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Barbosa LA. Estudo experimental dos efeitos da embolizacdo renal com particulas
de trisacryl e de polivinil acetato recoberto com polivinil alcool [tese]. S0 Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2009. 72 p.

A embolizagdo intra-arterial é rotineiramente utilizada na prética clinica como
co-adjuvante pré-operatorio ou controle de tumores, tratamento de malformacgoes
arteriovenosas e outras doencas vasculares. Em varios casos € realizada com uso de
particulas de diferentes formas e composi¢des. Um agente embolizante esférico e
utilizado com bons resultados é o trisacryl (Embosphere®; BioSphere® Medical). Um
novo agente embdlico - polivinil acetato esférico cobertas com polivinil &cool
(PVAc) — foi desenvolvido recentemente no Brasil. Este trabalho tem objetivo de
avaliar, apds embolizacdo renal, o grau de oclusdo vascular, recanalizacdo da luz
vascular e a necrose da parede vascular provocados por particulas de PVAc,
utilizando como parémetro particulas de trisacryl. Setenta e nove fémeas de coelhos
do tipo albino New Zealand foram submetidas a cateterizacéo arterial do rim direito;
trinta e trés animais foram embolizados com trisacryl, trinta e um com PVAcC e
quinze animais compuseram 0 grupo de simulagdo, tendo sido excluidos quatro
animais (trés trisacryl e um PVAc) devido a 6bito precoce. Foram criados cinco
subgrupos de seis animais, que foram sacrificados apds 48 horas, 5 dias, 10 dias, 30
dias e 90 dias apos a embolizacdo. O grupo de simulac8o seguiu a mesma ordem
tempora com trés animais em cada grupo. As técnicas de coloracao utilizadas foram
os métodos de hematoxilina-eosina (HE) e tricrémico de Masson com observacéo
por microscopia Optica. Os resultados mostraram diferenca significativa entre o grau
de oclusdo vascular nos grupos de 5 dias e 10 dias e necrose no grupo de 48 horas em
favor do grupo embolizado com PVAc, que apresentou reagéo tecidual adequada
(reducdo volumeétrica e isquemia) e menor grau de recanalizacdo que o trisacryl.

Descritores: 1. Embolizacdo terapéutica 2. Particulas 3. Microesferas 4. Radiologia

intervencionista5. Coelhos 6. Rim
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Barbosa LA. Experimental study of effects of renal embolization with trisacryl
particles and polivinyl alcohol covered polivinyl acetate [thesis]. S&o Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2009. 72 p.

Intra-arterial embolization is often utilized in medical practice preoperatively
as adjuvant in controlling tumors, treatment of arteriovenous malformations and
other vascular diseases. Often times, particles of different forms and compositions
are employed. trisacryl (Embosphere®; BioSphere® Medical), a spheric embolic
agent, is nowadays used with very satisfactory results. However, a new embolic
agent — spheric polyvinyl acohol-covered polivinyl acetate (PVAC)- has been
developed in Brazil. This study evaluates the degree of vascular occlusion, vascular
recanalization and the necrosis of vascular wall caused by PV Ac particles, compared
with trisacryl, after renal embolization. Seventy-nine female albine New Zealand
rabbits underwent arterial catheterization of the right kidney; Thirty-three animals
were embolized with trisacryl, thirty-one with PV Ac and fifteen were kept as control
group, four animals were excluded (three trisacryl and one PVAc) due to early death.
Five subgroups of six animals were created. The animalsin the different groups were
sacrificed 48 hours, 5 days, 10 days, 30 days and 90 days after embolization. The
control group was divided into subgroups of three animals, for the same period of
time. Their kidneys were dyed with hematoxylin-eosin (HE) and Masson tricromic
and examined using optic microscopy. The results showed a significant difference
between the five-day and ten-day groups with regard to the degree of vascular
occlusion, and the amount of necrosis in the forty-eight-hour group. Both findings
favor the PVAc group, with adequate tissue reaction (ischemia and volumetric
reduction) and |ess recanalization than with trisacryl.

Descriptors. 1.Therapeutic embolization 2.Particles 3. Microspheres 4. Interventional
radiology 5. Rabbit 6. Kidney
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A embolizagdo intravascular ¢ uma importante estratégia no tratamento de
tumores e malformagdes arteriovenosas (MAV) (Tadavarthy et al., 1975; Latchaw e
Gold, 1979). A técnica consiste na injecdo de material embolico, apds realizar
cateterismo seletivo dos vasos sanguineos que irrigam a area “alvo”, de modo a
obstruir mecanicamente a corrente sanguinea que nutre essa area. Desta forma, existe
a interrupgdo do fornecimento de nutrientes a regido, que tende a necrosar e diminuir
de tamanho, o que permite a recuperagdo ou nao do tecido ap6s um intervalo variavel

de tempo.

A selecdo de materiais embdlicos apropriados € essencial para a seguranga e
efetividade da terapia embolica. O material requerido pode variar de acordo com as
condicdes da lesdo ou doenca a ser tratada e devem ser considerados o objetivo da
embolizacdo, se permanente ou temporaria, e as caracteristicas dos materiais
embolicos, que inclui o grau de penetragdo nos vasos sanguineos, o estado fisico

(s6lido ou liquido) e a forma dos agentes sélidos (Kwak et al., 2005).

Devido a estes objetivos, diferentes materiais sdo propostos na literatura, para
a oclusdo vascular, dentro do contexto da embolizagdo. Destaca-se o polidlcool
vinilico ou polivinil 4lcool (PVA), que ¢ utilizado com sucesso como um agente
embolico intravascular, por apresentar propriedades fisico-quimicas, como elevada
compressibilidade, boa elasticidade, boa resisténcia quimica a acidos, bases e
detergentes (Tadavarthy et al., 1975) e provocar trombose e fibrose progressivas e

permanentes (Latchaw e Gold, 1979).
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Entretanto, o PVA nao esférico apresenta a forma das particulas de aspecto
“flocular”, com a superficie muito irregular (Fig 1), o que facilita a aglutinacao e
agregacao, e dificulta a passagem pelo cateter angiografico (Kerber et al., 1978;
Derdeyn et al., 1995) e o tamanho efetivo do émbolo ¢ considerado maior que a
particula individualmente, o que resulta em oclusdo proximal (Choe et al., 1997). O
PVA também ¢ suscetivel a degradacao (biodegradabilidade) ao longo do tempo, o

que facilita a recanalizagdo futura do leito vascular embolizado.

Figural- Imagem ao microscopio de amostras de PVA ndo esférico,
evidenciando a forma das particulas de aspecto “flocular” e superficie
muito irregular
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Nos ultimos anos, sdo observadas varias referéncias ao uso de agentes de
embolizagao esféricos, que sao de uso mais facil que os agentes ndo esféricos e se
mostram mais efetivos em promover oclusdo vascular (Dion et al., 1986; Wright et
al., 1982). Devido a possibilidade de calibragdo dos tamanhos das particulas
esféricas, que apresentam tamanhos definidos nas amostras, estas apresentam maior
correspondéncia entre o diametro das particulas e os vasos alvos para a oclusdo, o
que torna o procedimento de embolizagdo mais seguro e acurado (Beaujeux et al.,
1996). Dentre varios agentes esféricos ja produzidos e testados para uso médico,

destaca-se o PVA esférico e o trisacryl (Fig 2).

A- PVA esférico B- Trisacryl

Figura2— Imagem ao microscopio de amostras de PVA esférico (A) e de
trisacryl (B), que apresentam formas arredondadas e regulares

Para associar as vantagens quimicas do PVA e contornar as dificuldades
fisicas de irregularidades do PVA nao esférico, foram realizados varios ensaios no
programa de Engenharia Quimica da Cooperativa de Pesquisa em Engenharia
(COPPE) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Foram utilizados

mecanismos de iniciagdo alternativos, como por exemplo a aplicag@o de luz ionizante
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ultravioleta (Yamamoto et al., 1990), o que resulta em novas rotas viaveis de sintese
de PVA, para aplicagdo na embolizagdo vascular. Também foram considerados
procedimentos classicos de polimerizagao do acetato de vinila (precursor do polivinil
alcool) a quente, seguido de hidrolise via solugdes basicas e etapas de purificagao,
além da polimerizacao do acetato de vinila a frio, em camara de ultravioleta, com

controle do teor de ramifica¢des do poliacetato de vinila.

