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Queiroz MVB. Ablacao percutanea do parénquima renal por radiofrequéncia:
estudo experimental sobre a temperatura ideal e o impacto de drogas
vasoativas [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo; 2010. 48p.

INTRODUGCAO: Os tumores renais pequenos e localizados sdo hoje
diagnosticados mais frequentemente gracas ao uso mais intenso dos
métodos de imagem, o que favorece técnicas de tratamento menos
traumaticas e igualmente eficazes. Dentre as técnicas minimamente
invasivas, uma alternativa atraente € a radiofrequéncia (RF) por ser eficiente,
de baixo custo e facil aplicacdo. OBJETIVO: Avaliar métodos de
aprimoramento da aplicacdo da RF para promover lesao celular renal de
forma mais eficiente, obtendo lesbes maiores, utilizando diferentes
temperaturas e, em seguida, administrar drogas vasoativas para comparar o
tamanho das lesdes. Objetivou-se avaliar também se ha remanescéncia de
células vidveis na area abrangida pela lesdo. MATERIAL E METODO: O
estudo foi realizado na Divisdo de Clinica Urologica do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo entre janeiro de
2005 e dezembro de 2008. Inicialmente, 16 caes (Grupo A) foram
submetidos a RF no parénquima renal com diferentes temperaturas: 80, 90 e
100 graus centigrados. Para comparar os resultados, foi analisado o
tamanho das lesdes nas diferentes temperaturas por medida da
profundidade e da largura, correlacionadas com a impedancia. Em seguida,
usando a temperatura de 90 °C, 14 caes foram submetidos a RF com
injecdo dos dois diferentes agentes vasoativos: como vasoconstritor, a
adrenalina (Grupo B), versus a prostaglandina E1 (Grupo C) como
vasodilatador. Apdés 14 dias, os animais foram submetidos a nefrectomia
para avaliagdo das lesdes e a sacrificio. RESULTADOS: Houve diferenca
estatisticamente significante na profundidade (p < 0,001) e largura (p <
0,001) da leséo entre as trés temperaturas (80, 90 e 100 °C), sendo que ha
um pico no tamanho das lesdes renais na temperatura de 90 °C. Foi
observada diferenca estatisticamente significante da impedéancia entre as
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trés temperaturas estudadas (p < 0,001), e se observou resultado mais
favoravel a 90 °C (menor impedancia) e similar entre as temperaturas de 80
e 100 °C. A segunda etapa do estudo demonstrou que o uso da
prostaglandina E1 resultou em lesdes significativamente mais profundas e
mais largas que o uso da adrenalina e também que a resisténcia tecidual foi
menor com a prostaglandina E1. CONCLUSOES: A temperatura de 90 °C foi
mais eficiente para provocar destruigcdo celular com a RF por produzir lesdes
mais extensas na largura e profundidade, quando comparada com as
temperaturas de 80° e 100 °C (p < 0,001). A impedancia também foi menor
com 90 °C (p < 0,001). Observou-se que as lesdes produzidas sem drogas
nao apresentaram diferenca significante comparado com o uso de
prostaglandina E1. Porém, o uso de adrenalina promoveu lesées menores (p
< 0,001) quando comparada com os dois outros grupos. Nao foram
observadas células viaveis na analise microscopica dentro dos limites

atingidos pela RF em ambos os experimentos.

Palavras-chave: Neoplasias. Rim. Ablagcédo por cateter de radiofrequencia.
Laparoscopia.
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Queiroz  MVB. Percutaneous ablation of renal parenchyma by
radiofrequency: experimental study on the ideal temperature and the impact
of vasoactive drugs [thesis]. Sado Paulo: Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo; 2010. 48p.

