 3 a 6 meses, 0s aneurismas tratados com Matrix e GDC
estavam completamente ocluidos com tecido conectivo fibroso. Até a segunda

semana, molas GDC e Matrix foram observadas para evidenciar o envolvimento por
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leucocitos ou tecido de granulagdo bem organizado, dependendo de sua localizacao
no interior do aneurisma. O infiltrado leucocitario ao redor da matriz extracelular foi

substancialmente maior com as molas Matrix *°.

Em resumo, o presente estudo demonstrou que o modelo experimental
utilizado foi adequado, permitindo que se obtivesse um aneurisma sacular de
pequenas dimensdes que se mantinha pérvio, similar aos do cérebro humano. Além
disso, o modelo possibilitou o tratamento endovascular destas lesdes com minimas
dificuldades técnicas. O escore desenvolvido no presente estudo, para avaliar o grau
de organizagédo do trombo, deve contribuir para que futuros experimentos possam
ser descritos com mais objetividade. A uniformizagdo dos dados para a descrigao

dos resultados certamente € um aspecto desejavel nestes estudos experimentais.

Somente a correlagdo deste e dos demais estudos experimentais com 0s
achados clinicos é que ira definir o real papel das molas revestidas no tratamento

endovascular dos aneurismas cerebrais.
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7 CONCLUSAO

O estudo experimental realizado atingiu os objetivos propostos. O modelo
experimental em suinos utilizado demonstrou semelhanga anatbmica aos
aneurismas pequenos da circulagdo cerebral humana, sendo passiveis de

tratamento por via endovascular com sucesso.

Quanto ao processo de formacdo de trombo organizado apos 14 dias, pdde-
se observar tal fendbmeno com a mola Matrix, diferentemente da mola GDC, que
apresentou trombo recente no mesmo periodo. Por meio de uma escala de escores
progressivos refletindo o processo de organizagdo do trombo, puderam-se detectar
diferencas estatisticas entre os grupos, permitindo sua utilizacdo uniformemente em

outros estudos.
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RESUMO

Introducé&o e Objetivos: O modelo experimental em suinos vem sendo utilizado na
andlise histolégica dos novos materiais de embolizagdo dos aneurismas cerebrais.
Este estudo tem o propésito de avaliar a perviedade de aneurismas pequenos
(média de 3mm) em modelo suino e comparar o grau do processo de trombose
apés embolizagdo com dois tipos de molas: de platina sem revestimento e
revestidas com copolimero.

Método: Um total de 20 aneurismas pequenos (média de 3mm de didmetro) foram
criados em ambas as carétidas de 10 suinos da raca Large-White , 6 machos e 4
fémeas. Procedia-se entdo a embolizacdo com molas de platina GDC a esquerda e
mola revestida com polimero Matrix a direita. Apos 14 dias realizava-se angiografia
para demonstrar a exclusdo do aneurisma e retirava-se em bloco a carétida
incluindo a leséo. A seguir, era feita a eutanasia do animal com dose letal de cloreto
de potéssio. As pecas eram analisadas histologicamente e coradas com
Hematoxilina-Eosina. Uma escala gradativa em escores progressivos de 1 a 4 foi
estabelecida para avaliar o processo de organizagdo do trombo. O Escore 1
corresponde a trombo inicial ou recente, isto é, agregado de plaguetas, hemécias e
leucocitos; Escore 2 significa a presenca de leucécitos em diferenciacdo contendo
fibrina e absorcdo das hemacias e plaquetas, porém, intercalados com zonas
contendo trombo recente; Escore 3 corresponde a presenca de leucdcitos em
diferenciagdo contendo fibrina, caracterizando um tecido fibrocelular frouxo; e,
Escore 4 caracterizado como a presenga de tecido fibrocelular contendo fibras de
colageno, representando um tecido fibrocelular denso incipiente.

Os dados foram descritos através de célculo de frequéncia e percentual em cada
um dos grupos utilizando-se o Teste de Wilcoxon para os achados que envolviam
os escores de trombose. Os dados foram analisados no software SPSS 12.0 e o
nivel minimo de significancia adotado foi de 5%.

Resultados: Um animal foi excluido do estudo devido a formacao de abscesso,
restando portanto 9 animais (18 aneurismas) para avaliacdo. Assim, na andlise do
processo de organizagdo do trombo, utilizou-se a graduag&o por escores, obtendo-
se no grupo |: 88,8% de escore 1, 11,1% de escore 2 e nenhum caso com escores
3 ou 4. Ja no grupo I, obteve-se 11,1% de escore 1, 11,1% de escore 2, 55,5% de
escore 3 e 22,2% de escore 4. O Teste de Wilcoxon foi aplicado, revelando uma
diferenca significativa (p=0,008) entre escores do grupo | e do grupo Il, ao longo de
14 dias.

Concluséo: O aneurisma experimental desenvolvido neste estudo foi adequado
para a analise da perviedade de lesbes pequenas (média de 3mm) e portanto
passiveis de tratamento endovascular. P6de-se verificar por meio de uma escala de
escores progressivos, a organizagdo do trombo intra-aneurismético apos 14 dias,
demonstrando diferenca significativa entre o grupo tratado com mola Matrix e o com
GDC.