Dessa forma, desenvolveu-se uma nova particula de “tecnologia nacional”,
composta de uma superficie de polivinil 4lcool e um nucleo de polivinil acetato
(PVAc), de morfologia esférica, mais resistente a biodegradacdo, com menor

utilizacao de reagentes e finalmente a um baixo custo de fabricagao (Fig 3).

Figura3— Imagem ao microscopio de amostras de PVAc desenvolvidas pela
COPPE/UFRI que apresentam formas arredondadas e regulares

As vantagens de utilizag¢do dessas particulas — polivinil acetato recoberto com
polivinil 4lcool (PVAc) —, sdo tedricas e necessitam comparagdo com materiais ja

existentes e de comprovada eficacia.
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Objetivos

Avaliar os efeitos da embolizacdo arterial com trisacryl e PVAc em rins de
coelhos albinos New Zealand quanto ao grau de:

- oclusdo vascular;

- necrose da parede vascular;

- recanalizacdo da luz vascular.
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A embolizacdo terapéutica ¢ praticada desde 1930, quando Brooks (1930),
realizou a insercdo de pedacos de musculo pela artéria cardtida para embolizar uma
fistula cardtido-cavernosa. Hamby e Gardner (1933) também descrevem o manejo de
fistulas e malformacgdes arteriovenosas por acesso direto. Com o desenvolvimento de
técnicas percutdneas, a embolizacdo ¢ estendida ao controle de hemorragias em
varias regides do corpo, desvascularizagdo de tumores antes de cirurgias com o
objetivo de reduzir a perda sanguinea intra-operatéria. Atualmente as indicagdes para
embolizacdo de tumores incluem, o controle de hemorragia, redistribuicdo do
suprimento sanguineo para auxiliar na terapia de infusdo intra-arterial de drogas,
facilitagdo pré-operatoria de resseccao devido a redugdo da vascularizagao e da perda
sanguinea, inibi¢ao do crescimento tumoral, controle de dor e controle da producao

hormonal tumoral.

O PVA tem sua primeira utilizacdo endovascular para fechamento de defeitos
cardiacos (PCA - persisténcia do canal arterial) por Portsmann et al'. (1971), apud
Herrera et al. (1982) e Postsmann et al (1974). Tadavarthy et al. (1975) relatam o uso
endovascular em animais € em pacientes e¢ descrevem sua biocompatibilidade.
Latchaw e Gold (1979) utilizam PVA para o tratamento de lesdes neoplésicas da
cabeca, pescogo € medula espinhal, relatando inimeras vantagens em relagdo a
outros materiais embolicos. Entretanto, as particulas de PVA nao esférico

apresentam forma irregular (Jack et al., 1985; Repa et al., 1989).

! Porstmann W, Wierny L, Warnke H, Gerstberger G, Romaniuk PA. Catheter closure of patent ductus
arteriosis: 62 cases treated without thoracotomy. Radiol Clin N Amer. 1971; 9:203-18.
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Muitas particulas de embolizacdo sdo desenvolvidas e investigadas de forma
experimental, por exemplo: gelatina (Co et al., 1983), albumina (Fujimoto et al.,
1985), dextran (Wright et al., 1982; Dion et al., 1986), etil celulose (Kato et al.,
1981; Hecquet, 1986), amido (Forsberg 1978), copolimero de poli-(D,L
lactideo/glicosideo) (Spenlehauer et al., 1989; Flandroy et al., 1990), cera (Raziel et
al., 1980; Madoule et al., 1981; Benita et al., 1986), silicone (Longacre et al.,1972;
Wright et al., 1982; Russel e Levy, 1987), polistireno (Wright et al., 1982; Sridbeck
et al., 1984), polimetil-methacrilato (Rao et al., 1991), poli-(2-hidroxietil metacrilato)
(Horak et al., 1986), Vilan 500 (Peregrim et al., 1984), e poliacrilonitrilo (Link et al.,

1996).

Laurent et al. (1996) descrevem que o seguimento de alguns principios ¢
essencial para o desenvolvimento de materiais de embolizagdo (particulas): primeiro,
as particulas devem ser esféricas para permitir graduagdo acurada e 6tima geometria
na oclusao vascular. Particulas esféricas, as quais tém apenas uma unica dimensao,
podem ser calibradas por peneiras mais facilmente que as ndo esféricas, porque estas
tétm mais que uma dimensdo. Segundo, as particulas devem ser de natureza
inabsorvivel com boa biocompatibilidade, e serem inertes, mas com caracteristicas

de superficie que permitam a adesao celular.

Nos ultimos anos, o interesse dos pesquisadores na utilizagdo de particulas
esféricas aumentou, devido as propriedades destas serem mais vantajosas do que as
nao esféricas e varias particulas esféricas tém sido desenvolvidas e testadas (Laurent

et al., 1996; Phadke et al., 2002; Osuga et al., 2002 ab; Khankan et al., 2004).
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Dentre as particulas esféricas desenvolvidas, destaca-se o trisacryl, que ¢
pesquisada na Franga desde 1994 e estd incorporada a pratica clinica didria (Laurent
et al., 1996; Beaujeux et al., 1996), sendo utilizada atualmente em grande nimero de

intervengoes terapéuticas endovasculares.

Laurent et al (1996) avaliam in vitro a utilizagdo de trisacryl para
embolizagdes terapéuticas, com a inteng¢ao de obter um material ndo absorvivel, com
particulas calibradas em tamanhos definidos e feitas para o uso em suspensao
apropriada para injecdo por cateter. Em um estudo preliminar de 1989, Laurent relata
0 uso em animais do trisacryl, que se mostra eficiente como agente de oclusdo
vascular e biocompativel em cultura de células. Em 1996, Beaujeux descreve a
utilizacdo em pacientes com tumores de face, medula espinhal e malformagoes

arteriovenosas (Beaujeux et al., 1996).

O trisacryl mostra propriedades interessantes em embolizagdo, como a nao
agregacao (Derdeyn et al., 1997), distribui¢do homogénea na vasculatura (Andrews
et al., 2003) e, teoricamente por ser calibrado, permite ao radiologista
intervencionista adaptar o calibre das microesferas para o tamanho do vaso a ser

ocluido com maior acuracia ao atingir o alvo pretendido.

O primeiro relato do uso de polivinil acetato como agente de embolizacao foi
feito por Peregrim et al. (1984). Sugawara et al. (1993), que o utilizaram em
associagcdo com etanol-estrogeno em embolizacdo de rins de cdes, ¢ demonstraram
que o polivinil acetato causa pouca rea¢ao parenquimatosa, tal como reagdo de corpo
estranho, sugerem que ele ¢ mais inerte biologicamente e estdvel quimicamente que

os agentes liquidos utilizados naquele momento.
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Mendes et al. (2005) fazem a primeira utilizagdo desta nova particula PVAc,
e comparam com PVA ndo esférico em embolizacdo de rins de coelho, com bom

resultado histopatologico e efetividade do PVAc em relagao ao PVA nao esférico.

Recentemente, Gaudencio et al. (2008) relataram a primeira utilizagao clinica
do PVAc, como preparo pré-operatorio em trés pacientes portadores de neoplasia
renal, na intencdo de diminuir o tamanho do tumor e prevenir complicagdes
hemorragicas durante o ato operatorio. A embolizagdo intra-arterial pré-operatoria
com esta nova particula promove acentuada isquemia e facilita o procedimento

cirargico.

3.1 - Agentes Embdlicos

A escolha dos agentes de embolizagdo depende do 6rgao alvo, do processo
doenca, do tamanho do vaso a ser ocluido e do planejamento terapéutico. Oclusado de
grandes vasos necessita do uso de materiais, tais como espirais de platina (“coils”) ou
baldes, e, a oclusdo de pequenos vasos ou ablacdo tecidual sdo realizadas com
particulas ou agentes liquidos (Patel e Soulen, 2006). As particulas podem ser de
oclusdo temporaria ou permanente, sendo que os materiais em analise sao particulas

permanentes.