INTRODUCTION: Small, localized renal tumors are diagnosed more
frequently nowadays due to the more intense use of imaging methods, which
favor less traumatic but equally efficacious treatment techniques. Among the
minimally invasive techniques, an attractive alternative is that of
radiofrequency (RF), as it is efficient, and easily applicable. OBJECTIVE: To
assess methods for the improvement of the application of RF, for the more
efficient promotion of the renal cell lesion, to obtain larger lesions, making
use of various temperatures and then administering vasoactive drugs to
compare the size of the lesions produced, and also to assess the existence
of remaining viable cells in the area affected by the lesion. MATERIAL AND
METHOD: The study was undertaken at the Urological Clinical Division of the
Hospital das Clinicas of the Medical School of the University of Sdo Paulo,
between January 2005 and December 2008. Initially, 16 dogs (Group A)
underwent RF of the renal parenchyma at various temperatures: 80, 90 and
100 degrees centigrade. For the comparison of the results, the size of the
lesions at the various temperatures was analyzed by the measurement of
their depth and width, correlated with the impedance. Then, using a
temperature of 90 °C, 14 dogs were submitted to RF with an injection of one
of the two different vasoactive agents: adrenaline, vasoconstrictor (Group B),
versus with E1 prostaglandin, vasodilator (Group C). After 14 days, the
animals underwent nephrectomy for the assessment of the lesions, and then
were sacrificed. RESULTS: It was observed that, with the application of RF at
the temperatures of 80, 90 and 100 °C, there was a statistically significant
difference in the depth (p < 0.001) and width (p < 0.001) of the lesions as
between the three temperatures, with a peak in the size of the renal lesions
at 90 °C. A statistically significant difference in impedance was observed as
between the three temperatures studied (p < 0.001), the most favorable
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result occurring at 90 °C (least impedance) and similar ones occurring
between the temperatures of 80 and 100 °C. The second phase of the study
demonstrated that the use of the prostaglandin E1 gave rise to significantly
deeper and wider lesions than did the use of adrenaline and also that the
tissue resistance was less than with the prostaglandin E1. CONCLUSIONS:
It was observed that the temperature of 90°C was more efficient in provoking
cell destruction with RF as it produced more extensive lesions both in width
and depth than those at the temperatures of 80° and 100 °C (p < 0.001). The
impedance was also less at 90 °C (p < 0.001). It was observed that the
lesions produced without drugs presented no significant difference with the
use of prostaglandin. However, the use of adrenaline provoked smaller
lesions (p < 0.001) than did the other two (technical) groups. No viable cells
were observed by microscopic analysis within the limits attained by the RF, in
either of the experiments.

Key words: Tumors. Kidney. Catheter ablation, radiofrequency.
Laparoscopy.
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1 INTRODUGCAO

O tratamento do cancer renal
evoluiu desde a exérese total do rim acometido pelo tumor para exérese
somente do tumor, preservando a parte sadia do 6rgao (nefrectomia
parcial). Posteriormente, métodos minimamente invasivos, como a
nefrectomia parcial laparoscépica, permitiram tratar os pacientes de modo
menos doloroso e com recuperagcdo mais rapida e com resultados
oncolégicos semelhantes. As pesquisas na area de novos métodos de
tratamento ainda menos traumaticos (com menos dor e recuperagao mais
rapida) permitiram o desenvolvimento de técnicas como a crioterapia e a
radiofrequéncia (RF)."

A RF é utilizada na ablacido de
tecidos tumorais, com varios beneficios na comparagdo com a nefrectomia
parcial do rim: taxa de complicacdo diminuida, tempo menor de
recuperacao, auséncia de isquemia do 6rgao e possibilidade de tratamento
por puncao através da pele (percutdnea) sob anestesia local e sedacao. A
RF consegue provocar necrose nas areas onde € aplicada, eliminando as
células neoplasicas por meio da hipertermia provocada pela corrente elétrica
gerada pelo equipamento. Possiveis complicacdes ocorrem principalmente
no seio renal e na via excretora, e s&o: hidronefrose por obstrucéao

