'IF;\N;..IS-I:P" I = o .
==Y Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto

. Programa de Pos-graduagao em Ciéncias da

%‘x - ‘t(,:" /'wmm’ Vg
- Saude

Celso Murilo Nalio Matias de Faria

Avaliac&do de endoprotese nacional em
traquéia de coelhos

S&o José do Rio Preto
2011



Celso Murilo Nalio Matias de Faria

Avaliacao de endoprotese nacional em traquéia
de coelhos

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Medicina de Sao José do Rio Preto para
obtencdo do titulo de Mestre no Curso
de PoOs Graduacdo em Ciéncias da
Saude, Eixo Tematico: Medicina.

Orientador: Prof. Dr. Domingos Marcolino Braile
Co-orientador: Prof. Dr. Olavo Ribeiro

Rodrigues

S&o José do Rio Preto
2011



Faria, Celso Murilo Nalio Matias de Faria
Avaliacéo de endoprotese nacional em traquéia de coelhos/
Celso Murilo Nélio Matias de Faria
Séo José do Rio Preto, 2010.
66 p.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de S&o José do Rio
Preto - FAMERP
Eixo tematico: Medicina

Orientador: Prof. Dr. Domingos Marcolino Braile
Co-orientador: Prof. Dr. Olavo Ribeiro Rodrigues

1. endoproétese 2. protese 3. Ortese 4. stent 5. estenose de traqueia
6. Biocompatibilidade




SUMARIO

DEDICATORIA. ..ottt i
AGRADECIMENTOS........oovierieeiieeiesseeesiessiisssessssssssessssssssssassssssssssssnssnsssasaons i
EPIGRAFE. ..ottt iv
LISTA DE FIGURAS. .....oooueveevissesseeseoesseseessessssessssssssssssssassssssssssssssnssanssnes v
LISTA DE TABELAS E QUADROS.......co.ovververeenreesiinssesesssessssessssssesssesnsen vii
LISTA DE ABREVIATURAS........oooivemeeieeiiesieseessssseisssssssssessesssssssssssssssnsees viii
RESUMO.......ooovieiecioeneeesseieseeesisssesses s sessssss s sssssss s ssnsssasssnsssasssnsssanssns ix
ABSTRACT ....ooeecveeveeeseesies s as s ss s seanseas Xi
INTRODUGAD. ..ottt ettt san s 1
(@] 2] = 1Y/ TSSO 3
REVISAO DA LITERATURA . .....oooivmreereeeeieseeseesesssesssessssssansessassssessssnseons 4
MATERIAL E METODO..........cooiieemeinreeseesesssesesseessessessssssssssssssssssssesnsenes 13
RESULTADOS. ......oooveevieeesseeseessessseesssesssassasssssssssssssssnssasssassassssssssnssssssnsens 24
DISCUSSAD. .....oiiiteieeietee ettt 38
CONCLUSOES......coooiceeeeee ettt 46
REFERENCIAS. .......coeveieeeeeeeeee ettt 47

ANEXOS ... 51



DEDICATORIA

A minha familia, que proporcionou estrutura emocional e estimulo ao meu
desenvolvimento.

A Minha mae, meu pai e irmdos, minha esposa e filha.

Aos coelhos que morreram neste trabalho.

Aos pacientes que ndo tinham proteses disponiveis para seu tratamento.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todas as pessoas que contribuiram para minha formacéo,
especialmente ao Dr. Francisco de Assis Cury pelo ensinamento técnico, mas acima de
tudo, o moral. Dr. Heélio Minamoto pelo exemplo de doagdo pelos ideais e a
contribuicdo técnica na minha formacdo. Dr. Olavo Ribeiro Rodriges pela paciéncia e
dedicacdo inesgotaveis na redacao deste trabalho.

Aos funcionérios do biotério: Edina Maria Gracioli, Luzia Silva Viana, Pedro
José de Freitas, Florentino Damaceno Oliveira Janior e Idallina Falavinha Mota da
Silveira pela disponibilizacdo dos materiais cirdrgicos e cuidado com os animais.

A veterinaria Debora Aparecida Pies de Campos Zuccare.

Ao Setor de radiologia: Prof. Dr. Antdnio Soares de Souza, e 0s técnicos que
possibilitaram a documentacéo radioldgica das aplicacdes.

Aos patologistas: Patricia Maluf Cury e José de Mendonca Costa Neto de
demandaram seu tempo analisando nossos materiais.

A empresa fabricante das endopréteses (Braile Biomédica) e aos profissionais
gue se empenharam para 0 bom desenvolvimento deste trabalho

Ao Prof. Dr. Braile com seu entusiasmo para o trabalho e confianga no nosso
desempenho.

A Ana Paula Marques de Lima Oliveira na orientacdo de metodologia cientifica

e como porta-voz com a diretoria.



A Guilherme Agreli e Igor Fiasqui, que se empenharam em produzir a protese e
o aplicador ideal para o modelo experimental.

A Carmo Matias da Silva que nos trouxe sua experiéncia com anestesia em
animais e nos estimulou nos momentos de dificuldade.

As minhas irmas: Miriam pela consultoria em inglés inclusive aos sabados,
domingos e feriados. Lia que me salvou varias vezes nos momentos em que o “Word”

ndo queria me obedecer. E a Vi que revisou meu bom portugués, inimeras vezes.



EPIGRAFE

“Quem perdeu o trem da historia por querer
Saiu do juizo sem saber

Foi mais um covarde a se esconder

Diante de um novo mundo”

(Cancéo do novo mundo - Beto Guedes e Ronaldo Bastos)



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: protese em “T” de silicone — Montgomery. 5
Figura 2: endoprétese de Dumon 5
Figura 3: endoprotese Palmaz — estrutura tubular em ago 9
Figura 4: endoprotese Strecker — filamento Gnico em tantalo 9
Figura 5: endoprotese Gianturco 10
Figura 6: endoprotese Wallstent 11
Figura 7: endoprotese Ultraflex 12

Figura 8: endorprotese de nitinol revestida com poliuretano, utilizada no estudo 14

Figura 9: o aplicador 15
Figura 10: aplicador liberando a protese 16
Figurall: coelho sendo submetido a laringoscopia com lamina numero 2 17

Figural2: aplicador posicionado para liberacdo. A marca no aplicador esta posicionada
no incisivo do animal 18

Figura 13: endoprotese liberada. A marca no aplicador retraida alguns centimetros e o

bastdo interno mantido fixo 18
Figura 14: exposicdo das vias aéreas antes de serem retiradas do coelho 20
Figura 15: exposicdo das vias aéreas antes de serem retiradas do coelho 20
Figura 16: abertura da traqueia para estudo dos parametros macroscopicos 21
Figura 17: radiografias para estudo do parametro “migragao”. 27
Figura 18: histologia — reacdo inflamatdria mononuclear 31
Figura 19: histologia — reacdo inflamatdria polimorfonuclear 32

Figura 20: histologia do envolvimento parietal 34



Figura 21: aspecto histologico do revestimento epitelial com metaplasia 35

Figura 22: aspecto histologico do revestimento epitelial com ulceracdo 36



LISTA DE TABELAS E QUADROS

Quadro 1: Escore utilizado para dilatacéo, incorporacao e granulagéo 22

Quadro 2: escores das variaveis estudadas na microscopia: inflamacao,

envolvimento parietal e revestimento. 23
Quadro 3 — desfecho dos coelhos submetidos a aplicacédo de protese 25
Quadro 4: motivo do ébito e a caracteristica histoldgica do pulmao 26
Tabela 1: escore de migracéo - resultado 27
Tabela 2: escore de dilatagdo — resultado 28
Tabela 3: escore de incorporacao - resultado 28
Tabela 4: escore de granulacao - resultado 29

Tabela 5: resultados individuais (cada coelho) quanto a migracdo, incorporacdo e

granulacéo. 29
Tabela 6: escore de inflamacdo traqueal no segmento sem protese. 30
Tabela 7: escore de inflamacéo traqueal na regido com protese. 31
Tabela 8: escore de envolvimento parietal sem prétese. 33
Tabela 9: escore do envolvimento parietal com prétese. 33
Tabela 10: escore do revestimento epitelial sem protese. 34
Tabela 11: escore do revestimento epitelial com protese. 35

Tabela 12: escore de cada coelho para inflamagéo, envolvimento parietal e epitelial.