3.1.1 - Particulas Temporaérias

Os principais agentes de embolizagdo temporarios sdo: a esponja de Gelatina
(Gelfoan®), o colageno microfibrilar (Avitene®) e microesferas de amido. A

esponja de gelatina ¢ a mais utilizada e causa oclusdo vascular por mecanismo de
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obstru¢do, indugao de trombose e reagdo inflamatoria na parede vascular. A gelatina
absorve e permite a recanalizacdo da artéria em dias ou semanas (Barth et al., 1977).
Devido a ndo causar oclusdo permanente, ¢ utilizada em tratamento de lesdes
benignas como sangramentos (ex: trauma, ulcera péptica) ou em desvascularizagao

temporaria pré-resseccao cirurgica para diminuir perda sanguinea.

3.1.2 — Particulas Permanentes

Dentre os agentes particulados de oclusdo vascular permanentes, destacam-se
o PVA, PVA esférico e o trisacryl e incluimos nesta classificacdo a particula em

estudo PVAc.

3.1.2.1-PVA

O PVA (polivinil alcool) ¢ uma esponja plastica inerte, biocompativel, que ¢
fragmentada em particulas de dimensdes graduadas de 45 a 1.180um. Causa oclusdo
mecanica permanente do limen vascular com subsequente involu¢do do trombo e

organizag¢do por fibrina (Castaneda-Zuniga et al., 1978).

3.1.2.2 - PVA esférico

Combinacdo do conhecido PVA com o contorno esférico para melhor entrega
por meio de cateteres, o que permite uma completa oclusdo dos vasos alvos da

embolizacdo (Patel e Soulen, 2006).
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3.1.2.3 - Trisacryl

Sdo particulas esféricas, calibradas, hidrofilicas, biocompativeis, nao
absorviveis, produzidas de um polimero acrilico e impregnada por gelatina suina, que
previnem a agregagao dentro do lumen do cateter e levam a oclusao dos vasos alvos

da embolizagdo (Laurent at al., 1996; Beaujeux et al., 1996).

3.1.2.4 - PVAC

Material em estudo neste trabalho, composto de uma superficie de polivinil
alcool e um nucleo de polivinil acetato, de morfologia esférica, mais resistente a

biodegradacao (Peixoto et al., 2006).



4- METODOS
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4.1 - Local

A fase experimental da pesquisa foi realizada no servigo de Radiologia
Vascular Intervencionista do INCOR (Instituto do Cora¢ao) e no Centro de
Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP) e a
fase de analise dos resultados histopatoldgicos no Laboratério de Investigagao

Médica de Fisiopatologia Renal (LIM - 16) da FMUSP.

4.2 — Particulas embolizantes

PVAc (Polivinil acetato esférico recoberto com polivinil alcool): Produzida
com a utilizacdo de mecanismos de iniciagdo alternativos, por meio da polimerizagao
do acetato de vinila a frio, em camara de ultravioleta (Yamamoto et al., 1990), com
controle do teor de ramificagdes do poliacetato de vinila (precursor do polivinil
alcool), seguido de hidrolise via solucdes basicas e etapas de purificacdo, o que
resulta em uma particula esférica, calibrada, biocompativel para uso endovascular.
Este material foi produzido pela COPPE, segundo técnica publicada por Peixoto et
al. 2006, e foi doado para utilizagdo neste estudo, sendo utilizadas particulas de 100 a

300 pm.

Trisacryl (Embosphere®; BioSphere® Medical): Material ja disponivel
comercialmente, foi adquirida com verba de pesquisa (FAPESP — Fundacdo de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo) para utilizagdo como material de
comparag¢do, escolhida devido a ser a particula esférica de maior uso na época do
estudo e com resultados conhecidos e comprovados. Foram utilizadas particulas de

100 a 300 um.
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4.3 - Animais

Cobaias: foram utilizadas 79 fémeas de coelhos do tipo Albino New Zealand,
com peso entre 2.300g e 3.200g, tendo ocorrido a perda de dois animais no pos-
operatorio imediato (24 horas) e outros dois animais com 48 horas, possivelmente
devido ao estresse pds-cirurgico, principalmente na fase inicial da pesquisa por conta
da dificuldade no manejo do pos-operatorio imediato e inexperiéncia na fase inicial
desta pesquisa. Como estavam em fase inicial de seguimento, foram substituidos por
outros sem perda nas analises estatisticas. Houve ainda a perda de dois animais por
causas desconhecidas, nos grupos de PVAc 30 dias e trisacryl 90 dias, os quais ndo

foram substituidos.

4.4 - Acomodagao

Os animais foram mantidos no Centro de Bioterismo da Faculdade de
Medicina da USP, em gaiolas individuais de 80x60x40cm, confeccionadas em

dimensdes especiais para este experimento e adquiridas com verba do projeto (Fig 4).
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Figura 4 — Gaiolas adequadas para manutengao dos animais

4.5 - Translado

No dia do experimento, os animais eram pesados, retirados do biotério em
gaiolas portateis e transportados pelo técnico do biotério para a sala de angiografia

no InCor.

4.6 - Grupos e Subgrupos

\

Os animais foram submetidos a cateterizacdo do rim direito, 33 animais
foram embolizados com trisacryl e 31 com PVAc, tendo sido excluidos quatro
animais (trés trisacryl e um PVAc) devido a oObito precoce. Estes grupos foram

divididos em cinco subgrupos de seis animais ¢ mantidos em cativeiro por periodos
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pos-operatorios de 48 horas, cinco dias, dez dias, trinta dias e noventa dias. Também
foi realizado um grupo de simulacdo (Sham), para controle da técnica de
emboliza¢do, com 15 animais, no qual foi apenas injetado contraste na mesma
quantidade dos grupos embolizados. O grupo de simulacdo foi dividido em cinco
subgrupos de trés animais, com periodos de tempo idénticos aos dos grupos
embolizados. Em todos os animais, foram retirados os rins contralaterais, ndo

manipulados, que serviram como grupo controle. (Tabela 1).

Tabelal—  Grupos e subgrupos de animais (coelhos) submetidos a catetetizagdo
arterial renal e embolizacdo com trisacryl ou PVAc e o grupo Sham,
divididos por dias p6s-embolizagdo

Grgl;;) Adl\e/ls(irrlllullg;; a0 Grupo trisacryl (n=30) Grupo PVAc (n=30)
Subgrupo (n) Subgrupo (n) Subgrupo (n)
48 horas: 03 48 horas: 06 48 horas: 06

5 dias: 03 5 dias: 06 5 dias: 06

10 dias: 03 10 dias: 06 10 dias: 06
30 dias: 03 30 dias: 06 30 dias: 06
90 dias: 03 90 dias: 06 90 dias: 06

4.7 - Anestesia

Foi utilizado cloridrato de ketamina, na dose de 20mg/kg e xilazina, na dose
de 2mg/kg, via intramuscular e cloridrato de lidocaina a 1% no local da incisdo

inguinal.



Métodos 20

4.8 - Preparo da Cobaia e Técnica de Assepsia

ApOs a anestesia, o animal foi colocado em decubito dorsal, com os quatro
membros contidos de forma suave, sem hiperextensdo ou rotacao excessiva. Em
seguida, foi realizada tricotomia da regido inguinal direita, com posterior assepsia €
antissepsia da regido com digluconato de clorexidine, seguida da colocagdao de

campos operatorios esterilizados (Fig 5).
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Figura5— A - Tricotomia da regido inguinal direita do coelho. B - Assepsia e
colocagdo de campos operatorios na regido inguinal
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4.9 - Procedimento Cirurgico

Foi realizado acesso cirtrgico inguinal com identificacdo e reparo da artéria
femoral direita por médico com experiéncia em técnica microcirurgica e uso de lupa
cirrgica. Apods a disseccdo, puncionava-se a artéria com um cateter venoso
periférico (Jelco®) 22G e canulava-se a mesma (Fig 6A). Através do acesso arterial
introduzia-se um guia metéalico reto (0,018") e sobre ele um introdutor (bainha)
pediatrico (4F) (Fig 6B) e, imediatamente apds, hidratava-se o animal com 20 ml de

soro fisioldgico, seguida de heparinizagdo plena na dose de 100 ui/kg, via arterial.
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B

Figura6-  A) Cateterizagdo da artéria femoral direita com cateter venoso
periférico Jelco® 22G. B) Introdugdo da bainha pediatrica (4F) para
acesso arterial
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Posteriormente, progredia-se um cateter angiografico vertebral 4F (Cordis®)
apoiado sobre fio-guia hidrofilico standard 0,035” (Terumo®) para cateterizagao
seletiva da artéria renal direita sob fluoroscopia. Em seguida, realizava-se estudo
angiografico renal pré-procedimento, avaliando a fase arterial, parenquimatosa e de
retorno venoso (Fig 7). Injetava-se 01 ml de contraste iodado ndo i6nico de baixa
osmolaridade (Optiray®, Mallinckrodt) na velocidade de 1 ml por segundo por
injecdo manual, para aquisicdo das imagens em dois quadros por segundo durante

oito segundos.