estendtica da juncdo ureteropiélica, obstrugdo ureteral por coagulos,



dilatacao de poélo superior, lesdo térmica da pelve renal, trombose venosa e
consequentes fistulas urinarias.*®'®
Se por um lado os estudos sobre
a nefrectomia parcial j& tém acompanhamentos de mais de 10 anos,
comprovando sua eficacia no tratamento do céncer, os trabalhos
investigativos sobre a ablagdo por RF se iniciaram mais recentemente.* A
média de sucesso no controle do cancer renal com RF aplicada a tumores
pequenos, com acompanhamento de mais de 19 meses, é superior a
95%.*” Ainda assim, seu poder de eliminar células tumorais sem deixar
remanescentes, ou seja, com ablacdo completa, verificada por exames
anatomopatologicos dos espécimes e sem recorréncia s6 pode ser
verificado em estudos clinicos de mais longo prazo.* Ainda ha controvérsia
quanto a sua eficiéncia no controle oncolégico de longo prazo em séries
clinicas, e encontra-se escasso material de pesquisa em animais para
avaliar a eficiéncia da radiofrequéncia sobre o tecido renal.*®
A acdo da RF ocorre por
aquecimento do tecido através da passagem de corrente elétrica, de tal
forma que promova destruicdo das células. Porém, a temperatura nao
pode ser demasiadamente elevada porque o tecido excessivamente
carbonizado cria uma barreira de gas que obstrui a passagem da energia e
limita a area de destruicdo celular aumentando a impedancia tecidual
(resisténcia tecidual a transferéncia de corrente) e, consequentemente,

reduzindo a eficiéncia da RF."®' Apesar de a maioria dos protocolos

utilizarem a temperatura de 105 °C por repetidos ciclos, a relacao



temperatura/tempo para efetiva destruicao celular e sua extensdo ainda
nao estdo padronizadas.?°

A RF seca é realizada com a
introducdo da agulha na lesdo e acionamento do aparelho. Partindo-se do
principio de que a condutividade elétrica aumenta na presenca de meio
liquido, os pesquisadores passaram a introduzir soro fisiolégico no momento
do acionamento da RF, criando a modalidade “Umida” da ablagdo, com
aumento da &rea de destruicdo celular, inicialmente em estudos no figado®’
e depois no rim.” Se o objetivo é aumentar a area de necrose tecidual,
resultando na auséncia de células neoplasicas viaveis, a RF “Umida” torna-
se um campo promissor de investigacdo e inspira a verificagdo do efeito
com o uso de substancias com diferentes propriedades bioldgicas. Ja foram
utilizados soro fisiolégico hipertbnico, acido acético a 50% e etanol, com o
objetivo de diminuir a impedancia tecidual no local da ablagéo.”

Dois estudos utilizaram
substancias vasoativas por via sistémica para reduzir a velocidade do fluxo
sanguineo e o aporte de nutrientes para o tumor. Os trabalhos utilizaram
modelos tumorais VX2 em coelhos, ratos e camundongos e os estudos
demonstraram que é possivel aumentar as areas de destruigcdo tumoral por
RF. No primeiro trabalho, publicado em 2004, os autores utilizaram ultra-
som por Doppler para medir o fluxo sanguineo para o tumor antes e apés a
injecao de tribxido de arsénico, halotano ou epinefrina. Quando verificada a
reducao do fluxo, era aplicada a RF. O aumento da destruicdo tumoral foi

observado somente com triébxido de arsénico e halotano, € ndo com



epinefrina.?? No segundo trabalho, de 2008, realizado no mesmo centro da
Harvard Medical School, foi utilizado o mesmo modelo tumoral e somente o
quimioterapico trioxido de arsénico. O Doppler mostrou que o fluxo
sanguineo para o tumor também se reduziu significativamente com o uso da
droga. Os autores explicam que o resfriamento do tecido provocado pela
reducao do fluxo tornou-o mais susceptivel a necrose por coagulacédo. O
didmetro da area de necrose de coagulacao foi maior nos tumores tratados
com arsénico e RF do que naqueles tratados com RF exclusiva. O
mecanismo pelo qual essa droga diminui a perfusdo, no entanto, ndo foi
ainda explicado, de acordo com os autores.?

Além da reducdo da impedancia
verificada pelo uso das substancias liquidas,” drogas vasoconstritoras ou
vasodilatadoras poderiam, teoricamente, aprimorar os resultados da ablacao
umida ao permitir, além da reducao da resisténcia tecidual, um concomitante
aumento da temperatura local, contribuindo para a morte celular. Porém, na
literatura, ainda nao foi descrita a melhor temperatura in vivo para ablacéo do
parénquima renal, levando-se em consideracdo a impedancia do 6rgao. Além
disso, na literatura ndo ha referencias de estudos com o uso de drogas que
ajam no fluxo de sangue aplicados diretamente nos tecidos tratados.