37



LISTA DE ABREVIATURAS

RX radiografia
MN mononuclear

PMN polimorfonuclear



RESUMO

Introducdo: a utilizacdo de endoprotese tem a principal indicagdo nas obstrucdes
neoplasicas e nas obstrucdes ndo trataveis cirurgicamente. A dependéncia da industria
estrangeira € uma das barreiras para utilizacdo ampla destes dispositivos. A relevancia
deste trabalho é o desenvolvimento de uma prétese nacional de facil acesso e baixo
custo. Objetivo: avaliar endoprétese de nitinol revestida com poliuretano, na traqueia
de coelhos. Material e Método: foram estudados 17 coelhos, da raca Nova Zelandia
(Oryctolagus Cuniculus). Oito machos e nove fémeas, com peso médio de 35229 (de
2570 a 4270g). As endoproteses foram aplicadas via oral, por meio de laringoscopia,
sob anestesia geral, e liberadas no terco médio das traqueias. Realizou-se estudo
radiologico para assegurar a posicdo da endoprétese que permitiu comparar o indice de
migracdo da endoprotese em milimetros. O tempo proposto de seguimento foi de 30
dias. Procedeu-se ao estudo das varidveis macroscopicas: dilatacdo, incorporacdo e
tecido de granulacgdo e cortes histoldgicos dos segmentos traqueais e pulmonares para
estudo microscopico. O estudo histolégico mensurou o processo inflamatorio, as
alteracdes parietais e o tipo de epitélio observado no leito traqueal. Resultados: 13
animais foram incluidos no estudo definitivo. O tempo médio de seguimento foi 26 (15
a 35) dias em observacdo. Em seis animais submetidos a estudo radiolégico por ocasido
da eutanasia, demonstrou-se deslocamento com migracéo da prétese para traqueia distal,
em cinco; auséncia de migracdo em um. Demonstrou-se que a prétese tinha expansdo
completa em sete animais e parcial em seis. A incorporacdo da protese na luz traqueal
foi observada em dois animais, e aderido em 11. Tecido de granulacdo esteve presente
em dez animais e ausente em trés. O estudo histolégico da mucosa e submucosa
demonstrou processo inflamatério com predominio de polimorfonucleares tanto na
regido em contato com a prétese quanto na proximal. A profundidade do processo
inflamatdrio na parede traqueal foi maior na area traqueal em contato com a protese.
Das alteracdes do eptélio respiratorio, 0 parametro metaplasia foi 0 mais frequente na
area sem contato com a proétese. Corroséo e ulceragdo predominaram na area em contato
com a protese. Conclusfes: A escolha do coelho no desenho do presente estudo

prejudicou o resultado. Trata-se de estudo pioneiro tanto na utilizacdo de coelho para



estudo de endoprétese, quanto no desenvolvimento de endoprétese metélica
autoexpansivel nacional. As dificuldades foram naturais deste pioneirismo, mas
prejudicaram o resultado final. A endoprotese autoexpansivel de nitinol recoberta de
poliuretano, produzida pela Braile Biomédica Ltda, (Brasil) e implantada na traqueia de
coelhos, demonstrou-se de facil aplicacdo e liberagdo na luz traqueal.
Apresentou elevada taxa de migracdo, boa expansibilidade radial. Verificou-se alta
frequéncia na formacédo de tecido de granulacdo e baixa permeabilidade. Observou-se
ainda processo inflamatorio predominantemente agudo e restrito as por¢oes superficiais
da traquéia. As alteracdes epiteliais mais freqlientes em contato com a prétese foram

ulceracéo e hiperplasia regenerativa.



ABSTRACT

AUTO-EXPANSIBLE ENDOPROSTHESIS.
BIOCOMPATIBILITY IN RABBITS TRACHEA.

Introduction: the utilization of endoprosthesis has its main indication in the neoplasic
obstructions do not surgically treatable. The foreign industry dependence is one of the
barriers we found for the broad utilization of such devices. The relevance of this
research is the development of a national prosthesis from easy access and low cost.
Objective: to assess the biocompatibility of nitinol endoprosthesis with polyurethane in
the rabbits trachea. Material and Method: Seventeen rabbits were studied from the
New Zealand breed (Oryctolagus Sylvilagus), eight male and five female, with an
average weight of 3255g (from 2570 to 4270g). The endoprosthesis were applied orally
through laringoscopy, under general anesthesia and released in the middle third of the
trachea. Radiological study was made to assure the placement of the endoprosthesis that
allowed to compare the index of migration of the endoprosthesis in millimeters. The
proposed time segment was 30 days. The microscopic variables study was proceeded:
dilatation, incorporation and granolomatous tissue and histological cuts from the
tracheal and lungs segments for microscopic study. The histological study measured the
inflammatory process, the parietal alterations and the kind of epithelium observed in the
tracheal bed. Results: Thirteen animals were included in the final study. The average
segment time was 26 days (15 to 35 days in observation). Six animals underwent a
radiological study during euthanasia and it was demonstrated displacement with

migration of the prosthesis for the distal trachea in five animals. There was absence in



one. It was shown the prosthesis had a complete expansion in seven animals and partial
expansion in six. The incorporation of prosthesis in the tracheal lumen was observed in
two animals and adhered in eleven. Granulomatous tissue was present in ten animals
and absent in three. The histological study of the mucosa and submucosa showed
inflammatory process predominantly of Polymorphonuclear cells as in the contact
region with the prosthesis as in the proximal. The depth of the inflammatory process in
the tracheal wall was larger in the tracheal area in contact with the prosthesis. The
alterations of the respiratory epithelium: the metaplasia parameter was the most frequent
in the area without contact with the prosthesis. Corrosion and ulceration were
predominant in the area in contact with the prosthesis. The metaplasia parameter was
the most frequent in the area in contact with the prosthesis. Conclusion: the nitinol
endoprosthesis auto-expandable covered with polyurethane, produced by Braile
Biomédica and implanted in the trachea of rabbits was easy to apply and liberation in
the tracheal lumen. The endoprosthesis recovered with polyurethane showed in
radiographic assessment distal migration, good radial expandability and formation of
granuloma tissue. It was also observed an inflammatory process predominantly acute
and restricted to the superficial portions of the trachea. The most frequent epithelium

alterations in contact with the prosthesis were ulceration and regenerative hyperplasia.



| INTRODUCAO

A traqueia faz parte da via aérea, com aproximadamente 12cm de extensdo e
15mm de didmetro antero-posterior, (*) e permite ao ar ambiente alcancar os pulmdes.

Em situacbes de obstrucdo (compressdo extrinseca, massa intraluminal,
retracdo cicatricial,estenoses e malacia), fistula ou lesdo de continuidade, a fisiologia
respiratoria serd alterada proporcionalmente ao grau de alteracdo do fluxo aéreo. Esta
alteracdo pode ser corrigida por uma endoprotese.

O comportamento das proteses em via aérea, bem como o do tecido bioldgico
exposto a aplicacdo da endoprotese sdo assuntos relativamente conhecidos com dados
historicos na literatura.(1; 11) As referéncias iniciais de dispositivos para tornar pérvia a
via aérea vieram em 1872 com Trendelemburg (Berlim), que moldou uma estenose
traumatica com um tubo metalico coberto com borracha.(%)

Ao longo do tempo varios modelos de proteses e materiais foram estudados
para a aplicacdo nas obstrucBes por estenoses traqueais, passando por tubos metalicos e
silicone, até culminar com préteses autoexpansiveis.

A utilizacdo de endoprotese traqueal tem seu espaco terapéutico relativamente
definido. A principal indicacdo esta nas estenoses sem possibilidade cirurgica
decorrentes das caracteristicas da doenca ou pelas condi¢Ges do paciente, como é o0 caso
de compressdes e invasdes tumorais avancadas e também em pacientes submetidos a
tratamentos paliativos.

No Brasil muitos pacientes nessas condi¢cdes sdo impossibilitados de se
submeterem a esse tratamento por limitagdo econdmica, uma vez que as endoproteses
traqueais disponiveis no mercado Sdo economicamente inacessiveis a maioria da

populagdo, e o Sistema Unico de Salde néo disponibiliza rotineiramente esse material.



A inexisténcia de endoprotese nacional é uma das principais limitagdes na
resolucdo desse problema.

Engajamo-nos, entdo, no trabalho de disponibilizar uma endoprotese nacional
para uso em via aérea, com compatibilidade para uso humano.

Este trabalho avalia uma protese autoexpansivel de nitinol revestida de
poliuretana, de baixo custo, utilizando-se um modelo proposto e desenvolvido por
inddstria nacional.

Justificamos a necessidade de avaliar experimentalmente em coelhos o modelo
desenvolvido em parceria com a Braile Biomédica, pretendendo-se uma aplicacdo
segura em pacientes. Propomo-nos, entdo, a fazer um estudo experimental prospectivo
em coelhos no laboratdrio de cirurgia experimental da Faculdade de Medicina de Sé&o

José do Rio Preto (FAMERP).