Palavras-Chave: aneurisma, copolimero, embolizacdo, modelo, mola, suino,
trombose.
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INTRODUCAO

A hemorragia cerebral decorrente da ruptura de um aneurisma cerebral é fatal
para 10% a 15% dos pacientes antes que estes possam receber qualquer aten¢éo
médica. Outros 10% morrem na primeira semana, € 50% a 60% morrerdo Nnos
primeiros 30 dias. Além disso, 30% a 50% dos que sobrevivem ao evento inicial

correm o risco de ter outro sangramento nos proximos seis meses se nao tratados -
4

Desde o estudo ISAT, em que se estabeleceu o papel do tratamento
endovascular nos aneurismas rotos, surgiu a questdo quanto a incidéncia
significativa de recorréncia (recanalizagdo) da leséo, apesar de o risco de novo
sangramento ter sido extremamente baixo °. Assim, o fator motivador deste estudo
também acompanha a tendéncia de outros estudos experimentais, que € a analise
de molas com material bioativo, esperando-se uma solugdo para o problema da

recanalizagao.

O desenvolvimento de molas para embolizag&o tem sido facilitado pelo uso de
véarios modelos de aneurisma sacular em animais. Molas destacaveis de platina vem
sendo testadas usando aneurismas criados cirurgicamente em suinos, caninos,
coelhos e primatas ®*?. O uso de suinos tem sido proposto como um modelo
adequado de avaliagdo de materiais de embolizagéo antes do seu uso clinico™™*°.
Apesar destes modelos permitirem a avaliagdo e contribuirem no desenvolvimento
de novos materiais, algumas limitacdes ainda permanecem. Especificamente, as
estratégias de quantificacdo histoldgicas ndo tém sido uniformizada nos diversos
modelos experimentais. Além disso ndo h& na literatura estudo experimental em
suinos que avalie o comportamento destes dispositivos endovasculares em

aneurismas pequenos (em torno de 3mm).
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METODO

Criac&do dos Aneurismas

Vinte aneurismas saculares foram criados cirdrgicamente em 10 suinos da
raca Large-White com peso médio de 18 kg (16-20 Kg) usando o modelo de

2022 Este modelo consiste na criagdo de um

Murayama com modificacdes
aneurisma na carétida comum por meio de anastomose término-lateral com a veia
jugular interna e ligadura de seu coto distal. Todos os procedimentos foram
aprovados pelo comité de ética e bioética animal do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre (HCPA) e Unidade de Experimentacdo Animal (UEA).

Antes de iniciar o projeto, foi realizado um estudo piloto com 2 suinos para
avaliar a técnica por meio de anastomose da veia jugular interna com a car6tida
comum de forma latero-lateral, com sutura da veia nos cotos distal e proximal e
formacdo de aneurisma sacular na artéria. Entretanto, nos 2 experimentos, verificou-

se a trombose espontanea dos aneurismas neoformados, inviabilizando o modelo.

Assim, recorreu-se ao modelo de Murayama. Na primeira fase, se criavam o0s
aneurismas cirurgicamente apos anestesia geral e, entéo, realizava-se o tratamento
endovascular com molas. Na segunda fase, ap6s 14 dias, retiravam-se as pecas

para analise histoldgica e procedia-se a eutanasia.

FASE |

Técnica Anestésica

Inicialmente, procedia-se a sedagdo com midazolan, 0,5 mg/kg, aplicado por
via intramuscular aproximadamente 30 minutos antes do inicio do procedimento
cirurgico. Em seguida, obtinha-se o acesso venoso para infuséo de liquidos e de

drogas através de vendclise da veia central da orelha do suino. Entéo, continuava-se
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a inducdo anestésica com xilasina e ketamina, até a realizagdo da entubacéo
orotraqueal. A analgesia era mantida com dipirona e fentanil, e o animal respirava
por meio de ventilagdo mecénica. A complementacdo anestésica era feita com
halotano inalatério, 0,5 a 2% e a reposicao liquida com soro glico-fisiolégico (20
ml/kg/h). Um bolo de 3000 Ul de heparina intravenosa era feito no inicio do

procedimento.

Técnica Cirdrgica

A técnica cirdrgica empregada para a abordagem da artéria carétida comum e
da veia jugular interna em ambos os lados foi a abordagem mediana na regiédo

cervical verticalmente.

Na primeira fase realizou-se entdo o posicionamento do animal em decubito
dorsal e a antibioticoprofilaxia com cefazolina 1 g intravenosa. Em seguida,
procedia-se a incisdo mediana na regido cervical verticalmente, estendendo-se 5 cm
abaixo da mandibula até o inicio do esterno. Apds a disseccdo dos planos
musculares, abordava-se a artéria car6tida comum acompanhada da veia jugular
interna, em ambos os lados. Assim, iniciava-se a formacgao cirirgica do aneurisma
na car6tida comum através de uma abertura de aproximadamente 2mm
(arteriotomia) com a mesma pingada. Uma das veias jugulares internas era retirada
numa extensédo aproximada de 3 cm, servindo como enxerto para a formagédo do
aneurisma, por meio de anastomose término-lateral na artéria, com fio prolene 7-0, e
ligadura do coto distal da veia, com fio de seda 3-0. Apés isto, liberavam-se as
pingas de clampeamento e obtinha-se a formacdo de um aneurisma na parede

lateral da car6tida, com média de 3 mm (variagdo de 2 a 4mm) de didmetro.