O fluxo de sangue continuo na
area submetida a ablacao por RF cria um mecanismo de troca de calor com
a area exposta, esse fendmeno é denominado de drenagem de calor (heat

sink).?* Por esse mecanismo, os vasos tangenciais a ablagdo poderiam



“drenar” calor da regiao e diminuir a area de necrose, ocasionando a
ablacao incompleta da lesao tumoral.

As hipoteses deste estudo foram:
1) que haveria diferenca entre as temperaturas de 80, 90 e 100 °C na
ablacao por RF no que diz respeito a extensao das lesbes, e que assim se
poderia identificar a melhor temperatura para ablacao do parénquima renal
no modelo animal, e 2) que o uso local de vasoconstritor (adrenalina) ou
vasodilatador (prostaglandina E1) poderia interferir no processo de ablacao
por RF, resultando em maior area de morte celular que o procedimento de

radioablacéo isolado.



2 OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo
experimental controlado em cées foram:

1) definir as melhores condicdes
de aplicacédo da radiofrequéncia (RF) na ablacao de células renais, por meio
da verificacdo das dimensdes e caracteristicas teciduais das lesdes e no
que diz respeito a temperatura ideal;

2) verificar o efeito do uso de
substancias com acao vasodilatadora ou vasoconstritora durante a
aplicacao de RF;

3) avaliar se ha remanescéncia

de células viaveis no tecido necroético.



3 MATERIAL E METODOS

Este € um estudo experimental
prospectivo, realizado na Divisdo de Clinica Urolégica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séao Paulo,
desenvolvido no Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo, o Laboratério de Investigacdo Médica 55, no periodo de janeiro de
2005 a dezembro de 2008. Todos os procedimentos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria
Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, com protocolo de pesquisa numero 1078/04
(Anexo 1). Os animais foram tratados em conformidade com os artigos do
Colégio Brasileiro em Experimentacdao Animal (COBEA), editado em junho
de 1991.% Os caes foram submetidos aos procedimentos sob anestesia e
foram sacrificados com injecdo de cloreto de potassio também sob
anestesia, de acordo com as normas do COBEA.

O estudo se dividiu em trés
partes: a primeira, utilizando amostra de 16 caes (Grupo A), para avaliar a
temperatura mais eficiente para ablacdo, a segunda, com 14 animais
(Grupos B e C), utilizando os parametros de temperatura e tempo
verificados no primeiro experimento, para avaliar se a adicdo de duas

drogas vasoativas teria influéncia nos resultados anatomo-patoldgicos, e a



terceira, em que 0s grupos recebendo as drogas vasoativas foram
comparados com um controle, em que nao foi feita injecao de substancias.

Decidiu-se pela operacdo no rim
direito dos animais pelo fato de que, no estudo piloto (operacao inicial de um
cao), em que se estabeleceram as normas para estudo, a aplicacdo de RF
nos dois rins levou o animal a ébito por andria. O rim direito foi escolhido
pela facilidade de acesso cirargico. Em todos os bragos do estudo, a RF foi
aplicada sempre no rim direito, por facilidade técnica.

O estudo para avaliar a
temperatura mais eficiente para destruicdo celular constou de 16 caes (Canis
lupus familiaris), de mesmo porte. As temperaturas utilizadas foram de 80 °C,
90 °C e 100 °C em diferentes regides do mesmo rim, sendo realizados ciclos
de 10 minutos. A impedancia (Q) foi verificada no painel do aparelho.

O estudo sequencial para
avaliacao do efeito da injecdo de substancias vasoativas, capazes de
interferir na dinamica vascular do local da ablacao durante a RF, constou de
14 animais. O fluxo de sangue continuo na area submetida a ablagéo por
RF cria um mecanismo de troca de calor com a area exposta, e esse
fendmeno é denominado de drenagem de calor (heat sink).?* Por esse
mecanismo, 0s vasos tangenciais a ablagdo poderiam “drenar” calor da
regiao e diminuir a area de necrose, ocasionando ablacdo incompleta da
lesdo tumoral.