Il OBJETIVO

1 - Investigar o uso experimental de um modelo de endoprotese autoexpansivel de
nitinol revestida com poliuretano na traqueia de coelhos, por meio do estudo de
parametros anatémicos, radiogréficos e cirurgicos (migragdo, expansibilidade, aderéncia
e granulacgéo).

2 —Investigar por estudo de pardmetros histoldgicos a celularidade inflamatoria,

profundidade da inflamacéo e caracteristica epitelial.



Il REVISAO DA LITERATURA

O emprego de estruturas tubulares sintéticas posicionadas na luz de uma via
aérea, com o intuito de restaurar-lne a permeabilidade pode receber varias
denominacdes como: orteses, proteses, endoproteses, Stents, etc. Consideramos o termo
“endoprotese” adequado para os dispositivos internos e “protese” como referéncia
geral, (°), incluindo aqueles com ramos externos como ¢é o caso do tubo em “T” de
Montgomery.

As referéncias iniciais de dispositivos para tornar pérvia a via aérea vieram em
1872, com Trendelemburg (Berlim), que moldou uma estenose traumatica com um tubo
metalico coberto com borracha.(2) Em seguida, 1891 (Leicester, Inglaterra) descreveu
um tubo em “T”. (%)

Em 1915, Bruning e Albecht desenvolveram uma prétese traqueal de
borracha.(®).

Harkins relatou o uso de protese para tratamento de obstrucdo em via aérea, em
1952, quando tratou estenose benigna pos-trauma com um tubo de metal.

Em 1964, William W. Montgomery usou duas pecas de acrilico para evitar
estenose pos-operatoria, durante uma cirurgia traqueal. (¢; ") Com a combinagéo de uma
traqueostomia e um tubo traqueal, este dispositivo foi desenvolvido e transformado em

prétese no ano de 1965 (Figura 1).

® Boston Medical Products, Walthm, MA



Figura 1: protese em “T” de silicone -

Montgomery.

Na década de 1980, Dumon produziu uma protese traqueobrénquica que pode
ser inserido através do broncoscopio rigido. Trata-se da primeira endoprotese de uso
comercial®.(%) E um Stent cilindrico de silicone com pinos externos que aumentam a
aderéncia a parede traqueal, evitando a migracdo (figura 2). Esse dispositivo, assim
como o Montgomery, popularizou-se e é extensamente utilizado até hoje. (°) A partir de

entdo, surgiram varias propostas com ampla utilizagao dos Stents traqueobrénquicos.

Figura 2: endoprotese de Dumon .

® Novatec, Aubagne/Grasse, France



Os dispositivos desenvolvidos nos ultimos trinta anos podem ser divididos em
plasticos ou metalicos. Os metalicos, por sua vez, em autoexpansiveis ou com
necessidade de baldo de dilatacdo e, ainda, ha os revestidos ou sem revestimento.

Atualmente estudam-se préteses bioabsorviveis de poli-I-lactideo, (*°) que
seriam absorvidas com o tempo, podendo ter efeito por periodo determinado sem
necessidade de remocao posterior.

A criacdo de uma protese traqueal ideal busca facilidade de aplicacdo,
facilidade de reposicionamento num eventual deslocamento, um didmetro de luz
suficiente para ventilacdo, umidificacdo do ar inspirado e passagem do fluxo de ar pela
laringe para proporcionar a fonacao.

A prétese ideal deve apresentar também: estabilidade para impedir migracdes,
rigidez para resistir a compressdo extrinseca, porém deve ser complacente para evitar a
erosdo da parede das vias aéreas. Como complemento deve ainda ajustar-e aos
contornos irregulares das vias aéreas promovendo baixa incidéncia de infecgdo e pouco
tecido de granulacéo.

A facilidade de realizar higiene e limpeza da endoprétese é fundamental, logo
deve ter interferéncia minima na eliminacdo das secre¢Bes traqueais, evitando seu
acumulo e ressecamento, e o procedimento deve ser realizado de forma simples.

Por fim, a facilidade de remocdo de uma endoprétese sem complicacdes €
caracteristica sempre desejavel.

Cada tipo de protese apresenta um perfil especifico quanto as caracteristicas

ideais. (') Veremos a seguir o perfil das principais representantes de cada tipo.



PROTESES PLASTICAS

Normalmente de silicone, sdo implantadas por broncoscopia rigida e anestesia
geral. Nao encurtam durante a aplicacdo e sdo facilmente removiveis, mas migram com
facilidade.

A relacdo diametro interno/externo ndo é adequada, pois dependem de uma
espessura minima para ndo colapsar; ndo se moldam a via aérea irregular, pois sdo
menos flexiveis.

Entre essas proteses plasticas, merece destaque o Tubo em “T” de Montgomery
pela sua eficiéncia clinica que a torna uma das préteses mais populares.

O tubo de Montgomery é confeccionado em silicone e serve como um Stent
traqueal com o ramo interno e usa o orificio da traqueostomia para fixacdo pelo ramo
externo. Mantém a permebilidade da via aérea e permite a aspiracdo de secrecdes. E
inserido através do orificio de traqueostomia, necessitando frequentemente anestesia
geral.

Por ser confeccionado em silicone com formato de “T” impede a migragdo
devido ao ramo externo. Provoca pouca formacéo de tecido de granulagédo, uma vez que
ndo necessita de forca radial para fixagéo e tem baixa reacéo tecidual.

O tubo tem adequada relacdo entre didmetro interno e externo com resisténcia a
compresséo e flexibilidade pequena.

O ramo que se exterioriza pelo orificio da traqueostomia impede a migracédo da
protese e deve ser mantido fechado, permitindo assim a fonacao e a respiracdo nasal. Se
mantido aberto, a auséncia de fluxo aéreo pode permitir o acimulo de secre¢do no ramo

superior (proximo as pregas vocais) e obstruir a protese a este nivel.



Popular em todo o mundo, o tubo de Montgomery incorporou Vvarias
modificacdes conforme a preferéncia dos servigos, e a permanéncia deste dispositivo no
mercado, ha quase meio século, comprova a resolutividade nas estenoses traqueais.

S&o descritas outras préteses plasticas como o Dumon, (4;*) Hood ©,
Reynders®, e Dynamic Stent ®: tubo de silicone em “Y” com parede reforcada por
metal, antero-lateralmente e sem reforco posterior, mimetizando a anatomia traqueal.

Cita-se ainda as endopréteses plasticas autoexpansivel: Polyflex®. , com malha

de poliéster revestidas de silicone.

PROTESES METALICAS

As préteses metalicas ndo recobertas, que necessitam de baldo para serem
expandidas, apresentam pouca migracdo, pois séo incorporadas pela mucosa bronquica,
logo tém pouca interferéncia mucociliar e possuem boa relagdo entre didmetro
interno/externo, uma vez que sdo construidas com um dnico fio

Uma das principais desvantagens é a dificil remocéo e o crescimento de tumor
ou epitélio no interior. A forca radial pode causar necrose parietal e formacéo de fistula
para 6rgdos adjacentes.

Como ndo tem memoria eléstica, pode colapsar conforme a compressao
externa. Devem ser usadas em bronquios de menor calibre, onde ndo ha grande variacéo

de pressdo na parede da via aérea.

® Hood. Pembroke, MA
® Reynders Medical Supply, Lennik,Belgium
® Rush AG, Deluth, GA
® Ruch AG, Deluth, GA



Como representante desse grupo, temos a prétese de Palmaz ©, (**) (figura 3),
estrutura tubular de aco com configuracgéo retangular, de 10 a 40 mm, com abertura de 8
a 12 mm. Possui grande forca radial e resisténcia ao encurtamento e dobras.

Esse modelo foi muito utilizado em criangas devido ao pequeno diametro e a
resisténcia a deformacdo. Em decorréncia de terem sido observados casos de acidentes

vasculares, vem sendo substituida por outras préteses, principalmente em adultos.

Figura 3: endoprotese Palmaz — estrutura tubular em aco.

Outro modelo de protese metalica é a Strecker: ©, (**) constituida de filamento
tnico de Tantalo (figura 4). Comprimento de 20 a 40mm com abertura de 8 a 11mm. E

pouco flexivel e ndo encurta quando dilatada.
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Figura 4: endoproétese Strecker — filamento Gnico de tantalo.