A seguir, com parte da mesma veia que sobrara, construia-se um outro
aneurisma na carotida contralateral, de maneira semelhante a descrita

anteriormente.
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Técnica Endovascular

Apé6s a confirmacdo angiografica da perviedade do aneurisma, iniciava-se o
preenchimento endovascular (embolizagdo) do mesmo com mola através de acesso
via cateterismo femoral. O acesso inicial se dava por meio de incisdo inguinal direita
e ligadura distal com fio de seda 3-0 com introdutor 6F na artéria femoral e cateter
guia Envoy 6F avancando na cardétida contendo a lesdo (ambos materiais da Cordis
Enterprise). Coaxialmente avancava-se um microcateter Excelon 14 com microguia
Silverspeed 0,14 (EV3 Corporation) no interior do aneurisma. Os grupos eram
divididos em | (os aneurismas da carétida esquerda, preenchidos com mola GDC) e
Il (os da carétida direita, preenchidos com mola Matrix). O aparelho para a aquisi¢cao
das imagens era um arco em “C” da marca General Eletric (GE), com registro por
filmes em laminas de raios-x. Ao fim do procedimento, retiravam-se os cateteres e o

introdutor, ligando-se a por¢éo proximal da artéria femoral e fechando-se a incisao.

Figura 1: Realiza¢do da anastomose término-lateral da veia
jugular na car6tida (AN- aneurisma, CL- pin¢a de clampeamento, AC- car6tida)
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FASE Il

Na segunda fase do experimento, apos o periodo de 14 dias, utilizava-se o
mesmo esquema anestésico da fase |. Entdo, realizava-se a arteriografia
verificando-se as lesdes preenchidas com mola e perviedade do vaso portador. A
seguir, incisava-se novamente a ferida operatéria inicial e abordavam-se as
carétidas com os aneurismas para retirada em bloco das lesdes. Em seguida, era
feita a eutanasia do animal com dose letal de cloreto de potassio. As pegcas eram

fixadas em formaldeido a 10% por no minimo 24 horas.



Figura 2: Angiografias demonstrando em A: perviedade do aneurisma e do vaso
portador logo apés a cirurgia; B: embolizacdo do aneurisma; C: detalhes dos
materiais durante a embolizagcao; D: controle apds 14 dias demonstrando perviedade
do vaso e exclusdo do aneurisma trombosado. ( CCE- Car6tida comum esquerda;
ANE- Aneurisma; CAT- Cateter; M- Mola de embolizag&o)
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Figura 3: Detalhe da peca retirada ap6s 14 dias (AN- aneurisma, AC- artéria car6tida)

Tabela 1. Graduagio do Processo de Crganizacio do Trombo

Escore Lchados Histoldgicos

1 Trombo imicial ou recente
(aglomerado de plaguetas,
leucdcitos e hemdcias)

2 Trombo em organizagio
(diferenciagdo leucoritaria com
producio de fibrina) ainda
coth dreas de trombo recette

3 Trombo organizado com tecido
fibrocehilar frouxo (leucdecitos
difereniciados e fibrina)

4

Trombo organizado com tecido
fibroecehilat denso atenaado
(miofibroblastos e coldgeno)

66
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Processamento Histolégico

Apé6s a fixacdo, as pecas eram mergulhadas em parafina. A seguir, eram
realizados os cortes com micrétomo, e entdo, retiravam-se as molas dos aneurismas
com micropingas, sendo realizada a coloragdo com Hematoxilina-Eosina. Todas as

laminas eram analisadas pelo mesmo patologista.

Sistema de Graduacédo Histoldgico

O sistema de graduacédo proposto foi desenvolvido para incorporar 0s
principais aspectos da organizacdo do trombo dentro do aneurisma embolizado. Ele
se dividia em escores, levando em conta os seguintes achados: a presenca de
trombo inicial ou recente, isto é, agregado de plaquetas, hemacias e leucécitos,
categorizado como Escore 1; a presenca de leucdcitos em diferenciacdo contendo
fibrina e absorcdo das hemacias e plaquetas, porém, intercalados com zonas
contendo trombo recente, categorizado como Escore 2; a presenca de leucécitos em
diferenciagdo contendo fibrina, caracterizando um tecido fibrocelular frouxo,
categorizado como Escore 3; e, a presenca de tecido fibrocelular contendo fibras de
colageno, caracterizando um tecido fibrocelular denso incipiente, categorizado como

Escore 4.