Foram submetidos a ablagdo por

RF dois subgrupos de sete animais, um (Grupo B) com caes também



submetidos a ablacdo, porém recebendo injecdo de solucdo decimal de
adrenalina, conforme descrito adiante, comparado com outro subgrupo
(Grupo C), em que se utilizou injecéo de prostaglandina E1.

Na terceira fase, realizou-se
comparacao dos resultados de Grupo B e Grupo C com o grupo de 16 caes
(Grupo A) utilizados para o estudo da temperatura, considerando-se a
temperatura ideal encontrada.

Os cées utilizados neste estudo
eram todos provenientes do mesmo biotério, com peso variando entre 14 kg
e 16 kg, sem raca definida, e de qualquer sexo. Para fins do estudo, foram
acondicionados em baias individuais e operados no mesmo dia da chegada
ao laboratério, sendo que estavam em jejum para serem submetidos a

anestesia e a cirurgia.

3.1 Procedimento de radiofrequéncia

Os animais foram pesados e
sedados antes do procedimento. Sob sedacdo, foram entubados para
assisténcia ventilatéria. Cada cao foi posicionado em decubito lateral
esquerdo. Foi feita incisdo na regido da cicatriz umbilical do animal seguida
de puncao com agulha de Veress, instalado o pneumo-peritbneo (12 mmHg)

e confeccionado um portal de 10 mm para entrada da o6tica da video-
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laparoscopia. Por meio da 6tica, o rim foi localizado para que fosse realizado
o procedimento de RF.

Foi utilizado o gerador de RF
modelo 1500 do sistema Rita Medical System (Atlanta, EUA) e a RF foi
aplicada com uma agulha Starburst XL de nove hastes (mesmo fabricante)
para perfuracao da capsula renal (Figura 1). As hastes da agulha podem ser
abertas em até 5 cm, porém neste estudo foi utilizada abertura de somente

2 cm apos perfuracao da capsula.

,

Figura 1. Modelo da agulha do eletrodo Starburst XL, 9 array, Rita Medical
Systems, Atlanta, GA

O procedimento utilizado em
todos os caes foi 0 seguinte: a agulha foi introduzida através da pele até o
rim, em sua regido mais convexa, sob visdo por video-laparoscopia. No
painel do aparelho, foram estabelecidos os valores desejados de

temperatura e monitorizacdo da impedancia durante o procedimento de



11

radioablacdo. No primeiro experimento, as aplicagées foram realizadas a
temperatura de 80 °C, 90 °C e 100 °C comparativamente em diferentes
regibes do rim (Figura 2), sendo realizados ciclos de 10 minutos. A

impedancia (Q) foi registrada no painel do aparelho.

Figura 2. Método de puncdo renal para ablacdo percutdnea por
radiofrequéncia
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No estudo sequencial ao primeiro,
em que foi avaliado o uso de drogas vasoativas em um grupo de caes, a
droga escolhida foi injetada através da mesma agulha de RF, porém
imediatamente antes da aplicacdo da energia. Uma vez empurrado o émbolo
da agulha 2 cm adiante, ela se abriu em sua extremidade distal, permitindo a
passagem da substincia injetada. Posteriormente, no momento do
acionamento do equipamento, as ondas de RF passaram por meio das
hastes que se formaram a abertura da agulha, em diametro também de 2 cm.
As drogas infundidas no parénquima renal foram 2 ml de solugao decimal de
adrenalina 1:1000 (1 ml diluido em 9 ml de agua destilada) nos sete caes do
Grupo B e prostaglandina E1 (1 ml ou 20 mcg) nos sete caes do Grupo C.
Apé6s a injecao da droga, foi realizado 1 ciclo de 10 minutos de RF, na
temperatura de 90 graus centigrados, com poténcia de 100 watts. Os valores

de impedancia foram medidos e registrados durante a aplicacdo da RF.

3.2 Evolucao, sacrificio e analise histologica

A incisdo foi suturada com fio
mononylon 3/0. Cada cao foi extubado ap6s recuperagao anestésica e, logo
apés, ficava em observacdo e era reconduzido a baia, recebia cuidados

veterinarios gerais e era alimentado (racao para caes e agua a vontade).
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Os animais foram observados por
14 dias no poés-operatorio quanto a evolugcdo clinica, habito intestinal,
diurese e estado geral. Passados os 14 dias do pds-operatoério, os caes
foram novamente anestesiados, com a mesma metodologia, e foi realizada
nefrectomia por laparotomia. Foi feito inventario da cavidade abdominal (a
procura de hematomas, urinomas etc.) e os caes foram entdo sacrificados,
ainda sob agao anestésica.