V-

B

Figura7—  Angiografia renal pré-embolizacdo (fase parenquimatosa)
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A seguir foi realizada embolizagdo intra-arterial com trisacryl ou PVAc, de
100-300 um, suspensas em solucao 1:1 de soro fisiologico a 0,9% e contraste iodado
ndo i6nico (Optiray®-Malinckrot) (Fig 8). A injecdo das particulas foi realizada
lentamente e com controle por fluoroscopia para evitar eventuais refluxos na aorta
até se obter estase de fluxo no tronco de artéria renal. A desvascularizagdo do rim era
confirmada com uma angiografia pés-emboliza¢do que ndo evidenciava opacificagdo
do parénquima renal (Fig 9). O procedimento de inje¢do das particulas foi realizado
por um médico neurorradiologista com experiéncia em embolizagdo em humanos. As
particulas foram injetadas com igual facilidade nos dois grupos e niao houve
entupimento de cateteres, nem dificuldade na utilizacdo de ambas as particulas. No
grupo Sham, os animais foram embolizados com 5 ml de solu¢do salina, com a

mesma técnica utilizada nos animais embolizados com agentes embolizantes.

Figura8—  Particulas de trisacryl em suspensdo em uma mistura de contraste
1odado e soro fisioldgico na proporc¢ao de 1:1
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Arterial

Parenquimatosa

Pés embolizacao

Figura9—  Angiografia renal fase arterial e parenquimatosa pré-embolizacio e
pos-embolizagao

Apo6s a embolizagdo, o cateter angiografico era retirado e realizada ligadura
proximal e distal da artéria femoral, revisdo da hemostasia e fechamento da pele com
sutura continua, com fio monofilamentar 4-0 (Mononylon®), e administragdo de

dipirona (1,0 ml) e penicilina em suspensdo por via intramuscular.

Em todos os animais foi possivel a realizagdo do procedimento
(angiografia/embolizagdo) e nao houve mortalidade per-operatoria. Todos acordaram
bem no poés-operatorio, sem sinais de sofrimento, ¢ foram encaminhados por

transporte terrestre para o biotério.
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4.10 — Seguimento, eutanasia e colheita das amostras

Os animais foram mantidos sob supervisdo veterindria no servico de

bioterismo da FMUSP.

ApoOs 12 horas, os animais eram submetidos a nova injecao de dipirona (1,0
ml) e penicilina em suspensdo por via intramuscular. Observava-se a consciéncia,

atividade, perfusao dos membros inferiores e se o animal havia se alimentado.

ApoOs os periodos convencionados, os animais foram submetidos a eutandsia
com injecdo intravenosa de tiopental e cloreto de potdssio, na veia marginal da
orelha. Apds o Obito, os rins (o embolizado e o contra-lateral) eram retirados
imediatamente, mediante laparotomia mediana, os quais foram seccionados, ao meio
no sentido longitudinal (coronal), fotografados lado a lado e imediatamente imersos e

mantidos em solu¢do de formaldeido a 10%.

Ocorreu a perda de dois animais no pos-operatorio imediato (24 horas) e
outros dois animais com 48 horas, possivelmente devido ao estresse pds-cirurgico e
dificuldade no manejo do pos-operatorio imediato, associado a inexperiéncia na fase
inicial desta pesquisa. Como estavam em fase inicial de seguimento, foram
substituidos por outros sem perda nas analises estatisticas. Houve ainda a perda de
dois animais por causas desconhecidas, nos grupos de PVAc 30 dias e trisacryl 90

dias, os quais ndo foram substituidos.
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4.11 - Estudo histopatologico

O estudo histopatologico foi realizado no Laboratorio de Investigagdo de
Fisiopatologia Renal (LIM — 16) da FMUSP com microscopia optica convencional.
Fragmentos com cerca de 1,0 x 1,0 cm obtidos do rim embolizado e do contralateral,
fixados em formol a 10%, foram desidratados em concentragdes crescentes de alcool
etilico, diafanizados em xilol e emblocados em parafina. Realizados cortes de 4pum
de espessura e submetidos as técnicas de coloragao pelos métodos de hematoxilina-
eosina (HE) e tricromico de Masson. As amostras foram correlacionadas com o
numero de dias apos embolizacdo em todos os grupos - Trisacryl (T), PVAc (P) e
Grupo Sham — e avaliadas e classificadas de grau I a III, quanto ao grau de oclusao

da luz vascular, necrose da parede vascular e recanalizacao da luz vascular.

Avaliagao quanto ao grau de oclusao da luz vascular:
GRAU I - particulas raras, pouco ocluindo a luz vascular;
GRAU II - particulas mais numerosas, agregadas entre si e a parede vascular,
ocluindo parcialmente a luz;
GRAU III - particulas numerosas, agregadas entre si € a parede vascular ¢ oclusdao

total da luz.

Avaliagdo quanto a necrose da parede vascular:
GRAU I - lesdo de até 25% da parede dos vasos analisados;
GRAU I - lesao de até 50% da parede dos vasos analisados;

GRAU III - lesao de mais de 50% da parede dos vasos analisados.
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Avaliagdo quanto a recanalizagdo da luz vascular:
GRAU I ou DISCRETA - presenca de poucas lacunas, de pequeno calibre;
GRAUII  ou MODERADA - presenca de lacunas mais numerosas e/ou de maior
calibre;
GRAUII  ou INTENSA - presenca de lacunas numerosas, de maior calibre e com

c¢lulas sanguineas na luz vascular.

A necrose isquémica do parénquima foi avaliada porcentualmente em relagao
ao parénquima normal e correlacionada com o nimero de dias apdés embolizagcdo

com trisacryl ou PVAc.

4.12 — Anaélise estatistica

Foi utilizado um teste nao-paramétrico: teste de Krukal-Wallis para
comparagdo entre varidveis quantitativas com auxilio do software SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences), Versao 8.0, Illinois, Chicago, EUA, 1997, para

analise dos dados. Significancia estatistica foi aceita para P < 0,05.

4.13 — Aprovacio da Comissio de Etica para analise de projetos de pesquisas

Este trabalho foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA PARA ANALISE
DE PROJETOS DE PESQUISA (CAPPesq) da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo. Foram seguidas as orientagcdes de protecdo aos animais
do Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo,

bem como as leis nacionais para uso de animais em laboratdrios.



5 - RESULTADOS
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5.1 - Analise Macroscépica renal

O estudo macroscopico dos rins embolizados mostrava, no grupo de 48 horas,
palidez da superficie cortical subcapsular e ao corte, discreto apagamento dos limites
cortico-medulares, associado a leve hiperemia da medular (fig 10). Tais alteracdes
acentuaram-se proporcionalmente nos rins com cinco ¢ dez dias de embolizados,
com palidez da medular, até a completa perda dos limites cortico-medulares, quando

comparados ao rins contralaterais utilizados como controle.