Figura 4: Trombo recente (escore 1) (aumento de 200x, HE)
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Figura 5: Trombo em organizacdo com tecido fibrocelular
incipiente ainda contendo trombo recente (escore 2) (aumento de 100x, HE)

Figura 6: Trombo organizado com tecido fibrocelular
frouxo e restos de fibrina (escore 3) (Aumento de 200x, HE)

Figura 7: Trombo organizado com tecido fibrocelular
denso, contendo fibras de colageno (escore 4) (Aumento de 100x, HE)
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Analise Estatistica

Os dados foram descritos através de célculo de frequiéncia e percentual em
cada um dos grupos. Para comparar 0os grupos quanto ao desfecho em questéo,
utilizou-se a analise por Escores, através do Teste de Wilcoxon. Os dados foram
processados no software SPSS 12.0 e o nivel minimo de significancia adotado foi de
5%.

RESULTADOS

Um dos animais (macho) foi excluido, pois houve a formacéo de abscesso
subcutaneo invadindo os vasos. Restaram entdo para analise histol6gica das pecas

um total de 18 amostras viaveis em 9 animais.

Assim, para analisar o processo de organizagdo do trombo, utilizou-se a
graduagéo por escores, obtendo-se no grupo I, 8 (88,8%) aneurismas com trombo
inicial (escore 1), isto é, apenas com um aglomerado plaquetario com células
sanguineas em seu interior, e no grupo I, 1 (11,1%) com o mesmo achado. Apenas
1 (11,1%) do grupo | e 1 (11,1%) do grupo Il apresentaram trombo organizado com
coagulo residual dentro do aneurisma (escore 2). Exclusivamente no grupo Il
também houve 5 (55,5%) casos de trombo organizado com tecido fibrocelular frouxo
e fibrina (escore 3); e, 2 (22,2%) casos de trombo organizado com tecido celular
atenuado denso e colageno (escore 4) no interior do aneurisma. Conforme a
icidéncia de cada escore, 0 Teste de Wilcoxon foi aplicado, revelando uma diferenca

significativa entre escores do grupo | e os do grupo Il (p=0,008).
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Tahela 2. Achados Histoldgicos Intra-Aneurismaticos apds 14 dias da Embolizagio

E3CORES
Apitnal Grupo I Grupo II
1 1
2 1 3
1 3
2 3
5 1 2
6 1 4
7 1 3
8 1 4
o 1 3

DISCUSSAO

No estudo piloto com 2 suinos, o desenvolvimento do modelo experimental de
aneurisma cerebral consistia na arteriotomia carotidea e anastomose latero-lateral
com a veia jugular interna do suino, procedendo-se & sutura dos cotos proximal e
distal da veia, soltando-se as pincas da carotida esperando verificar-se o enchimento
e, portanto, perviedade do aneurisma. Porém, nestes 2 estudos, verificou-se a
trombose do enxerto venoso espontaneamente, impossibilitando a simulagdo com
um aneurisma e, portanto, insucesso do modelo. A partir disso, o presente estudo foi
desenvolvido em suinos baseado no processo de formagdo cirdrgica dos
aneurismas e posterior preenchimento endovascular com molas em modelo

experimental prévio (Murayama) 2%,
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Algumas adaptagdes, entretanto, foram realizadas neste estudo em relagéo
aos citados anteriormente, pois a raca de suinos obtida foi a Large-White, com peso
médio de 18 kg, enquanto que nos estudos iniciais, era a Yorkshire Suina, com peso
médio de 35kg. Esta caracteristica de tamanho influenciou diretamente na formagéo
dos aneurismas cirurgicamente, visto que naqueles estudos, a média de tamanho da
arteriotomia para encherto da veia jugular na formagdo do aneurisma era de 7mm,
resultando num aneurisma de diametro médio de 9mm, enquanto a deste estudo foi

de 2mm de arteriotomia para formac¢éo de um aneurisma médio de 3mm.

A perviedade destes aneurismas pequenos parece estabelecer uma
abordagem distinta em relacdo aos estudos prévios, pois muitos aneurismas que
sangram em humanos sdo pequenos (ou seja, abaixo de 7mm)> %, Uma tendéncia
atual observada é a diversificacdo do tamanho dos aneurismas desenvolvidos
experimentalmente e a variagdo biolégica. Estudos em primatas, em coelhos e em
caninos vém sendo realizados além de suinos, baseados nestas diretrizes” 2 27,
Assim, a importancia do modelo experimental do presente estudo vai de encontro a
esta nova tendéncia no aspecto da diversificagdo quanto ao tamanho do aneurisma
desenvolvido > 1> 182830,

Em relagdo ao uso de suino, h4 trabalhos que estabelecem a similaridade
com humanos do ponto de vista anatdmico, sistema fibrinolitico e sistema de

31, 32

coagulagao . Ja sobre a raga ou sexo, ndo parece haver superioridade ou

diferencas importantes 3 3,

Quanto ao uso de mola bioativa ou modificada em relacdo as de platina
iniciais, alguns estudos vém sendo realizados no intuito de analisar a precocidade e
intensidade da formagéo de tecido cicatricial intra-aneurismatico . O objetivo é
evitar a recanalizacdo, mas as estratégias de quantificacdo histologicas ndo tém sido

uniformizadas nos diversos modelos experimentais.