Foi feita analise anatomopatolégica
das lesdes: macroscopia (Figura 3), pesagem da peca e identificacdo. Foi
seccionado o rim a altura da lesdo produzida pela RF, medida sua largura e
profundidade. O tamanho da leséo foi medido da seguinte forma:

- Largura: foi considerada a maior dimensédo da lesdo no sentido
cranio-caudal do rim;

- Profundidade: era a maior medida no sentido antero-posterior;

- Necrose: presenca ou ndao de células consideradas viaveis a

microscopia éptica pela coloragdo hematoxilina-eosina.
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Figura 3. Rim canino com lesdo necrotica resultante de aplicacdo de
radiofrequéncia (seta azul: largura; seta amarela: profundidade)

Para identificar o maior diametro
da lesao, foram realizados pelo menos trés cortes paralelos no maior eixo.

A peca contendo tecido lesionado
foi cortada com micr6tomo e as laminas confeccionadas foram coradas com
hematoxilina-eosina. O material contendo a lesao foi colocado em bloco de
parafina, as laminas foram numeradas e analisadas em microscépio 6tico
para verificagdo da area de necrose de coagulagcdo. O patologista que
analisou as amostras nao tinha conhecimento de qual técnica havia sido
utilizada em cada caso.

O tecido submetido a RF foi

analisado microscopicamente e os dados da analise histolégica foram
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registrados quanto as variaveis: profundidade, largura da lesdo e a presenca
de células viaveis (vivas) na area submetida a ablacdo. A medida de

impedancia foi registrada e correlacionada com o tamanho das lesdes.

3.3 Analise estatistica

Inicialmente foram examinadas as
distribuicbes das quatro variaveis analisadas: profundidade, largura, necrose
e impedancia. Os dados de largura, profundidade e impedancia foram
expressos como média, desvio padrao, valor minimo e maximo, de acordo
com a temperatura no Grupo A.

Verificou-se se as variaveis
largura, profundidade e necrose celular tinham distribuigdo normal por meio
o teste de normalidade de Shapiro-Wilk (p, respectivamente, de 0,44 e
0,99). A variavel impedancia nao apresentou distribuicdo normal segundo
esse teste (p < 0,001).

No caso da comparacdo com
grupo controle, as variaveis largura e profundidade tiveram distribuicdo
normal (p correspondente ao teste de normalidade da curtose = 0.86 e 0.14,
respectivamente). Ja a variavel impedancia nao apresentou distribuicao

normal (p = 0.002).
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Para comparar as distribuicoes
das variaveis largura e profundidade segundo as drogas usadas (adrenalina
ou prostaglandina E1), utilizou-se o teste t de Student para duas amostras
independentes, precedido pelo teste de igualdade das varidncias
(homocedasticidade). Para comparar as distribuicbes da variavel impedancia
segundo 0s mesmos grupos, foi utilizado o teste de Mann-Whitney.

A andlise de tais dados foi
realizada através da construgcdo de um modelo de analise de variancia
(ANOVA) com medida repetida e as comparacoes foram realizadas com a
construgao de contrastes. Foi utilizada ANOVA para um fator, seguido de
comparacdes multiplas (método de Bonferroni).

Admitiu-se nivel de significancia
estatistica p < 0,05. A analise estatistica foi realizada com uso do programa

estatistico Stata (versao 9.0).
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4 RESULTADOS

Houve homogeneidade entre os
grupos de caes, quanto ao sexo e quanto ao peso dos animais, 0 que se
refletiu também no peso do rim, que nao variou de maneira significativa nos
grupos de caes estudados (p > 0,05). Durante o periodo de 14 dias de
observacao apds cada experimento, ndao houve complicagdes clinicas ou
cirurgicas entre os caes operados. Nenhum deles morreu antes do final do
periodo do estudo e todos os rins puderam ser examinados
adequadamente. Nao havia hematoma, colegdes ou urinomas no inventario
da cavidade abdominal.