® Johson and Johnson Interventional Systems, Warren, NJ
® Boston Scientific, Natick, MA



As proteses metalicas autoexpansiveis podem ser aplicadas com broncoscopia
flexivel, ambulatorialmente. Quando nédo recobertas, apresentam pouca migracao, boa
relacdo entre diametro interno/externo e pouca interferéncia mucociliar, entretanto
apresentam elevado grau de dificuldade para remocdo. Devido a forca externa, podem
causar necrose e produzir fistulas para 6rgédos adjacentes.

A primeira geracdo de préteses autoexpansiveis foi representada pelo modelo
que utiliza figuras em Z de Gianturco ®, * (figura5), em aco trancado em “Z”,

formando o cilindro de 25 a 50 mm por 6 a 35 mm. Fixa-se na mucosa por ganchos na

extremidade. Tem forga radial, ndo encurta nem dobra. N&o existe um modelo

recoberto.
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Figura 5: endoprotese Gianturco — ago trangado em “Z”.

A segunda geracdo de proteses autoexpansiveis é representada pelo modelo
Ultraflex ©, (**) com malha de nitinol (liga de titanio e niquel), possui meméria de
formato na dependéncia da temperatura. Tecida por um fio Unico, pode ser liberada pela

extremidade proximal ou distal. O nitinol € menos visivel a fluoroscopia do que o aco.

® Wiliam Cook Europe,Bjaeverskov, Denmaark
® Boston Scientific, Natick, MA



As proteses metalicas autoexpansiveis podem ainda receber cobertura externa,
impedindo o crescimento de tumor para o interior. Mantém boa relagdo entre diametro
interno/externo e possibilitam remocdo mais facil do que as ndo recobertas, entretanto
migram e tém interferéncia no movimento ciliar provocando acimulo de secrecao.

Podem ser colocadas com broncoscopia flexivel e, devido a forca radial da
protese, ha a possibilidade de levarem a formacédo de fistulas para 6rgdos adjacentes.
Além disso, dependendo da forca externa dos tecidos, podem sofrer colapso.

As principais representantes desse grupo sdo WallStent ® (*') de ago cruzado
com tamanhos de 8 a 24 mm de didmetro por 20 a 70mm de comprimento. Com
moderada forca radial, boa flexibilidade, encurta de 20 a 40% na aplicagdo. Podem ser

aplicadas com broncoscépio flexivel. Tém uma por¢do recoberta por silicone e as

extremidades ndo recobertas, possibilitando aderéncia a mucosa (figura 6).

Figura 6: endoprotese WallStent.

® Boston Scientific, Natick, MA



Outro modelo revestido, atualmente em uso, é a Ultraflex revestida com

silicone e a Nova Stent © (**) malha de nitinol (niquel e titanio) envolvido por silicone.

Figura 7: endoprotese Ultraflex — revestida de poliuretano

no centro.

O modelo de endoprotese autoexpansivel, desenvolvido pela Braile Biomédica

para uso neste estudo, é constituida por uma liga de nitinol revestida com poliuretana.

® Novadis, Saint-Victoret, France



IV MATERIAL E METODO

1. AMOSTRA

Foram utilizados coelhos da raca Nova Zelandia (Oryctolagus Cuniculus),
obedecendo as normas estabelecidas pela Comissdo de Etica na Experimentagio
Animal, sob protocolo FAMERP n° 657007.

Os animais foram fornecidos pelo biotério da Faculdade de Medicina de S&o
José do Rio Preto e mantidos em uma sala ampla, ventilada, com iluminagédo natural e
artificial. Todos foram distribuidos e alojados em gaiolas individuais. A oferta de racédo
e agua era continua e renovada diariamente.

Os coelhos foram observados diariamente com supervisdo de veterinario. Se
houvesse intercorréncias, 0s animais eram levados para avaliacao.

Foram realizados 8 aplicacdes em projeto piloto para adequacdo da protese,
treinamento da técnica de colocacdo e aperfeicoamento do aplicador. e aplicado.

Dezessete animais compuseram estudo.

la. Critérios de incluséo.

Foram incluidos todos os animais submetidos a aplicacdo efetiva da prétese
que sobreviveram no minimo 15 dias e no maximo 35 dias ap6s o procedimento e que
apresentavam a protese traqueal no momento da eutanasia.

1b. Critérios de exclusao.

Foram excluidos do estudo os coelhos nos quais a aplicacdo da endoprotese foi
inadequada, 0s que ndo sobreviveram 15 dias ap6s o procedimento ou aqueles que nao
apresentavam a endoprotese traqueal ao exame radiografico pés-procedimento, ou no

momento da eutanasia.



2. PROCEDIMENTOS

Os animais foram mantidos em jejum pelo periodo de 12 horas antes do inicio
dos procedimentos endoscopicos.

2a. A sedacgdo: administrou-se por via subcutanea 30mg/kg de ketamina e
4mg/kg de xilazina. A técnica anestésica facilitou 0 manuseio do animal por manter a
respiracdo espontanea e a sedacdo prolongada (mais de uma hora). Entretanto observou-
se pouco relaxamento muscular, 0 que ocasionou certo grau de reacdo do animal aos
estimulos em areas como a laringe e a mucosa traqueal, 0 que tornou a laringoscopia um
pouco desconfortavel nos primeiros casos.

2b. A protese: foram aplicadas 17 endoproteses autoexpansiveis,
confeccionadas com filamento unico de nitinol ( Niquel/Titanio) e revestidas (banhada)
com pelicula de poliuretano. As endoproteses foram projetadas, confeccionadas e
fornecidas pela BRAILE-BIOMEDICA LTDA, (Brasil) e mediam 20mm de
comprimento e 8 mm de diametro externo. A parede da prétese tinha aproximadamente
0.5mm de espessura, permitindo uma luz com aproximadamente 7,5mm de diametro

interno ( Figura 8).

Figura 8: endoprotese de nitinol revestida com poliuretana,

utilizada no estudo.



Esse diametro foi adotado com base em medidas prévias realizadas em
traqueias de coelhos adultos durante o estudo piloto da pesquisa. A traqueia deste
animal é conica e o maior diametro € o proximal, em torno de 10mm (extremidade
cervical). O menor diametro, na extremidade toracica é de aproximadamente 7mm.
Como a proposta foi liberar as endopréteses no terco médio, a referéncia foi a medida
de 8mm de didmetro externo .

2c. O aplicador: as endoproteses foram acondicionadas em um aplicador
cilindrico plastico com aproximadamente 4mm de didmetro externo, contendo a
endoprotese no interior. Um bastdo introduzido na luz, completava o dispositivo
(Figura 9 ). Foi incluido, no decorrer do experimento, um fio guia no interior do

aplicador para tornar mais precisa a aplicacdo intratraqueal.

Figura 9: o dispositivo aplicador com a endoproétese

comprimida na extremidade

2d. A liberago: fixando-se o bastdo interno e executando um movimento de
deslizamento do cilindro externo (tracionando), promove-se a liberacdo da prétese que

se expande do sentido distal para o proximal ( Figura 10).



Figura 10: o dispositivo aplicador e a simulagdo da
endoprotese sendo liberada. Seta na extremidade distal do

cilindro que “aprisiona” a endoprotese.

A extensdo da protese comprimida no interior do aplicador é maior do que o
comprimento apés a liberacdo intraluminal, pois o aumento no sentido radial diminui a
medida longitudinal, promovendo seu encurtamento. Esse aumento se completara com o
aquecimento da prétese com a temperatura corporal.

Durante o desenvolvimento do estudo, foi incluido neste sistema um fio guia
metalico de 0,032 polegadas de diametro, flexivel, que desliza por dentro do aplicador e
da prétese. Tal adequacdo ocorreu para facilitar o acesso a via aérea, conforme
descricdo na aplicacao.

2e. A aplicacdo: foram utilizadas dois tipos de aplicadores. Inicialmente
posicionou-se 0 animal em decubito dorsal e realizou-se a laringoscopia direta com um
laringoscdpio de lamina infantil. Essa técnica promoveu uma exposi¢do da laringe
limitada latero-lateralmente, por formar um “tinel” orotraqueal longo e estreito. A
visibilizagdo da laringe nestas condicdes foi parcial e exigiu muitas mudancas de
posicionamento e acomodagao do laringoscopio.

A presenca do aplicador nesse “tunel” orotraqueal longo e estreito praticamente
impede a visdo da glote. Essa condicdo, associada a sedacdo utilizada, tornou a

aplicacdo possivel, mas imprecisa ( Figura 11). Dessa forma, passamos a utilizar um



aplicador com um fio guia central, o que tornou o procedimento mais confortavel e

Seguro.

Figurall: animal submetido a laringoscopia direta.