(A) (=)

Figura 10 — Macroscopia de rins no grupo de 48 horas, (A) PVAc e (B) Controle,
evidenciando discreto apagamento dos limites coértico-medulares,
associado a leve hiperemia da medular do rim A (PVAc)
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Os rins com 30 dias apds embolizacao, mostraram diminuigao significativa do
volume, mais acentuado nos animais submetidos a embolizacdo com as particulas de
PVAc (Fig 11). Os rins embolizados com trisacryl tiveram a superficie cortical
externa e a superficie de corte com aspecto semelhante ao observado com 10 dias de
embolizagdo. Porém, nos rins embolizados com PVAc, a cortical externa mostrava
depressoes cicatriciais € a capsula renal espessada e aderida. Ao corte notavam-se
areas homogéneas de aspecto cartilaginoso e outras serpiginosas amarelas, que se
intensificaram nos rins de 90 dias embolizados por PVAc (Fig 12). Havia importante

reducao volumétrica do rim embolizado ¢ areas de calcificagdes.

Os rins dos animais do grupo Sham, ndo demonstraram modificagdes entre os

rins embolizados e os contralaterais.
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Figura 11 -

(A) ®)

Macroscopia de rins embolizados e contralaterais no grupo de 30 dias
(A) trisacryl e (B) PVAc, demonstrando diminui¢do significativa do
volume nos rins embolizados, mais acentuado nos animais submetidos
a embolizagdo com as particulas de PVAc

Figura 12 —

A (=)

Fotografia macroscépica do rim direito embolizado (A) e contra-
lateral (B) imediatamente apos o sacrificio do animal (grupo de 90
dias apds embolizacio - PVAc). Sdo observadas depressoes
cicatriciais com importante redu¢do volumétrica do rim embolizado

(A).
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5.2 - Estudo histopatoldgico

O estudo histolégico do grupo de coelhos apos 48 horas da embolizagao
mostrou, quanto ao comportamento das particulas, que as do grupo de trisacryl (T)
parecem ser flexiveis, exibindo com frequéncia um aspecto deformado (Fig 13). Ja as
particulas do grupo PVAc (P) apresentam um contorno esférico mais estavel
(Fig 14), ao manter contato direto com a parede vascular e circundadas por maior
reacdo inflamatoria, o que resultou em maior oclusdo da luz vascular (p=0,1179).
Este fato pode ser observado também nos demais grupos e nota-se um aumento
progressivo da taxa de oclusdo nos grupos de cinco dias (p=0,0068) e dez dias

(p=0,0037) (Tabela 2).
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Figura 13 — Particulas de trisacryl deformadas e deixando espagos no interior do
vaso. Coloracao HE
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Figura 14 — Particulas de PVAc mantendo a forma e ocupando todos os espagos
no interior do vaso. Coloragao HE

Tabela2 -  Oclusdo da luz vascular correlacionada com o numero de dias apos
embolizacdo com trisacryl (T) ou PVAc (P)

OCLUSAO DA LUZ VASCULAR

48h 5D 10D 30D
GRAU T P T P T P T P
(n=6) (=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)  (n=5)
I 2 1 3 0 4 0 0 0
II 4 2 2 0 2 1 6 0
1 0 3 1 6 0 5 0 5
Valor-p
(Kruskal- p=0,1179 p=0,0068 p=0,0037 nao se aplica.

Wallis
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Em ambos os grupos, as particulas concentram-se com predomindncia nas
artérias interlobares e arqueadas. Algumas particulas puderam ser observadas em

artérias de menor calibre (interlobulares), principalmente no grupo trisacryl.

Nos dois grupos, houve lesdes necrotizantes na parede dos vasos obstruidos.
Essas lesdes puderam ser observadas apos 48 horas da embolizacdo (p=0,027) e
foram mais extensas no grupo de coelhos embolizados com particulas PVAc. Apds
dez dias, apenas os rins que receberam particulas PVAc ainda apresentaram necrose

de parede vascular (Tabela 3) (Fig 15).

Tabela3-  Necrose da parede vascular correlacionada ao ntimero de dias apos
emboliza¢do com trisacryl (T) ou PVAc (P)

NECROSE DA PAREDE VASCULAR

48H 5D 10D
GRAU T P T P T P
m=6)  (@=6)  (@=6)  (@=6)  (n=6)  (n=6)

I 5 1 0 0 0 3

11 1 5 4 2 0 2

111 0 0 2 4 0 1
Valor-p

(Kruskal- p=0,027 p=0,2689 ndo se aplica

Wallis)
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Trisacryl PVAc

Figura 15— Cinco dias apds embolizagdo com trisacryl ¢ PVAc observa-se
necrose mais intensa da parede vascular embolizada com PVAc,
caracterizada por desorganizacao tecidual e infiltrado inflamatorio.

Dez dias ap6s a embolizacdo, todos os rins do grupo T apresentaram
moderada (Grau II) ou intensa (Grau III) recanaliza¢do dos vasos obstruidos. Os rins
do grupo P, no mesmo periodo, ndo apresentaram nenhum grau de recanalizagdo em
mais da metade dos rins estudados (p=0,32). Nos dois rins em que esteve presente, a
recanalizagdo foi discreta. Apos trinta dias, ainda se observou predominio de
recanaliza¢do vascular nos coelhos embolizados com particulas trisacryl (p=0,4073)
(Fig 16 e 17). Noventa dias depois da embolizagdo, a recanalizagdo pode ser
observada nos vasos renais de ambos os grupos (p=0,2352), sem diferengas

significativas (Tabela 4).
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Tabela4 -  Recanalizagdo da luz vascular correlacionada ao nimero de dias apos
emboliza¢ao com trisacryl (T) ou PVAc (P)

RECANALIZACAO DA LUZ VASCULAR

10D 30D 90D

T P T P T P

GRAU
(n=6) (n=6) (n=6) (n=5) (n=5) (n=06)

0 0 4 0 1 0 0

I 0 2 0 3 0 2

I 3 0 2 1 3 2

1 3 0 4 0 2 2
Valor-p

(Kruskal- p=0,32 p=0,4073 p=0,2352

Wallis)

Figura 16 — Particulas de trisacryl trinta dias ap6s embolizag@o evidenciando areas
de recanalizagdo (lacunas) da luz vascular e fibrose discreta.
Coloragao tricromio de Masson
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Recanalizagao

Figura 17 — Particulas de PVAc trinta dias apds emboliza¢do: nota-se intensa
fibrose e discreta recanalizagdo (lacuna). Coloragdo tricrdmio de
Masson

Quanto ao parénquima renal, 48 horas ap6s a embolizagdo com as particulas,
houve isquemia e infarto (necrose isquémica) em praticamente toda a extensdo do

rim nos coelhos dos dois grupos (T e P).

Nos grupos sacrificados posteriormente, observaram-se lesdes de isquemia e
infarto em areas maiores nos coelhos do grupo P, principalmente apds trinta dias da

embolizacdo (tabela 5).
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Tabela5-  Porcentagem média de parénquima necrosado correlacionado com o
numero de dias apos embolizagao com trisacryl (T) ou PVAc (P)

PARENQUIMA NECROSADO (%)

T P
48H 100 99,2
5D 91,7 97,1
10D 76,7 93,3
30D 57,5 87,0
90D 81,0 70,8

Apbs noventa dias, todos os rins apresentaram aspectos semelhantes,

caracterizados por fibrose generalizada e focos de calcificagao distrofica.

Os rins dos animais do grupo Sham nao demonstram modifica¢des entre os

rins embolizados e os contralaterais.



6 - DISCUSSAO
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O estudo que realizamos permitiu a criagdo de um modelo experimental em
um animal pequeno (coelho) e com sobrevivéncia a longo prazo, obtendo-se o acesso
arterial para pesquisas que envolvem o sistema vascular. Para isto, foi necessario um
técnico com treinamento em microcirurgia e adaptagao de instrumental adequado. O
rim foi escolhido por ter sido usado historicamente como 6rgao alvo para avaliagao
de novos agentes de embolizacao (Peregrim et al., 1984; Link et al., 1996; Sugawara
et al., 1993; Kwak et al., 2005) e por ser de vascularizagdo terminal e de
apresentacao bilateral, o que favoreceu o estudo comparativo entre o rim embolizado
e o contra-lateral, e ainda a manutengdo das fungdes vitais para a preservagao do

animal vivo durante o tempo necessario para as observacoes desejadas.