Neste estudo, uma medida ordinal do processo de trombose apds a
realizac@o experimental de aneurisma em suinos e embolizac¢do, foi descrita. Num
periodo de 14 dias, a média dos escores do grupo tratado com mola Matrix foi 3,
enquanto a dos escores do grupo tratado com GDC foi 1. Estes dados indicam que a

escala criada neste estudo é capaz de detectar as diferentes fases do processo de
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organizagdo do trombo ao longo de 14 dias. Além disso, a variagdo dindmica da
escala parece apropriada nos testes de materiais de embolizagdo modificados, pois
permite a comparagdo com uma medida padrdo entre grupos diferentes. Ela pode
ser um recurso de medida relevante nos aneurismas saculares experimentais apos o
tratamento endovascular. Adicionalmente, esta escala foi desenhada para refletir a
cicatrizac&o ideal de um aneurisma embolizado. Os escores iniciais »* # demonstram
um trombo ndo organizado ou pobremente organizado, oferecendo pouca
integridade mecanica. Por outro lado, os ecores 3 e 4 demonstram a presenca de
um tecido fibrocelular organizado, seja frouxo ou denso atenuado, revelando uma
integridade estrutural intensa. Alguns investigadores tém proposto diversas
classificagbes quanto ao grau de trombose no interior do aneurisma e quanto a
espessura do tecido no colo do mesmo.? * % Estes achados tém sido confinados a
determinados centros e ndo se tem dado a devida atengdo quanto a generalizagéo
dos resultados em outros centros.> 2> *°, O presente modelo experimental apresenta
resultados de féacil avaliagdo no que concerne a trombose, bem como aspectos

acurados e reprodutiveis para o uso de materiais de embolizag&o pré-clinicos.

Outros autores previamente vém utilizando tanto a angiografia como a
avaliacdo histologica na andlise de cicatrizacdo dos aneurismas experimentais
embolizados. Raymond et al utilizaram a evidéncia angiografica da recanalizagdo em
um modelo de aneurisma em canino *. Infelizmente, no modelo experimental em
suino utilizado neste estudo, a angiografia ndo evidenciou nenhuma evidéncia de
recanalizacdo. Desse modo, o critério angiografico ndo pdde ser aplicado neste

estudo.

Alguns autores, especificamente utilizando o modelo suino com aneurismas
maiores, vém insistindo na argumentacdo sobre a camada que se desenvolve na
regido de transigdo entre o colo do aneurisma e o vaso portador apds a embolizacao
20. 38 Foi dificil calcular precisamente o grau de cobertura do endotélio nos
aneurismas deste modelo experimental, uma vez que a dimenséo do colo variava
entre 1 a 2 mm. Tal medida depende do exato local de seccao histoldgica realizada,
envolvendo o colo do aneurisma e o limen arterial. Entretanto, nos aneurismas

pequenos como o deste estudo, é dificil se ndo impossivel a determinacéo exata da
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espessura do endotélio neoformado. Sendo assim, ndo foi incluida a espessura do

endotélio na escala aqui desenvolvida.

Portanto, apesar de desenvolvida neste estudo, a escala utilizada foi baseada
em aspectos ideais e bem marcados do processo de organizagdo do trombo.
Estudos adicionais de impacto focados na regido do colo de aneurismas maiores
sd0 necessarios para validar seu propésito, além de um ndmero maior de casos
experimentais ao longo do tempo. A avaliacdo dos achados histolégicos observados
neste experimento deverdo ser correlacionadas com os resultados de grandes séries
clinicas randomizadas, comparando os resultados das molas recobertas com

polimero com aqueles de molas n&o recobertas.

CONCLUSAO

O modelo experimental em suino utilizado neste estudo demonstrou semelhanca
anatdmica com os aneurismas saculares pequenos da circulagdo cerebral humana,
sendo passiveis de tratamento por via endovascular. Verificou-se, apés 14 dias, as
caracteristicas entre os dois tipos de molas no que se refere ao tipo de trombo
formado dentro do aneurisma. Por meio de uma escala de escores progressivos do
processo de organizagdo dos trombos, pOde-se detectar diferencas entre os dois
grupos. Os achados aqui descritos podem contribuir para a uniformizagdo dos
achados e melhor compreensédo dos resultados quando s&o avaliados diferentes

tipos de molas para embolizagéo dos aneurismas cerebrais.
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ABSTRACT

Background and Objectives: The experimental pig model has been used for
histological analysis of new materials for the embolization of cerebral aneurysms.
This study aims to evaluate the patency of small aneurysms (measuring, on average,
3 mm) in a pig model and compare the degree of thrombosis after embolization with
two types of coils: uncoated platinum coils and copolymer-coated coils.