O primeiro experimento foi
realizado com a intencdo de se verificar a temperatura para melhor
destruicao celular. De acordo com o Gréfico 1, pode-se observar que ha um
pico nos valores da profundidade das lesdes renais na temperatura de 90 °C
e resultado similar dos valores de profundidade nas temperaturas de 80 e
100 °C. Foi observada diferenga estatisticamente significante nos valores da

profundidade nas trés temperaturas (p < 0,001).
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Grafico 1. Perfil individual de profundidade da lesdo de acordo com a

temperatura
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No Gréfico 2, pode-se observar
que h& um pico no valor da largura das lesbes renais a temperatura de 90 °C
e resultado foi similar nos valores da largura nas temperaturas de 80 °C e
100 °C. Observou-se diferenca estatistica significativa da largura da leséo
nas trés temperaturas (p < 0,001). De acordo com o Gréfico 3, houve
resultado mais favoravel com a temperatura de 90 °C (menor impedancia) e
similar entre as temperaturas de 80 e 100 °C. Foi observada diferenca
estatisticamente significante comparando-se os valores da impedancia entre

as trés temperaturas estudadas (p < 0,001).
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Grafico 2. Perfil individual da largura da lesdo de acordo com a temperatura
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Grafico 3. Perfil médio de impedancia de acordo com a temperatura
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As Tabelas 1 e 2 apresentam a
média e o desvio padrao da largura, profundidade e impedancia segundo a
temperatura. Nelas se pode observar que, tanto para a largura como para
profundidade, a maior média ocorreu na temperatura de 90 °C, enquanto

para a impedancia, a menor média ocorreu também com 90 °C.

Tabela 1 — Valores da média e desvio padrao para a largura e profundidade
(cm) da lesdo resultante de ablacdo por radiofrequéncia em
caes de acordo com a temperatura

Temperatura (°C)

80 90 100

1,43 +0,32 1,94 + 0,26 1,65 + 0,38
Largura

(1,0-2,0) (1,0-2,0) (1,2-2,2)

1,34 £ 0,32 1,91 £ 0,31 1,67 +0,35
Profundidade

(1,0-2,0) (1,5-2,5) (1,0-2,1)
(p < 0,001)

Tabela 2 — Valores da média e desvio padrdao para a impedancia (Q) do
tecido em lesdo resultante de ablacao por radiofrequéncia em
caes de acordo com a temperatura

Temperatura (°C)

80 90 100
81,9+7.3 73,8 + 3,1 85,3+6,3
Impedancia
(72 -100) (70 —81) (75 -93)

(p < 0,001)
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Uma vez que a temperatura de
90 °C demonstrou proporcionar os melhores resultados de destruicao
celular, o experimento seguinte foi iniciado utilizando-se esta temperatura
de 90 °C em todos os procedimentos de radioablacdo. Nesse segundo
experimento, nao houve variagcdo do numero de cades machos ou fémeas
tratados com cada droga (p > 0,999), nem variagcdo de peso entre eles,
como previsto (p = 0,620). Essa homogeneidade do peso corpdéreo mais
uma vez refletiu-se no peso do rim, que nao variou entre 0s grupos de
caes que receberam adrenalina ou prostaglandina E1 (p = 0,535).

A Tabela 3 e os Gréficos 4 e 5
mostram que o0 uso da prostaglandina E1 resultou em lesdes
significativamente mais amplas (p = 0,002) e mais profundas que o uso da

adrenalina (p = 0,05).
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Tabela 3 — Largura e profundidade da lesdo resultante de ablagao por
radiofrequéncia no rim de cdes com injegdo de adrenalina
versus prostaglandina E1 (n = 14)

Grupo B Grupo C

Adrenalina Prostaglandina E1 P
Largura (cm) 0,002*
Média 1,29 2,00
Desvio padrao +0,30 +0,38
Minimo — maximo 0,90 - 1,60 1,20 - 2,40
Profundidade (cm) 0,05*
Média 1,40 1,94
Desvio padrao +0,38 +0,53
Minimo - maximo 0,80-1,80 1,20 - 2,50

*p correspondente ao teste t de Student para duas amostras.