O estudo do mecanismo de agdo dos agentes embdlicos disponiveis € o
desenvolvimento de outros sdo as preocupacdes de diversas linhas de pesquisa
internacionais para otimizar o sucesso terap€utico (Siskin et al., 2003). Entre as
diversas substancias utilizadas, as particulas de PVA sdo os agentes embolicos mais
usados, com biocompatibilidade, eficacia e relativa permanéncia bem documentadas
(Tadavarthy et al., 1975; Derdeyn et al., 1997). As particulas de PVA sao particulas
inertes que apresentam boa biocompatibilidade, elasticidade e resisténcia quimica a

acidos, bases e detergentes (Tadavasrthy et al., 1975; Castaneda-Zuniga et al., 1978).

Por ndo serem biodegradaveis, as particulas de PVA sdo utilizadas como
material de embolizagdo permanente ¢ de acordo com Davidson e Terbrugge (1995),
a fragmentacdo das particulas de PVA ndo ¢ observada em tecidos obtidos de

malformagdes arteriovenosas oito anos apds serem embolizadas, o que confirma que
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este material ¢ quimicamente inerte. Outros pesquisadores, entretanto, relatam que as
particulas de PV A nao sao regularmente observadas apds embolizacao possivelmente
devido a migracao distal (Germano et al., 1992; White et al., 1997). Isto leva a
acreditar que as particulas de PVA nao esférico, atualmente disponiveis no mercado,
sdo suscetiveis a degradacao ao longo do tempo (biodegradabilidade), facilitando o

que facilita a futura recanalizagdo do leito vascular tratado (Jack et al., 1985).

O grau de penetragao das particulas de PVA nao esférico dentro do sistema
vascular pode ser afetado por muitos fatores. Derdeyn et al., (1995) descrevem que o
tamanho anunciado de uma particula de PVA ¢ primariamente em funcao do seu eixo
intermediario, o qual ¢ responsavel pela habilidade da particula atravessar os
orificios quadrados da peneira responsavel pela separacao da particula de PVA nao
esférico por tamanhos, o que leva a ndo existir uma perfeita calibragao destas
particulas, apresentado tamanhos variados na amostra, além de apresentarem
aumento do calibre quando em meio de contraste em comparagao ao estado seco. Ou
quando o diametro do vaso € pequeno para o diametro intermediario da particula ela
se acunha no vaso, levando a oclusdo e trombose as vezes proximais, o que favorece

a recanalizacdo e a abertura de colaterais (Pelage et al., 2002).

Nos procedimentos de embolizagdo com particulas nao esféricas e irregulares,
devido a auséncia de calibragdo dessas particulas, pode haver dificuldade em atingir
o alvo (Jack et al., 1985), além do risco de embolizacdo involuntiria de artérias
pequenas e terminais por particulas pequenas (Lasjaunias 1980; Handa et al., 1980;
Repa et al., 1989), bem como riscos de oclusdo do microcateter ou proximal do vaso

por particulas de grande tamanho ou aglomerados (Derdeyn et al., 1995 ¢ 1997).



Discussdo 44

Com o intuito de contornar as caracteristicas fisicas inerentes as particulas de
PVA nao esférico comercialmente disponiveis, formas diferentes de uso sdo
experimentadas e varias substancias sdo criadas e testadas (Dion et al., 1986;

Derdeyn et al., 1995 e 1997; Laurent et al., 1996; Siskin et al., 2003).

A forma irregular das particulas de PVA ndo esférico parece ser a causa da
agregacao e aglutinagdo das mesmas e, por este motivo, foram desenvolvidos agentes
esféricos, dos quais o trisacryl ¢ o mais utilizado e conhecido na literatura. Os
agentes esféricos podem ndo ser associados com as caracteristicas fisicas das
particulas floculares (Laurent et al., 1996; Pelage et al., 2000; Bendszus et al., 2000,

Yamamoto et al., 2006).

As microesferas de trisacryl apresentam caracteristicas desejaveis, sao
esféricas, de material ndo absorvivel, calibradas, deforméveis e nao se agregam
(Laurent et al., 1996; Derdeyn et al., 1997). Por causa destas caracteristicas, as
microesferas de trisacryl penetram mais distal na rede vascular e sdo mais efetivas
(Derdeyn et al., 1997) que as particulas de PVA nao esféricas em embolizagdes pré-
operatorias (Bendszus et al., 2000). Segundo Derdeyn et al., 1997 e Bendszus et al.,
2000, o tamanho uniforme e a forma esférica do trisacryl, o possibilita penetrar

profundamente nos vasos, sem atravessar os capilares.

Derdeyn et al. (1997), em estudo experimental comparativo entre as
particulas de PVA ndo esférico e as particulas microesféricas revestidas com
colageno de mesmo tamanho (trisacryl), observam diferenca significativa no grau de
penetragdo das particulas. Enquanto as particulas de PVA ndo esférico

frequentemente se agregavam na artéria faringea ascendente de porcos, as particulas
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microesféricas atingiam e ultrapassavam a microcirculacdao. Estes autores atribuem
esta diferenca, as caracteristicas das particulas microesféricas que apresentam
superficie lisa e hidrofilica, deformavel e ndo se agregam. Referem ainda que estas
caracteristicas sejam responsaveis pela facilidade na injecdo das particulas
microesféricas, pela auséncia de acaimulo central e oclusao do cateter. Entretanto, em
lesdes com evidéncias de comunicagdo arteriovenosa, pode ocorrer passagem de
particulas microesféricas através da lesdo e promover embolizagdo pulmonar

(Derdeyn et al., 1997).

Laurent et al. (2006), comparam a utilizagdo de trisacryl e PVA esférico,
avaliando a localizacao histologica das particulas, sendo que as particulas de PVA

esférico estdo localizadas mais distalmente que as particulas de trisacryl.

Beaujeux et al. (1996) notam que as particulas microesféricas devem ser
utilizadas em tamanhos maiores que o previsto para se ocluir completamente um
vaso durante uma embolizacdo e atribuem esta necessidade ao fato que a escolha
inicial por um determinado tamanho de particula era baseado na experiéncia da
equipe médica com as particulas de PVA nao esférico, sendo também relatado por

Pelage et al. (2002) e Siskin et al. (2003).

Particulas calibradas esféricas, como as de trisacryl, penetram em vasos de
menor calibre mais facilmente que as particulas de PVA nao esférico, mas apesar
disto Pelage et al. (2002) observam que particulas pequenas de trisacryl sdo
associadas com menor grau de necrose que as de mesmo tamanho de PVA, mas que
as particulas de trisacryl sdo mais efetivas em oclusdo distal e com alvo definido.

Este fato também ¢ relatado por Yamamoto et al. (2006), que demonstram que as



Discussdo 46

particulas de PVA ndo esférico agregam em vasos maiores que o tamanho da
particula individual, enquanto o trisacryl nao agrega e oclui vasos do mesmo calibre
que as particulas individuais. Nao se nota fluxo periférico a regido embolizada com
trisacryl, ao contrario do que ocorre nas emboliza¢des realizadas com PVA nao

esférico.

Andrews e Binkert (2003) observam, em modelos renais de suinos, que a
emboliza¢do com trisacryl leva a reducdo mais rapida no fluxo arterial que o PVA

ndo esférico.

Wakhloo et al., (1993), relatam que pequenas particulas (50-150 pum) sao
mais efetivas em desvascularizagdo pré-operatdria de meningeomas que as particulas
maiores (150-300 um) e que este efeito ¢ devido & penetragdo mais distal das
pequenas particulas. Entretanto, outros autores reportam a ocorréncia de paralisia
facial apds embolizagdo da artéria cardtida externa com particulas pequenas e
atribuem a passagem das pequenas particulas através de anastomoses entre a artéria
carotida externa e a artéria cardtida interna (Handa et al., 1980; Lasjaunias 1980), ou
pela oclusdo da “vasa nervorum” do nervo craniano (Lasjaunias 1981), o que parece

mais provavel.