Method: A total of 20 small aneurysms (with a mean diameter of 3 mm) were created
in both carotid arteries of 10 Large-White pigs (6 males and 4 females) weighing 16
to 20 kg (mean: 18 kg). Embolization was performed with GDC platinum coils on the
left side and with a coil coated with Matrix polymer on the right side. After 14 days,
angiography was performed to confirm exclusion of the aneurysm. Before euthanasia
with a lethal dose of potassium chloride, the carotid artery was removed in one piece,
including the aneurysm. The specimens were cut into sections, including the mid
portion of the aneurysm and the artery above and below the aneurysm, and stained
with hematoxylin- eosin for histological analysis. A graduated scale with progressive
scores ranging from 1 to 4 was used to evaluate the organization of the thrombus.
Score 1 indicated clusters of platelets, white blood cells, and red blood cells,; Score 2
showed the presence of differentiating white blood cells containing fibrin and
absorption of red blood cells and platelets, interspersed with zones containing a
recent thrombus; Score 3 corresponded to the presence of differentiating white blood
cells containing fibrin, which characterized a loose fibrocellular tissue; and Score 4
indicated the presence of fibrocellular tissue containing collagen fibers, which
characterized an incipient dense fibrocellular tissue The data were described as
frequency and percentage using the Wilcoxon test for findings involving thrombosis
scores. The data were analyzed using the SPSS 12.0 software, and the minimum
significance level was set at 5%.

Results: One animal (male) was excluded from the study due to abscess formation
near the anastomosis. Therefore, nine animals (18 aneurysms) were assessed. A
score was used for analyzing the organization of the thrombus. In group I, 88.8% had
score 1, 11.1% score 2, but no cases showed scores 3 and 4. In group Il, 11.1% had
score 1, 11.1% score 2, 55.5% score 3, and 22.2% score 4. The Wilcoxon test was
applied, revealing a significant difference (p=0.008) between the scores for group |
and group Il in the course of 14 days.

Conclusion: The experimental aneurysm developed in this study was suitable for
assessing the patency of small aneurysms (measuring, on average, 3 mm) after coil
embolization. The organization of the intra-aneurysmal thrombus after 14 days was
verified using the progressive score, which indicated a significant difference between
the group treated with the Matrix coil and that treated with GDC.

Keywords: aneurysm, copolymer, embolization, model, coil, pigs, thrombosis.
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INTRODUCTION

Cerebral hemorrhage resulting from the rupture of a cerebral aneurysm is fatal
in 10 to 15% of patients before they can receive medical attention. Another 10% die
within the first week, and 50 to 60% will die within the first 30 days. Furthermore, 30
to 50% of those surviving the initial event are at risk of having additional bleeding in

the next six months, if untreated .

Since the ISAT study, in which the role of endovascular treatment was
established for ruptured aneurysms, a question has arisen as to the significant
incidence of recanalizations, even though the risk for a new bleeding is extremely
low. (5) Thus, the issue motivating this study also follows the trend of other
experimental studies, that is, the analysis of coils containing bioactive material, in an

attempt to find a solution to the recanalization problem.

The development of coils for embolization has been made easier by the use of
several saccular aneurysm models in animals. Detachable platinum coils have been
tested using aneurysms surgically created in pigs, dogs, rabbits, and primates 2,
The use of pigs has been proposed as a suitable model for the evaluation of
embolization materials before their clinical use ***°. Although these models enable
such evaluation and contribute to the development of new materials, some limitations
still exist. Specifically, histological quantification strategies have not been
standardized in different experimental models. Furthermore, there is no experimental
study on pigs in the literature evaluating the behavior of these endovascular devices

in small aneurysms (around 3 mm).

METHOD
Aneurysm Creation

Twenty saccular aneurysms were surgically created in 10 Large-White pigs

with a mean weight of 18 kg (16-20 kg) using the modified Murayama’s model 2°%,
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This model consists of aneurysm creation in the common carotid artery by end-to-
side anastomosis to a segment of the internal jugular vein and ligation of its distal
stump. All procedures were approved by the Animal Ethics and Bioethics Committee
of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) and the Animal Experimentation
Unit (UEA).

Before carrying out the project, a pilot study was conducted with two pigs to
evaluate the side-to-side anastomosis of the internal jugular vein to the common
carotid artery, and the ligation of the vein in the distal and proximal stumps. In both
animals, spontaneous thrombosis of the aneurysms occurred, rendering the model

unsuitable for our purposes.

The model described by Murayama was then used. In the first phase,
aneurysms were created surgically following general anesthesia, and then coils were
used for the endovascular treatment. In the second phase, after 14 days, the

specimens were removed for histological analysis, and the animals were euthanized.

PHASE I:

Anesthetic Technique:

For sedation, intramuscular midazolam (0.5 mg/kg) was administered
approximately 30 minutes before skin incision. Cannulation of the central vein of the
ear was carried out for the infusion of fluids and drugs. Anesthetic induction was
done with xylazine and ketamine and orotracheal intubation was performed.
Analgesia was maintained with dipyrone and fentanyl, and mechanical ventilation
was started. Anesthetic supplementation was done with 0.5 - 2% inhaled halothane,
and fluid replacement was carried out using glucose-containing saline (20 ml/kg/h).
An intravenous heparin bolus of 3,000 IU was administered at the beginning of the

procedure.
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Surgical Technique

The common carotid artery and internal jugular vein on both sides were
exposed through a medial cervical approach and clamped with vascular forceps.
Antibiotic prophylaxis consisted of 1 g of intravenous cefazolin. Subsequently, a
medial incision was made vertically in the cervical region, extending 5 cm below the
mandible all the way down to the beginning of the sternum. The internal jugular vein
was dissected free in one side, for 4 or 5 cm and the extremities ligated with 3-0 silk.
A saccular aneurysm was created by end-to-side anastomosis to the common
carotid. The arteriotomy was 2 to 3 mm long and a 7-0 prolene was used for the
anastomosis. After declamping, the anastomosis was checked for bleeding or early
thrombosis. The mean diameter of the created aneurysms was 3 mm (range of 2 to 4

mm).