Apos a adicdo do fio guia a técnica da aplicacdo foi facilitada. Os animais
sedados foram fixados a prancha e o local anatémico ideal para a liberacdo da protese
foi determinado. Este local correspondia a 160 mm, medidos a partir dos incisivos
superiores. Seguindo esta medida, a endoprotese foi ancorada no terco médio da
traqueia. Cada prdtese montada no aplicador recebeu uma marca branca no cilindro
externo a 160 mm medidos a partir da extremidade distal da prétese (Figuras 12 e 13).
Com a orientacdo dessas medidas e utilizacdo do fio guia endotraqueal, as proteses

foram liberadas sem laringoscopia direta.



Figura 12: o aplicador posicionado para liberacdo da
prétese, no terco medio da traqueia. A marca branca no
aplicador est4 posicionada no incisivo superior do animal
(seta preta). O dedo fixa o bastdo interno (seta azul),

enguanto a mao direita traciona o cilindro externo.

Figura 13: a endoprotese liberada. A marca branca no

aplicador cilindro plastico (seta preta), foi tracionada por

10 cm enquanto o bastdo era mantido fixo.

2f . Estudo Radiogréafico: Imediatamente ap6s a aplicacdo, foi realizado um

exame radiografico cervicotoracico, em decubito dorsal, em incidéncia anteroposterior.

Aguardava-se a recuperacao pés sedacao e o animal foi encaminhado as suas

gaiolas individuais, onde permaneceria até completar o periodo de observacao.



2¢. Eutanasia: Apos o periodo de observacdo , procedeu-se a eutanasia. Foi
administrado tiopental endovenoso em dose letal e confirmada a auséncia de sinais

vitais, cinco minutos apés a injecao.

2h. Reavaliacdo Radiografica: Confirmado o 0Obito, procediamos a
reavaliacdo radiologica cervicotoracica, com incidéncia anteroposterior em decubito

dorsal.

Os animais que tiveram 6bito antes dos 30 dias e foram submetidos a necropsia
qguando ja se encontravam com rigidez cadavérica, foram excluidos da reavaliacdo
radiografica para mensurar migracdo, posto que a rigidez poderia alterar a postura do
animal para o exame radiografico. Por essa razdo, ndo foram avaliados

radiograficamente para verificar a migracdo da endoprotese.

21. Avaliagcdo macroscopica:

Escore de migracdo: realizou-se a medida da distancia da carina principal a
extremidade inferior da endoprétese, em milimetros na radiografia inicial e ap6s o
periodo de observacdo, para estudar possivel migracdo da endoprotese. A diferenca da
medida inicial e final corresponde a migracdo, em milimetros.

Apos a radiografia o animal foi posicionado em decubito dorsal com as patas
fixadas por elasticos a mesa cirdrgica. Realizou-se incisdo cervicotoracica mediana com

esternotomia para dissecgéo do bloco laringotraqueal e pulmonar (Figura 14).
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Figura 14: exposicdo das vias aéreas antes de ser

removida do animal.

O bloco visceral foi dissecado desde a laringe até o nivel dos brénquios
principais. Praticou-se a seccdo supraglética na extremidade cervical e a liberagéo
vascular e ligamentar dos pulmdes, permitindo assim a remocdo em bloco da laringe,

traqueia, dos brénquios e do pulmdo (Figura 15).

Endoprotese

Figura 15: Bloco visceral removido com a laringe,
traqueia, bronquios e pulmdes. Observar, no terco médio
da traqueia, a area dilatada correspondente a localizacéo

da endoprotese (seta).

A traqueia foi aberta por incisdo longitudinal desde o primeiro anel até a carina
para exposicdao luminal e da endoprétese. (Figura 16) Imediatamente apds a abertura
longitudinal da traqueia mediu-se com paquimetro milimetrado, a extensdo radial
externa da protese. Quando a medida correspondia exatamente a mesma medida da
especificada antes da aplicacdo, foi considerada a dilatagdo total. Se a medida fosse

menor, foi considerada dilatacdo parcial.



Figura  16: Fotograma da  traquéia  aberta

longitudinalmente  para estudo dos  parametros
macroscopicos. Observar a endoprétese localizada no
segmento A — B.

Com a traquéia aberta e concluidas as medidas de dilatacdo, avaliou-se o grau de
incorporacdo ou aderéncia da endoprétese na parede traqueal. Se a endoprétese era
facilmente removivel do limen traqueal era considerada aderida e se encontrava-se
firmemente fixada & mucosa era considerada incorporada.

Utilizando-se do paquimetro, mensurou-se, quando presente, a maior altura do
tecido de granulacdo na traqueia. Para quantificacdo de granulacdo, as medidas foram
feitos no anel traqueal rente a extremidade onde o tecido de granulacdo era mais
exuberante, podendo estar na “boca” proximal ou na distal da protese. Mediu-se a altura
do tecido de granunacdo no limen traqueal.

Os parametros macroscopicos foram quantificados de acordo com escores

estabelecidos no quadro a seguir.



Quadro 1: Escores utilizados para avaliagdo dos parametros
macroscopicos. Escore de migracédo, dilatacdo, incorporacdo/aderéncia

e de granulacao.

Escore migragao Escore dilatagdo Escore Escore
incorporacao granulacao
0 - migracdo ausente 0 - Dilatacéo total 0 - totalmente 0 — Ausente
1-até2mm 1 - Dilatacéo parcial. incorporado 2 - até 1Imm
3-de4,1a6mm 1 — parcialmente 4 - acima de 1mm
4 -de6,1a8mm incorporado até 2mm
2 - aderido sem 6 - maior que 2mm.
incorporagao

2J. Avaliacdo Microscopica:

Concluida a avaliacdo dos pardmetros macroscopicos, 0s blocos viscerais
foram fixados em solugdo de formalina a 10%, por 24 horas e encaminhados para
estudo histoldgico no Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Sdo José
do Rio Preto. Realizaram-se cortes histologicos de 5u de espessura da traqueia e dos
pulmdes. As laminas foram coradas pela hematoxilina — eosina. Procedeu-se a andlise
das variaveis microscépicas utilizando-se objetivas com aumento de 10x, 20x e 40x.

As variaveis microscopicas foram estudadas no segmento médio da regido
traqueal em contato com a protese e, tambem no segmento traqueal sem contato, a um
centimetro aquém da sua extremidade proximal.

Foram analisadas as seguintes variaveis:

a) Infiltrado inflamatdrio com o tipo celular e quantificacdo da celularidade.

b) a profundidade do processo inflamatério na parede traqueal, decorrente da
presenca da endoprotese.

c) o tipo de epitélio e eventuais alteragdes no revestimento epitelial mucoso.




Essas variaveis foram quantificadas de acordo com escores descritos no

Quadro 2.

Quadro 2: Escores das variaveis estudadas por microscopia:

inflamagéo, envolvimento parietal e revestimento epitelial.

Escore de inflamacéo Escore do envolvimento Escore do revestimento
parietal epitelial

0 —ausente 0 - superficial 0 - corrosao

1 - Predominio de MN 1 - moderado 1 - ulceracéo

2 - predominio de PMN 2 — Total 2 - hiperplasia regenerativa

3 —misto 3 - metaplasia escamosa

MN : monomorfonucleares

PMN: polimorfonucleares

2k. Analise Estatistica

Foi realizado estatistica descritiva.




V - RESULTADOS

Foram utilizados 25 coelhos adultos da raca Nova Zelandia (Oryctolagus
Cuniculus), machos e fémeas, com peso médio de 3,522g.

Oito animais foram utilizados o estudo piloto até adequacdo da técnica de
aplicacdo e confeccédo do aplicador ideal para 0 modelo em coelhos.

Dos 17 coelhos que compuseram o estudo, quatro animais (23,52%) néo
obedeceram os critérios de inclusdo, pois dois morreram de pneumonia antes de
completarem 15 dias de observacdo e dois ndo foi encontrado a protese no momento da
eutanasia. A explicacdo para os que nao foi encontrado protese apds o periodo de
observacao foram: liberacdo no tubo digestivo ou eliminacéo pela tosse.

Treze animais (76,47%) obedeceram os critérios de inclusdo, e completaram
um periodo de observacao. Desses treze, seis um tempo médio de observacdo 28 dias e
sete animais morreram por complica¢es, num tempo médio de vida de 24 dias, , sendo
todos submetidos a necropsia e estudo macro e microscépico.