Existe uma correlagdo direta entre o tamanho das particulas de trisacryl
utilizadas na embolizagdo e o didmetro do vaso a ser ocluido (Laurent et al., 2004).
Esta correlagdo confirma a possibilidade que os vasos podem ser ocluidos
precisamente dependendo da necessidade, para isto ¢ necessaria a utilizagdo de

particulas calibradas de tamanho e formas exatas.
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A faléncia da desvascularizacdo total dos tumores pode afetar a resposta
clinica de longo prazo e pode levar a aumento na taxa de recorréncia das lesdes
(Marret et al., 2003). H4 uma variedade de razdes para falha nas embolizacodes,
incluindo espasmo arterial ou restrigdo do fluxo, aglomeragdo proximal das
particulas e embolizagdo insuficiente (insuficiente nimero ou volume de particulas
utilizadas) (Marret et al., 2003). Aglomeragdo de particulas ndo esféricas pode levar
a obstrucao do microcateter € a oclusdo arterial em nivel ndo controlado (Barr et al.,

1998).

Embolizagdes arteriais distais apresentam um alto indice de necrose tecidual
pois reduzem a possibilidade de reconstituicao de colaterais no territério vascular
ocluido, o que ¢ desejavel na terapia de tumores e malformacdes arteriovenosas

(Choe et al., 1997).

O sucesso das particulas de PVA, associado ao beneficio da configuragao
esférica, levou ao desenvolvimento de agentes de embolizacao esféricos constituidos

de PVA, ou seja, PVA esférico.

Siskim et al. (2003) relatam em avaliagdo histologica que as particulas de
PVA esféricas se concentram em artérias segmentares do hilo renal e artérias
arqueadas, e que em varios cortes raras particulas de PVA esférico sdo vistas em
pequenos ramos interlobulares no cortex, enquanto as particulas de PVA nao esférico
e trisacryl também se concentram em ramos segmentares € em artérias arqueadas,
mas nenhum material embdlico € visto em ramos corticais. Estes achados confirmam
a tendéncia das particulas ndo esféricas de se agregarem e das particulas esféricas por

oclusdes distais em pequenos vasos e suportam a pratica clinica de uso de agentes



Discussdo 48

esféricos em tamanhos maiores que os anteriormente utilizados em aplicacdes

similares com particulas ndo esféricas (Siskim et al., 2003).

Siskin et al. (2008) comparam o grau de infarto em leiomioma apos
emboliza¢dao com trisacryl e PVA esférico, e relatam maior grau de infarto tumoral

no grupo tratado com trisacryl.

Os ensaios realizados na COPPE/UFRIJ permitiram a confec¢ao de um agente
embolico inerte, composto de uma fina superficie de PVA e um nucleo de PVAc,
com morfologia esférica, nao hidrossolivel e consequentemente mais resistente a
biodegradacao e com apresentacdoes em variados tamanhos. As particulas de PVAc
foram uniformemente esféricas e com superficies lisas em todas as amostras
avaliadas e nos diferentes didmetros produzidos (Peixoto et al., 2006). Devido a estas
caracteristicas, as particulas de PVAc nao entupiram nenhum cateter durante o
experimento e subjetivamente as particulas de PVAc nao apresentaram diferenca no

modo como foram injetados em comparagdo ao grupo de particulas de trisacryl.

Neste estudo, as particulas (PVAc e trisacryl) concentraram-se
predominantemente nas artérias interlobares e arqueadas. Algumas particulas
puderam ser observadas em artérias de menor calibre (interlobulares), principalmente

no grupo trisacryl.

Os efeitos histologicos do PVA em embolizagdo sdo descritos por varios
autores, que descrevem reagdes inflamatorias e de corpo estranho com necrose da
parede vascular e trombose (Castaneda-Zuniga et al., 1978; Germano et al., 1992;
Link et al., 1996). A angionecrose tende a ser localizada nos locais onde as particulas

fazem contato com a parede vascular e pode ser atribuida a resposta inflamatdria
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perivascular (Tomashefski et al., 1988; Link et al., 1996), o que leva a acreditar que a
melhor resposta inflamatoria no grupo PVAc ocorreu devido a melhor adaptagao

entre estas € o vaso, com maior contato com a parede vascular.

Mendes et al. (2005) analisam comparativamente particulas de PVA e de
PVAc, em estudo realizado na UFRIJ, e sugerem que a particula de PVAc ¢ um
agente embolico efetivo, de facil utilizagdo e alcanca segmentos arteriais mais distais
que as particulas de PVA ndo esférico, o que levou a maior reacdo inflamatoria,
fibrose e redugdo significativa do volume do o6rgdo. Neste trabalho, o autor
acompanhou os animais por periodo ndo superior a 30 dias, ndo sendo possivel
avaliar a recanalizagdo a longo prazo e utilizou como comparagdo ao PVAc,
particulas floculares (PVA nao esférico), que apresentam propriedades diferentes das
esféricas, com menor capacidade de penetracdo. O nosso estudo visou comparar o
PV Ac com outro material esférico (trisacryl), com caracteristicas fisicas semelhantes

e menor probabilidade de apresentar resultados discordantes.

Gaudencio et al. (2008) publicam o primeiro uso do PVAc em humanos,
utilizando o PVAc em emboliza¢do pré-operatoria em trés pacientes portadores de
neoplasia renal, o que ocasionou acentuada isquemia em todo o tecido tumoral
facilitando o procedimento cirargico. Além disso, as particulas mostram ser efetivas

e de simples utilizagao.

A duragdo da oclusdo vascular ¢é variavel e esta relacionada a organizagdo do
trombo e resolugdo do processo inflamatorio (Tomashefski et al., 1988), sendo a
recanalizagdo atribuida a reabsor¢do do trombo, angiogénese (Germano et al., 1992)

e a abertura de anastomoses intratumorais (Bendszus et al., 2000). Siskin et al.
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(2003), relatam que em rins embolizados com PVA nao esférico, a percentagem de
trombos nas oclusdoes aumentam de 11 a 62% em 28 dias, em rins embolizados com
agentes esféricos a oclusdo consiste exclusivamente ou predominantemente de

agentes embolicos.

Neste estudo, ambos os grupos (T e P) mostraram-se efetivos ao promover
isquemia dos rins embolizados, evoluindo para fibrose do o6rgao e reducao do
diametro longitudinal. As particulas de trisacryl pareceram mais flexiveis e exibiram
frequentemente um aspecto deformado, enquanto as particulas de PVAc mostraram-
se mais estaveis com preservacao da sua forma. As embolizagdes renais com PVAc
promoveram maior oclusao da luz vascular, observado em todos os grupos (com
diferenga significativa nos grupos de cinco e dez dias pos-embolizagdo em favor do
PVAc). Este fato levou a lesdes necrotizantes nas paredes destes vasos, as quais
puderam ser observadas at¢ em fase precoce (48 horas — diferenca significante),

sendo mais extensas neste grupo que no embolizado por trisacryl.

Outro fato observado foi a recanalizacao dos vasos ocluidos embolizados com
trisacryl, a qual ja estava presente, em grande nimero, nos rins do grupo de 10 dias
ap6s embolizagdo. Os animais do grupo PVAc, no mesmo periodo, ndo apresentaram
nenhum grau de recanalizacdo em mais da metade dos coelhos estudados. Mesmo
apos trinta dias, ainda havia predominio da recanalizacdo vascular nos coelhos
embolizados com particulas trisacryl, o que levou a supor que a recanalizagdo mais
intensa ocorrida no grupo trisacryl seja por causa da maior porcentagem de
parénquima preservado deste grupo, apesar de ndo se ter demonstrado diferencga

estatistica significante.
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Em ambos os grupos, os agentes (trisacryl e PVAc) foram efetivos ao
promover grande isquemia dos rins, com subsequentes fases inflamatdrias aguda e
cronica, evoluindo posteriormente para fibrose do oOrgdo. Ressalva-se uma
observagdao de que as particulas quando ndo promovem oclusdao e nao mantém
contacto com a superficie endotelial, também ndo promovem reagao inflamatoria, ou

seja, sao inertes.