Subsequently, another aneurysm was created using part of the remaining vein

in the contralateral carotid artery, in a similar way to that described above.

Endovascular Technique

After angiography, embolization of the aneurysm was carried out using
microcatheters and coils through a femoral access. For femoral access, a surgical
approach was used and a 6F introducer sheath was inserted. Then a 6F Envoy
guiding catheter (Cordis Enterprise) was advanced for selective cannulation of both
carotid arteries. An Excelon 14 microcatheter was advanced coaxially over a
Silverspeed 0.14 microguide (EV3 Corporation) into the aneurysm. Groups were
divided into | (aneurysms in the left carotid, filled with GDC coil) and Il (aneurysms in
the right carotid, filled with Matrix coil). Both coils were manufactured by Boston
Scientific Corporation. A General Electric (GE) C-shaped arch, with x-ray film sheets,
was used for imaging. At the end of the procedure, the catheters and the introducer

sheath were removed.
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Figure 1: End-to-side anastomosis of the jugular vein to the carotid artery (AN-
aneurysm, CL —clamping forceps, AC- carotid artery).

PHASE 1l

After a 14-day period, the same anesthetic regime as that of phase | was used
and another arteriography was performed to confirm the exclusion of the aneurysms.
Before euthanasia by a lethal dose of potassium chloride, the operative wound was
incised once again, and the carotid arteries with aneurysms were approached for
removal and fixation in 10% formaldehyde for at least 24 hours.
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Figure 2: Angiograms showing in A: patency of the aneurysm and vessel with the
aneurysm shortly after the surgery; B: aneurysm embolization; C: details of the
materials during embolization; D: control after 14 days demonstrating the patency of
the vessel and exclusion of the thrombotic aneurysm. (CCE - left common carotid
artery; ANE — aneurysm; CAT — catheter; M - embolization coil)
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Figure 3: Detail of the specimen removed after 14 days (AN-aneurysm, AC-carotid
artery)

Table 1: Gradation of the thrombus organization process

Score Histological Findings

1 Initial ar recent thrombus
{agolomerate of platelets, white blood
cells, and red hlood cells

2 Crganzing thrambus fwhite blood cell
differentiation with fibrin production
gtill with recent thrombus areas

3 Organzed  thrombus  with  loose
fibrocellular  tissue  (differentiated
white blood cells and fikring

4 Organzed thrombus with moderately
dense fibrocellular tissue
{rmyofibroblasts and collagen)

Histological Processing

After fixation, the specimens were embedded in paraffin. Subsequently, they
were sectioned on a microtome, and then the coils were removed from the
aneurysms using a microforceps, and stained with hematoxylin-eosin. All slides were

analyzed by the same pathologist.
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Histological Grading System

The proposed grading system was developed to incorporate the main aspects
of thrombus organization within the embolized aneurysm. The system was divided
into scores, taking the following findings into account: presence of initial or recent
thrombus, i.e., cluster of platelets, white blood cells, and red blood cells, classified as
Score 1; presence of differentiating white blood cells containing fibrin and absorption
of red blood cells and platelets, interspersed with zones containing a recent
thrombus, classified as Score 2; presence of differentiating white blood cells
containing fibrin, characterizing a loose fibrocellular tissue, classified as Score 3; and
presence of a fibrocellular tissue containing collagen fibers, characterizing an

incipient dense fibrocellular tissue, classified as Score 4.

Figure 4: Recent thrombus (score 1) (200x magnification, HE)

Figure 5: Organizing thrombus, with incipient fibrocellular tissue still containing a
recent thrombus (score 2) (100x magnification, HE)
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Figure 6: Organized thrombus with loose fibrocellular tissue and fibrin remains (score
3) (200x magnification, HE)

Figure 7: Organized thrombus with dense fibrocellular tissue, containing collagen
fibers (score 4) (100x magnification, HE)

Statistical Analysis

The data were described as frequency and percentage for each group. To
compare the groups for the targeted endpoint, a score analysis was performed using
the Wilcoxon Test. The data were processed by the SPSS 12.0 software, and the

minimum significance level adopted was 5%.
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RESULTS

One (male) animal was excluded because of a subcutaneous abscess near
the carotid arteries. Therefore, a total of 18 viable samples from nine animals were

submitted to histological analysis.

Score | (cluster of platelets and white blood cells) was observed in eight
aneurysms (88%) in Group | but in just one aneurysm in Group Il (11.1%). Only one
(11.1%) in group | and one (11.1%) in group Il presented an organized thrombus with
a residual clot inside the aneurysm (score 2). Exclusively in group I, there were also
five (55.5%) cases of organized thrombus with loose fibrocellular tissue and fibrin
(score 3) and two (22.2%) cases of organized thrombus with moderately dense cell
tissue and collagen (score 4) inside the aneurysm. The Wilcoxon test was applied
according to the incidence of each score, and revealed a significant difference

between the scores of group | and group Il (p=0.008).