Abaixo organograma da inclusdo dos animais:

25 coelhos
| |
13 inclusos 12 excluidos
| | | |
6 terminaram vivos 7 morreram por 2 morreram por 10 complicaces na
pneumonia apds 15 pneumonia antes de técnica de aplicacdo
dias de observagéo. completar 15 dias de

observacdo




A sobrevida de cada animal, a causa mortis e os motivos de exclusdo sdo listados

abaixo. Quadro 3

Quadro 3: Sobrevida e desfecho dos 25 coelhos submetidos a aplicacéo

da endoprotese.

Coelho nimero Sobrevida (dias) Desfecho
1 2 pneumonia
2 5 pneumonia
3 16 incluso
4 35 auséncia de protese
5 - prétese retornou com o aplicador
6 34 auséncia de protese
7 28 incluso
8 21 incluso
9 32 incluso
10 30 incluso
11 eutanasia em 24h liberado protese no eséfago
12 30 incluso
13 eutanasia em 24 liberado protese no eséfago
14 35 incluso
15 - prétese ndo liberada
16 - prétese retornou com o aplicador
17 - prétese retornou com o aplicador
18 15 incluso
19 - aplicador ndo passou pela glote
20 27 incluso
21 25 incluso
22 26 incluso
23 28 incluso
24 25 incluso
25 - prétese ndo liberada

Incluso : refere-se aos animais que completaram um periodo minimo de observacéao de 15 dias.

A identificacdo dos 13 coelhos incluidos no estudo e o motivo do Obito
(diagnostico), bem como a caracteristica histologica de fragmento do pulméo sao
apresentados no Quadro 4.

Considerou-se para avaliacdo das variaveis e para analise dos resultados, um

grupo unico constituido por 13 animais sem comparacgdes entre os que tiveram desfecho



diferente quanto a causa mortis. O tempo médio de vida de toda a amostra incluida foi

de 26 dias (16 a 32).

Quadro 4: Caracteristica histologica do pulmdo em 13 animais

incluidos no estudo e causas de Obito.

Numero do coelho  causa do 6bito histologia do pulméo Sexo
3 Obito por pneumonia pneumonia macho
7 eutanasia pneumonia fémea
8 eutanésia inalterada fémea
9 eutanasia pneumonia fémea
10 eutanésia inalterada macho
12 eutanasia inalterada fémea
14 obito por rolha de secrecao pneumonia macho
18 Obito por pneumonia pneumonia macho
20 Obito motivo indeterminado inalterada macho
21 Obito por pneumonia pneumonia macho
22 Obito motivo indeterminado inalterada fémea
23 eutanasia pneumonia macho
24 6bito motivo por pneumonia pneumonia macho

A avaliacdo macroscopica e a andlise histologica foram realizadas nos 13
animais incluidos neste estudo. Oito eram machos e cinco fémeas, 61% e 39%

respectivamente, com peso médio de 3522g.

Escore de Migracéo:

O escore de migracdo, avaliado por estudo radiografico, foi realizado em seis
animais, dos treze incluidos. Os seis animais que foram sacrificados eletivamente foram
submetidos a radiografia pré e pos-procedimento. Sete animais que tiveram ébito com
tempo médio de 20 dias e foram necropsiados em fase de rigidez cadavérica, ndo se

avaliou a possivel migragdo dos Stents.



Dos seis animais com exame de imagem pré e pos-sacrificio, obtivemos os

seguintes resultados:

Tabela 1: escore de migracao.

Escore de migracao Migracdo em cm Frequéncia
0 migracao ausente 16%
1 até 0,2 cm 0%
2 de0,21a0,4cm 33%
3 de0,41a0,6 cm 0%
4 de 0,61a0,8cm 16%
5 maior que 0,81 cm 33%

Figura 17: Radiografia cervicotorécica de coelho no momento da lilberagdo (em A) e
em 30 dias apds a aplicacdo da endoprétese (em B). Observar o deslocamento caudal da
endoprétese na comparacao das radiografias.

Os escores de incorporacdo e aderéncia e o escore de granulagdo foram
estudados nos 13 animais, tanto os levados a eutandsia ap0s o tempo de observacao,

guanto os necropsiados apés 6bito tardio.



Escore de dilatacdo: esta variavel ndao pode ser avaliada no primeiro coelho,
pois ndo se obteve a medida do didmetro externo pos-retirada da protese. Os outros 12
coelhos foram avaliados. Calculado a porcentagem simples de cada evento em relagédo
ao espaco amostral (12). A dilatacdo da prétese foi completa em 58% dos animais e,

em 42%, a dilatagdo foi parcial. (tabela 1)

Tabela 2 — Escore de dilatacéo.

Escore de dilatacéo dilatacéo Frequéncia
0 Total 58%
1 Parcial 42%

Escore de incorporacao:

Tabela 3: escore de incorporacao

Escore de incorporacéo caracteristica Frequéncia
0 totalmente incorporado 8%
1 parcialmente incorporado 8%

2 aderido sem incorporagéo 84%




Escore de granulacéo:

Tabela 4: escore de granulacao

Escore de granulagdo granuloma em milimetros Frequéncia
0 ausente 23%
2 até Imm 23%
4 acima de 1mm até 2mm 0%
6 maior que 2mm 54%

A tabela 5 resume os resultados

estudadas.

de todas as variaveis

macroscopicas

Tabela 5: escores de migracdo, dilatacdo, incorporacdo/aderéncia e

granulacéo de cada coelho.

Coelho n°

migracao

dilatacdo

incorporacdo granulacéao
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Estudo Histoldgico.

Escore de inflamacéo: A presenca de inflamacéo traqueal foi estudada em
dois segmentos da traqueia. Verificou-se inflamacdo na regido da traqueia livre do
contato com a protese. Esse local situava-se a 10mm acima do limite superior da
endoprotese e denominou-se de segmento sem Stent. O mesmo procedimento foi
realizado, no centro do segmento traqueal em que a protese se encontrava incorporada e

denominou-se segmento com Stent (Tabelas 6, 7 e figuras 19 e 20).

Tabela 6: escore de inflamacao traqueal no segmento sem protese.

Escore de inflamacéo caracteristica histologica Frequéncia
0 inflamacdo ausente 0%
1 predominio de mononucleares 25%
2 predominio de polimorfonucleares 50%
3 misto 25%
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Figura 18: Microfotografia de secgdo transversal da traqueia em area sem protese
aumento de 10 x direita e 40 x esquerda), caracterizando o predominio de

mononucleares.

Tabela 7: escore de inflamacéo traqueal na regido com protese:

Escore de inflamacéo caracteristica histoldgica Frequéncia
0 ausente 0%
1 predominio de mononucleares 0%
2 predominio de polimorfonucleares 67%
3 misto 33%




Figura 19: Microfotografia de secgdo transversal da traqueia no segmento com protese.
Observar o predominio de polimorfonucleares (neutrofilos). Aumento de 20 x na foto
maior e 40 x no detalhe.

Investigou-se também a profundidade do processo inflamatorio na parede
traqueal, escolhendo-se dois locais para o estudo histolégico do envolvimento parietal,
seguindo os mesmos critérios adotados para o estudo da mucosa nos segmentos sem e
com Stent ( Figura 21).

O escore do envolvimento parietal na regido sem contato com o prétese é

demonstrado na Tabela 8.



Tabela 8: escore de envolvimento parietal no segmento sem proétese.

Escore de envolvimento parietal Frequéncia
0 superficial (envolve o terco interno da parede) 75%
1 moderado (envolve dois tergos da parede) 8%
2 Total (envolve toda a parede) 17%

O escore do envolvimento parietal na regido da traqueia em contato direto com

Stent € demonstrado na Tabela 9.

Tabela 9: escore do envolvimento parietal no segmento com protese.

Escore de envolvimento parietal Frequéncia
0 superficial (envolve o tergo interno da parede) 42%
1 moderado (envolve dois tercos da parede) 33%

2 total (envolve toda a parede) 25%




Figura 20: microfotografia no segmento com prétese demonstrando as caracteristicas

histolégicas dos trés niveis de envolvimento parietal (setas). A. Envolvimento
superficial do epitélio e do corion da submucosa (aumento de 10 x ). B. Envolvimento
moderado com extensdo do infiltrado inflamatorio até o plano cartilaginoso, porém sem
destruicdo.(aumento de 10 x). C. Envolvimento total com alteracbes em toda a
arquitetura da parede traqueal (aumento 20x).

Revestimento Epitelial: foi estudado o revestimento epitelial da mucosa
traqueal nos segmentos sem prétese e com proétese.(Figuras 22 e 23).
O escore do revestimento epitelial na regido sem protese € demonstrado na

tabela 10.

Tabela 10: escore do revestimento epitelial no segmento sem proétese.