Na avaliagdo histologica, observou-se que as particulas de PVAc
apresentaram melhor adaptagdo entre elas e o vaso, o que diminui os espagos para
serem preenchidos por sangue, sendo entdo, a quantidade de sangue nos espagos em

pequena quantidade, ndo suficiente para favorecer a recanalizagdo do vaso.

A reagdo inflamatodria promovida com a oclusdo do vaso pelas particulas de
PV Ac ocorreu em vasos mais distais e foi mais intensa do que com as particulas de
trisacryl, promovendo crescimento celular para dentro da luz do vaso, com

consequente fibrose deste, o que dificulta qualquer chance de recanalizagao do vaso.

Os dados experimentais, obtidos com este estudo, sugeriram que o PVAc seja
um agente embdlico efetivo, de facil uso por meio de cateteres, com caracteristicas
esféricas que evitam a aglutinacdo das particulas, alcangando segmentos arteriais
distais e com isto promove oclusdo vascular, levando a isquemia e fibrose mais

intensas e redugdo importante de volume do 6rgao embolizado.
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6.1 — Consideracoes finais

O material em questdo - PVAc - foi analisado quanto a citotoxicidade,
pirogenicidade, toxicidade e potencial cancerigeno, e foi aprovado pela UFRJ para
encaminhamento a Comissdo de Etica. No Hospital das Clinicas da FMUSP foi
obtida a autorizacdo para uso em humanos apos analise dos referidos testes e do
trabalho experimental ora relatado. Foi permitido assim que se desenvolva no Pais
um produto para radiologia intervencionista com patente totalmente nacional. Ja
foram iniciados os testes em humanos (Gaudencio et al., 2008), o que permite, em

um futuro breve, a sua distribui¢do e uso em larga escala.



7 - CONCLUSOES



Conclusoes 54

As particulas de PVAc apresentaram maior grau de penetragdo vascular, com
oclusdo de vasos mais distais e de forma mais intensa do que as particulas de

trisacryl.

Ambos os agentes (trisacryl e PVAc), individualmente, mostraram-se efetivos
ao promover lesdo necrotizante da parede dos vasos ocluidos e isquemia dos rins

embolizados, que evoluiu para fibrose do 6rgao e reducdo do didmetro longitudinal.

O grupo embolizado com particulas de PVAc apresentou taxa de
recanalizagdo menor que o grupo embolizado com trisacryl, apesar de ndo se ter

demonstrado diferenga estatistica significante.
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Anexo A - Aprovagio do projeto de pesquisa pela Comissdo de Etica para Analise de
Projetos de Pesquisa — CAPPesq do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo.

DIRETORIA CLINICA

Comissto de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de

Projetos de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em
sessdo de 18.02.04, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n° 041/04,
intitulado: “Estudo Comparativo dos Efeitos da Embolizacdo Renal
com Particulas de Trisacryl (Embosferas®) e de Polivilnil Acetato
Recoberto com Polivinil Alcool” apresentado pelo Departamento de

RADIOLOGIA.

Pesquisador(a) Responsdvel: Prof. Dr. José Guilherme Mendes Pereira
Caldas

CAPPesq, 18 de Fevereiro de 2004.

AN
PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO

Presidente da Comissdo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

OBSERVACAQ: Cabe ao pesquisador elaborar e apresemtar d CAPPesq, os relardrios
parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Consetho Nacional de
Saiide n® 196, de 10.10.1996, inciso IX.2, letra ‘c”)
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Anexo B — Tabelas do estudo histopatologico.
COELHOS (48HS)
TRISACRYL PVAC
COELHO | OCLUSAO | NECROSE | COELHO | OCLUSAO | NECROSE
9 + + 63 +++ ++
41 ++ + 64 ++ ++
42 ++ ++ 65 +++ ++
43 ++ + 66 ++ ++
44 ++ + 67 + +
39 + + 69 e ++
COELHOS (5D)
TRISACRYL PVAc
COELHO | OCLUSAO | NECROSE | COELHO | OCLUSAO | NECROSE
2 +++ ++ 57 +++ +++
4 ++ ++ 59 +++ ++
5 + +++ 60 +++ +++
6 + ++ 61 +++ +++
36 ++ ++ 62 —tt e
38 + +++ 58 +++ ++
COELHOS (10D)
TRISACRYL PVAc
COELHO | OCLUSAO | NECR | REVASC | COELHO | OCLUSAO | NECR | REVASC
25 + - —t 70 e + 0
27 ++ - +++ 72 +++ ++ 0
28 + - ++ 73 +++ + +
29 + - ++ 46 -+ + 0
37 + - —+ 47 e ++ 0
40 ++ - +++ 48 ++ + +
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COELHOS (30D)
TRISACRYL PVAC
COELHO | OCLUSAO | REVASC | COELHO | OCLUSAO | REVASC
11 ++ ot 51 ot 0
12 ++ +++ 52 +++ ++
19 ++ -+ 53 +++ +
20 ++ ++ 55 +++ +
21 ++ -+ 56 -+ +
22 ++ ++ - - -
COELHOS (90D)
TRISACRYL PVAC
COELHO REVASC COELHO REVASC
13 ++ 32 +
14 -+ 33 ++
15 +++ 34 -+

17

o

35

Tt

18

o

30

31

++
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PARENQUIMA RENAL PRESERVADO (48HS)

TRISACRYL PVAC
COELHO | CORTICAL | MEDULAR | COELHO | CORTICAL | MEDULAR
9 0 0 63 0 0
39 0 0 64 0 0
41 0 0 65 0 0
42 0 0 66 0 0
43 0 0 67 0 10
44 0 0 69 0 0
PARENQUIMA RENAL PRESERVADO (5DIAS)
TRISACRYL PVAC
COELHO | CORTICAL | MEDULAR | COELHO |CORTICAL | MEDULAR
2 0 0 57 10 5
4 0 0 59 10 5
5 0 10 60 0 0
6 0 0 61 0 0
36 20 30 62 0 0
38 10 30 58 0 5
PARENQUIMA RENAL PRESERVADO (10DIAS)
TRISACRYL PVAC
COELHO | CORTICAL | MEDULAR | COELHO |CORTICAL | MEDULAR
27 10 10 70 10 10
25 50 60 72 10 10
28 10 10 73 10 10
29 10 10 46 0 0
40 10 20 47 10 10
37 30 50 48 0 0
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PARENQUIMA RENAL PRESERVADO (30DIAS)
TRISACRYL PVAC
COELHO | CORTICAL | MEDULAR | COELHO | CORTICAL | MEDULAR
12 30 50 51 10 10
11 10 10 52 10 10
19 30 90 53 10 10
20 30 50 55 30 20
21 30 70 56 10 10
22 20 90 - - -
PARENQUIMA RENAL PRESERVADO (90DIAS)
TRISACRYL PVAC
COELHO | CORTICAL | MEDULAR | COELHO | CORTICAL | MEDULAR
13 0 0 30 0 0
14 0 50 31 40 70
15 50 50 32 0 10
17 20 20 33 10 20
18 0 0 34 40 60
- - - 35 50 50
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Anexo C - Financiamento

O projeto de pesquisa foi financiando pela FAPESP — Fundagdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo, como auxilio a pesquisa, apenas para aquisi¢ao de
animais, medicamentos e insumos. Nao sendo remunerados os pesquisadores e

colaboradores.

As particulas de PVAc foram doadas pela COPPE que as confecciona.
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Anexo D — Registro da Patente

Pinto JC, Espinosa G, Niemeyer M, Silva FM, Nele M, Melo Jr PA. Processo de
Sintese de Poli (Alcool Vinilico) e/ou Poli (Acetato de Vinila) com Morfologia

Esférica e Estrutura Casca-Nucleo e seu Uso na Embolizacdo Vascular. Registrado

no INPI sob No P10404952-7, em Novembro de 2004.

Pinto JC, Espinosa G, Niemeyer M, Silva FM, Nele M, Melo Jr PA. Process for the
Synthesis of Poly (Vinyl Alcohol) and/or Poly (Vinyl Acetate) With Spherical

Morphology ans Shell and Nucleus Structure and Its Use in Vascular Embolization,

International patent PCT / WO 2006 / 050591 A2. 2006 May.
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