Table 2: Histological findings 14 days after embolization

Scares
Animal Group I Group 11
1 1 i
2 1 3
3 1 3
1 b x
5 i 2
6 1 4
{ 1 3
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DISCUSSION

In the pilot study with two pigs, the development of an experimental model of
cerebral aneurysm consisting of carotid arteriotomy, side-to-side anastomosis to the
internal jugular vein followed by proximal and distal ligation of the vein was
unsuccessful. Both aneurysms thrombosed before skin closure. Murayama’s model
20-22 \vas then used in the present study.

Some adaptations, however, were made in this study relative to previous
experiments. Instead of adult Large-White specimens, we used Yorkshire pigs with a
mean weight of 18 kg. This size characteristic directly influenced the surgical
formation of aneurysms: the mean arteriotomy size in this study was 2 mm for the
formation of a 3-mm aneurysm. Many bleeding aneurysms in humans are small (less

than 7 mm) > %

and an experimental model of small aneurysm seems to be
interesting for device investigation. A current observed trend is the diversification in
the size of experimentally developed aneurysms and biological variation. Studies in
primates, rabbits and dogs, as well as in pigs, have been conducted based on these
guidelines " ?*?" Thus, the importance of the experimental model in the present study
is consistent with the new trend regarding the diversification in the size of the
experimental aneurysm > 1> 18 2830,

With respect to the use of pigs, there are studies that establish their similarity
to humans in terms of anatomy, fibrinolytic system and coagulation system 3" %%, As
for race or sex, there seems to be no superiority or important difference 334,

As for the use of a bioactive or modified coil in comparison to the early
platinum ones, some studies have been carried out in order to analyze the early
formation and the intensity of formation of intra-aneurysmal scar tissue *3” The goal
is to prevent recanalization, but histological quantification strategies have not been

standardized in several experimental models.

In this study, an ordinal measure of the thrombosis process following the
experimental creation of an aneurysm in pigs and embolization was described. In a

14-day period, the group treated with the Matrix coil showed a mean score of 3, while
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the group treated with GDC had a mean score of 1. These data indicate that the
scale created in this study is able to detect the different phases of the organization
process of the thrombus during 14 days. Additionally, the dynamic range of the scale
seems suitable for the testing of modified embolization materials, as it allows a
comparison against a standard measure between different groups. It can be a
relevant measurement resource for experimental saccular aneurysms following
endovascular treatment. Additionally, this scale was designed to reflect the optimal
scar tissue formation of an embolized aneurysm. The initial scores (1 and 2)
demonstrate a non-organized or poorly organized thrombus, providing low
mechanical integrity. On the other hand, scores 3 and 4 demonstrate the presence of
an organized fibrocellular tissue, either loose or moderately dense, revealing
intensive  structural integrity. Some investigators have proposed several
classifications for the degree of thrombosis inside the aneurysm and for the tissue
thickness at the neck of the aneurysm ?* *® - These findings have been restricted to
certain centers and generalized results have not been given proper attention at other
centers > % % The present experimental model yielded results that are easy to
evaluate with respect to thrombosis, as well as accurate, reproducible aspects for the

use of preclinical embolization materials.

Other authors have previously used both angiography and histological
evaluation in the analysis of scar tissue formation in embolized experimental
aneurysms. Raymond et al. used the angiographic evidence of recanalization in an
aneurysm dog model . Unfortunately, in the experimental pig model used in this
study, angiography did not show any evidence of recanalization. Hence,

angiographic criteria could not be applied to this study.

Some authors, specifically utilizing the pig model with larger aneurysms, have
insisted on the argument about the layer that develops in the transition region
between the neck of the aneurysm and the vessel containing the aneurysm after

embolization 2% 38

. It was hard to accurately calculate the degree of endothelial
coverage in the aneurysms of this experimental model, as the neck size ranged from
1 to 2 mm. Such measure depends on the exact site where the histological section
was performed, involving the neck of the aneurysm and the arterial lumen. However,

in small aneurysms, as in this study, it is difficult, if not impossible, to accurately
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determine the thickness of the newly formed endothelium. Thus, the thickness of the

endothelium was not included in the scale described here.

The proposed scale seems to clearly define aspects of thrombus organization
and retraction. Additional studies focusing on the region of the neck of larger
aneurysms are needed to validate its usefulness in evaluating the behavior of various
types of coils. The histological findings observed in this experiment must be
correlated with the results of major randomized clinical series, comparing the results

of polymer-coated coils with those of uncoated coils.

CONCLUSION

The experimental pig model used in this study demonstrated an anatomical
similarity to small saccular aneurysms of the human cerebral circulation, which can
be subjected to endovascular treatment. After 14 days, the characteristics between
the two types of coils were verified regarding the type of thrombus formed inside the
aneurysm. The use of a progressive score for the organization process of thrombi
allowed detecting differences between the two groups. The findings described here
may contribute to standardizing the findings and to better understanding the results

when different types of coils are used for embolization of cerebral aneurysms.
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