Escore caracteristica histolégica Frequéncia
0 corrosao (perda do epitélio de revestimento) 8%
1 ulceracdo (perda do epitélio do corion) 42%
2 hiperplasia regenerativa 33%
3 metaplasia escamosa 17%




Figura 21: fotomicrografia de secgdo transversal da traqueia no segmento sem protese,

demonstrando o revestimento epitelial com metaplasia.

O escore do revestimento epitelial na regido com protese é demonstrado na

tabela 11.

Tabela 11: escore do revestimento epitelial no segmento com protese.

Escore caracteristica histolégica Frequéncia
0 corrosao (perda do epitélio de revestimento) 17%

1 ulceracdo (perda do epitélio do cérion) 17%

2 hiperplasia regenerativa 0%

3 metaplasia escamosa 67%




Figura 22: Fotomicrografia de seccdo longitudinal da traqueia, demonstrando a
presenca de ulceragdo no revestimento epitelial mucoso no segmento com Stent.

A Tabela 12 agrupa os escores de inflamacéo, envolvimento parietal e as
caracteristicas da mucosa traqueal em cada animal nos segmentos com e sem contato da

prétese.



Tabela 12: escores de inflamacdo, envolvimento parietal e
caracteristica epitelial nos cortes histologicos de traqueia, sem e com

contato da protese, em cada coelho.

Coelho inflamacéo(s/c)* parede(s/c) epitélio(s/c)
3 2/3 0/1 2/1
7 2/2 0/0 3/3
8 212 0/0 33
9 1/2 0/1 2/3
10 - - -
12 1/2 0/0 2/3
14 3/3 2/2 1/3
18 3/2 2/1 1/3
20 2/2 0/1 1/0
21 2/2 0/0 1/0
22 3/3 1/2 1/3
23 1/3 0/2 2/3
24 2/2 0/0 0/1

* “s” ]Jamina de traqueia sem ¢ ontato com o Stent, e “c” lamina de traqueia em contato

com Stent.



VI DISCUSSAO

A escolha do coelho neste experimento foi baseada em dois aspectos principais.
Primeiro a disponibilizacdo deste animal em nosso biotério, que além de facilitar o
acesso a0 mesmo, possui grupo de técnicos habituados aos tratos e cuidados
necessarios. O segundo foi pelo calibre da via aérea que é maior quando comparada
com ratos, outro animal disponivel. Optou-se entdo pelo animal de maior porte.
Entretanto o coelho demonstrou-se um animal fragil e pouco tolerante a presenca de um
corpo estranho na via aérea, desenvolvendo reagdo inflamatéria importante e
consequente hipersecrecdo e pneumonia. N&o se encontrou na literatura nenhum estudo
experimental, referente ao modelo animal ideal para aplicacdo de endopréteses traqueais
autoexpansiveis. Nao se encontrou trabalhos “irmaos” nos quais utilizou-se endoprotese
em traquéia de coelhos. Se encontrou um estudo semelhante a este em ratos. (*°)

Fioreli RKA, 2002 comparou dois tipos de revestimento para um Stent metalico
de aco: o silicone e o PTFE (politetrafluoretileno), que foram aplicados em cées.(*°)
Nesse estudo foram comparados dois grupos com endopréteses de materiais distintos.
Em nosso estudo utilizamos apenas um tipo de endoprdtese autoexpansivel
confeccionada de Nitinol revestida de poliuretano, portanto ndo houve comparagédo de
resultados, mas apenas descri¢cdo dos dados obtidos.

O nitinol é uma liga de niquel e titanio que apresenta memoria térmica, ou seja:
a endoprotese terd um tamanho definido para a temperatura corporal (préximo a 37°), e

em outra temperatura ndo teremos as mesmas dimensdes da protese. Essa caracteristica

faz com que, ao ser liberada, a prétese ndo alcance seu tamanho original. Aos poucos ira



igualar a temperatura da prétese com a corporal, indicando finalmente o formato
definitivo.

O poliuretano é um polimero com ligacdes especificas que recebem o0 nome
“uretano” e constitui um material plastico. A prétese utilizada neste estudo recebe um
revestimento fino de poliuretano que a torna um cilindro de parede continua e fina, o
que permite a compactacdo para ser inserida no aplicador (cilindro de 4mm de
diametro) e flexibilidade para expandir, acompanhando a memdria térmica do nitinol
(8mm de raio). A “pelicula” de nitinol, por ser fina da a protese uma 6tima relagdo entre
didametro interno/externo, com uma resisténcia suficiente para conter o tecido bioldgico
fora da luz.

A prétese oferece forca radial moderada, sendo complacente com as estruturas
vizinhas e tem boa flexibilidade, permitindo a acomodacdo as iregularidades das via
aereas.

No desenho do estudo,utilizou-se 25 animais e oito foram submetidos a
aplicacdo de endopréteses no projeto piloto. Dezessete animais fizeram parte
efetivamente do presente estudo mas foram incluidos 13 (52%) na andlise de
resultados.

Varios problemas técnicos foram observados e superados, como dificuldade de
aplicacdo e liberacdo das endopréteses; desenvolvimento de um aplicador ideal,
adaptacéo a laringoscopia e administragdo anestésica ideal. Essa “curva de aprendizado”
tornou proporcionalmente grande o grupo de animais excluidos. Dos 12 animais
excluidos, 10 (83%) foram por problemas de aplicacdo e liberacdo da endoprotese, e

dois (17%), foram oObitos precoces devido a complicagdes respiratorias.



A curva de aprendizado deve ser consideradas, pois 0s dois Obitos precoces
coincidentemente foram os dois primeiros coelhos, e o nimero de coelhos com
aplicacdes imprecisas (10 animais) foi grande na metade inicial do experimento. Nessa
fase houve quatro liberacbes esofagicas e seis aplicacbes ndo efetivas. Em quatro
coelhos a protese retornou com o aplicador, em dois, a protese ndo se expandiu
totalmente, até a retirada do aplicador. As liberacbes ndo efetivas ocorreram por
danificacdo do aplicador, cujo modelo adequado encontrava-se em teste. A
laringoscopia no coelho submetido a sedacdo e ndo anestesia geral, € técnicamente
dificil, uma vez que expde um tunel longo e estreito que quando ocupado pelo aplicador
impossibilita a visualizacdo da laringe. Para facilitar a intubacéo, foi necessario fazer
um bisel na ponta do aplicador. Tal modificacdo facilitou a intubacdo, mas ndo permitiu
a liberacdo adequada da prétese, que acabava retornando dobrada e aderida ao
aplicador. Para resolver esta questdo, a empresa colocou um fio guia no canal interno do
aplicador. Desta forma a intubagdo com o fio guia tornou mais fécil 0 acesso a via aérea
do coelho. Ap6s a aplicacdo do fio guia, deslizava-se o conjunto aplicador/prétese pelo
fio guia, acessando a via aérea sem dificuldade.

Apos as modificacBes introduzidas e o dominio da técnica, se obteve um indice
de aproveitamento alto e com poucas complicacbes. Os coelhos excluidos néo
representam incompatibilidade do dispositivo para sua aplicacdo clinica, mas apenas
curva de aprendizado periodo para adequacdes técnicas. Desta forma consideramos o
grupo de animais que apresentaram dificuldade na técnica de aplicacdo, antes dos
ajustes que tornaram adequada a aplicacdo, com um estudo piloto, tornando o trabalho

definitivo mais preciso com menos complicagdes técnicas.



Um ndmero relevante de animais (seis de 13 incluidos no estudo) foi avaliado
antes dos trinta dias programados, devido a 6bito pela presenca da prétese obstruida por
secrecdo ou pneumonia. A andlise histopatologica de fragmento de tecido pulmonar
nesse grupo diagnosticou infeccdo bacteriana em sete de 13 coelhos analisados. Estes
animais foram incluidos no estudo apesar do ébito conseqliente de complicacdes do
procedimento, e ndo toleraram aguardar 30 dias para serem estudados. Esse grupo
expressa a agressdo da protese ao animal. Possivelmente a administracdo de antibidtico
para tratamento de pneumonia poderia ser utilizada rotineiramente, como 0 uso de
dispositivos para umidificar o ar inalado poderiam também melhorar a higiene
traqueobronquica. (*; %)

Quanto a analise de variaveis Fiorelli, 2002, observou que a dilatacdo prevista
do Stent foi obtida na grande maioria dos dispositivos. No presente estudo o Stent teve
0 resultado muito proximo ao esperado. Nos 46% dos Stents que ndo tiveram dilatacédo
completa, esta foi muito proxima a prevista, ndo variando mais que um milimetro nos
casos de menor dilatacdo. Como esse dado foi avaliado apenas de forma qualitativa e
nédo quantitativa (escore: tudo ou nada), os dados podem aparentar um resultado inferior
do observado na pratica. Ndo foi possivel realizar uma medida do didmetro traqueal
antes da aplicagdo. A medida era uma previsdo baseada em traquéias previamente
avaliadas. Desta forma se, aplicado uma protese maior que o didmetro da traquéia, o
dispositivo devera dilatar até os limites traqueais, exercendo uma pressao maior do que
a desejada, sem alcancar o tamanho previsto. Este fato ndo so sera tabulado como, néo
dilatagdo total, como deverd promover maior reacdo inflamatdria na parede traqueal

uma vez que promove isquemia mucosa, submucosa...



As endoproteses vasculares sdo aplicadas com diametro 20% maior do que o
vaso alvo, para que a pressdo radial promova a fixacao. Esta presséo ndo provoca danos
relevantes no endotélio, de forma que uma endoprotese coronariana de 3 mm permanece
pérvia e sem erosdo vascular por muitos anos. A reacdo traqueal € absolutamente
diferente, logo o ideal é aplicar o dispositivo com tamanho mais proximo possivel do
diametro traqueal, embora ndo exatamente, conforme justificado acima.

Entdo é necessario considerar estas questdes ao avaliar os nimeros resultantes
do escore “dilatacao”.

E descrito que as proteses recobertas apresentam o inconveniente do alto indice
de migracdo. (18; %%; %% 28) Para o estudo desta variante, é necessaria a utilizagdo
rotineira de broncoscopia ou radiologia. Nao foi disponibilizado um broncoscapio, e a
utilizacdo do Raio-X como método de avaliacdo de posicionamento ndo estava descrita
no protocolo inicial pela indisponibilidade do exame no momento do inicio da série.
Embora o estudo tenha sido programado sem a realizacdo da imagem radioldgica, a
posterior disponibilizacdo do mesmo fez com que fosse incluida este recurso para se
estudar a possivel migracdo da endoprotese.

O radiograma simples pode alterar a real dimensdo da estrutura anatdmica e a
imagem obtida no filme. Tal imprecisdo aumenta ao compararmos duas radiografias
realizadas em momentos diferentes, com técnicas diferentes, distancias distintas da
ampola ao filme, além de o posicionamento (intensidade da extensdo cervical do
animal) ndo ser idéntico nos dois momentos. Mesmo medindo-se com régua
milimetrada, a distancia na imagem radiologica da extremidade distal da endoprotese a

Carina traqueal podera ser imprecisa com relacdo a medida real.



Apesar da imprecisdo destas medidas, estas ddo algum parametro de anélise, e
0 estudo demonstra o0 comportamento dessa variavel semelhante ao da prética clinica e

de outros estudos. (*°, %) Como reportado, as proteses autoexpansiveis recobertas tém

alto indice de migracdo, fato que foi observado no presente estudo. (*"; %)

Nos Stents ndo recobertos, a incorporacdo é muito intensa, evitando a
migracao, mas por outro lado, dificulta a remogdo na maioria dos casos. (**) O mesmo
ndo ocorre com 0s Stents recobertos que apresentam aderéncia na maioria dos casos,
mas sem incorporacdo. Como utilizamos préteses recobertas, confirmamos estes
achados. (*®) Outro problema observado na terapéutica com Stents traqueais é a
formacéo de granuloma, devido a sua alta frequéncia e gravidade em alguns casos. (18;
30) Com relacgdo a esta variavel, nossos resultados foram semelhantes aos de Fiorelli,
(20), que identificou a presenca de granulomas. Os granulomas representam uma
agressdo sofrida pela parede traqueal frente ao Sten, entretanto é incomum termos uma
endoprotese totalmente obstruida por granuloma. O escore de granulagdo neste trabalho,
traduziu uma medida de zero a dois milimetros de altura do tecido de granulago na luz
traqueal para classificacdo de intensidade. Mais da metade dos animais (54%)
apresentaram granuloma maior que 2mm, mas ndo foram definidos valores maiores que
este para quantificar os limites superiores do granuloma nesta situacdo. O Unico coelho
em nosso estudo que morreu por obstrucédo total da protese foi o nimero 14, que teve a
protese obstruida por secrecdo e ndo por granuloma, caracterizando assim a
agressividade frequente, mas limitada, dos granulomas na maioria dos casos.

A caracteristica do processo inflamatério descrito por Sara, (*') em 1967, para

paredes traqueais com traqueostomia é semelhante ao observado nas paredes tragueais

com endoproteses e apresentam um predominio inflamatdrio crénico (células



mononucleares) mas associados em maior ou menor intensidade com o0s
polimorfonucleares (reagudizacéo), possivelmente devido a agressdes sobrepostas como
infeccdes, por exemplo. (32)

Os achados deste trabalho foram semelhantes, com predominio de reagédo
aguda no segmento com proétese até 30 dias. A reacdo inflamatdria aguda manteve-se
presente, embora com menor intensidade, até em segmentos traqueais livres da protese.
A traqueia distante até um centimetro da extremidade proximal da protese apresenta
reacdo inflamatoria até a camada média da parede traqueal, mas quanto mais proximo
da protese, maior a profundidade do envolvimento parietal. O envolvimento de toda a
parede traqueal pelo processo inflamatorio ocorreu na minoria dos casos.

O epitélio agredido apresenta metaplasia com regeneracdo e, em alguns casos,
ocorrem ulceracdo e perda completa do revestimento epitelial. E reportado na literatura
o predominio de metaplasia com ou sem regeneracdo, (*% **) o que coincidiu com o
presente estudo. A Unica variavel estudada que diferiu do esperado e dos achados de
literatura, refere-se a d&rea sem protese. Em nossa casuistica, as ulceracBes
predominaram na area sem a protese. Nao foi possivel identificar justificativas para este
achado.

CONSIDERACOES FINAIS

Ao propor este estudo, ndo se pretendia apenas responder objetivamente se a
prétese é tolerada ou ndo pelo trato respiratério do animal. De grande importancia no
objetivo desta pesquisa foi estudar as caracteristicas das alteragdes que ocorrem na
parede traqueal do coelho e o grau de envolvimento, descrevendo parametros para

futuras observagdes. Seria improvavel um comportamento ndo reativo da traqueia dos



coelhos bem como a criagdo de uma proétese totalmente inerte. Entende-se estar diante
de uma prétese semelhante aos seus pares. (**)

A curva de aprendizado e as incorporacBes tecnologicas na endoprotese,
salientando-se a adicdo de um fio guia no aplicador para facilidade do procedimento,
foram importantes para o desenvolvimento da técnica

As proximas perguntas parecem ser consequéncia natural deste trabalho: Qual

sera 0 comportamento dessa protese em humanos? Ja temos informacoes suficientes

para iniciarmos o uso em humanos?



VII CONCLUSOES

1.A endoprétese autoexpansivel de nitinol recoberta de poliuretano,
produzida pela Braile Biomédica Ltda, (Brasil) e implantada na traqueia de coelhos,
demonstrou-se de facil aplicacdo e liberacdo na luz traqueal.

2. A endoprotese recoberta de poliuretano apresentou em avaliacfes
radiograficas migracéo distal, boa expansibilidade radial e formacéo de tecido de
granulacao.

3. Observou-se ainda processo inflamatério predominantemente agudo e
restrito as por¢oes superficiais da traquéia. As alteracdes epiteliais mais freqientes em

contato com a protese foram ulceracdo e hiperplasia regenerativa.
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VIII  ANEXOS

Comiss#o de Etica na

Eweimentssso Anmal | =0~ 1A e de Medicina de S&o José do Rio Preto

l: Comissao de Etica na Experimentagao Animal CEEA
FAMERP

FAMERP Autarquia Estadual — Av. Brig. Faria Lima 5416 CEP 15090 000 FAX 2276404 SJR P - SP

COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL

O projeto de pesquisa intitulado “Endoprétese  autoexpansivel:
histocompatibilidade em traquéia de coelhos.” (Protocolo FAMERP n° 657007) sob
responsabilidade da Profa. Dra. Patricia Maluf Cury, por cumprir com os principios
éticos exigidos em experimentac&o animal, foi aprovado pela CEEA-FAMERP.

Lembramos ao senhor pesquisador a necessidade de relatério completo ao
final do estudo.

S3o José do Rio Preto, 18 de Dezembro de 2007.
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Profa. Dra. OrfaNfineth Galvis Alonso
Vice-President¢ CEEA - FAMERP