Grafico 4. Comparacao da profundidade (cm) da lesdao resultante da
ablacdo por radiofrequéncia em caes recebendo injecao de
adrenalina versus prostaglandina E1
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Grafico 5. Comparacao de largura (cm) de lesao produzida por ablacao por
radiofrequéncia em caes com injecdo de adrenalina versus
prostaglandina E1
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A Tabela 4 e o Grafico 6
mostram também que a resisténcia tecidual (ou seja, a impedancia) foi
menor (p = 0,02) com a injecdo de prostaglandina E1, sendo que houve

minima variagdo da média de impedancia com o uso da adrenalina.

Tabela 4 — Impedancia tecidual em lesdo resultante de ablacdo por
radiofrequéncia no rim de cées recebendo injecoes de
adrenalina versus prostaglandina E1 (n = 14)

Grupo B Grupo C
Adrenalina Prostaglandina E1 p
Impedancia (Q) 0,02*
Média 79,9 71,7
Desvio padrao 0,5 +11,2
Minimo - maximo 79,0 - 80,5 57,0 - 85,0

*p correspondente ao teste de Mann-Whitney.
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Grafico 6. Comparagao da impedancia () da lesdo resultante de ablacao
por radiofrequéncia em caes com injegcdo de adrenalina versus

prostaglandina E1
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A Tabela 5 e o Grafico 7 analisam
os Grupos B e C em comparagao com o Grupo A, sem injecao de drogas.
Eles mostram que ha diferenga significativa entre os trés grupos quanto a
largura das lesdes (p correspondente a ANOVA < 0,001). A largura do Grupo
A foi em média 0,65 cm maior que a do Grupo B, da adrenalina (p < 0,001) e
a largura do Grupo da prostaglandina E1 (C) foi em média 0,71 cm maior
que do Grupo adrenalina (p < 0,001). Nao foi observada diferenca
significativa entre os Grupos prostaglandina E1 e lesdo do Grupo sem

drogas (A) (p > 0,99).
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Tabela 5 — Andlise comparativa dos valores de largura, profundidade e

impedancia nos grupos lesdo seca, adrenalina e
prostaglandina E1 (n = 30)
Grupo A Grupo B Grupo C o]
n=16 n=7 n=7

Largura (cm)
Média 1,94 1,29 2,00
Desvio padrio +0,26 + 0,30 +0,38  <0,001"
Mediana 2,00 1,50 2,00
Minimo - maximo 1,40 - 2,20 0,90-1,60 1,20-2,40
Profundidade (cm)
Média 1,91 1,40 1,94
Desvio padréo +0,31 +0,38 +0,53 0,02*
Mediana 1,85 1,50 2,00
Minimo - maximo 1,50-2,50 0,80-1,80 1,20-2,50
Impedancia (Q)
Média 75,3 79,9 71,7
Desvio padrao 3,7 +0,5 11,2 0,01
Mediana 73,5 80,0 77,5
Minimo - maximo 57,0-850 79,0-80,5 57,0-85,0

*p correspondente ao teste de Mann-Whitney.
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Grafico 7. Analise comparativa dos valores de largura das lesdes nos trés
grupos (n = 30)
25 7

p < 0,001

2,0 1

Largura (cm)
&

-
=
L

0,5 1

0,0

leséo seca adrenalina prostaglandina E1

Grupo

O Grafico 8 mostra que ha
diferenca significativa entre os trés grupos quanto a profundidade das
lesbes (p correspondente a ANOVA = 0,02), que no grupo lesédo seca foi em
média 0,51 cm maior que a do grupo adrenalina (p = 0,02). A profundidade
do grupo prostaglandina E1 foi em média 0,54 cm maior que do grupo
adrenalina (p = 0,04). Nao foi observada diferenca significativa entre os

grupos prostaglandina e lesao seca (p > 0,99).
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Grafico 8. Profundidade das lesdes nos trés grupos (n = 30)
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O exame anatomo-patoldgico
revelou que, em todos os experimentos, todos os rins tratados tiveram
necrose total de coagulacdo nas areas submetidas a ablagdo por RF, sem

ilhas de células vidveis como mostra 0 exemplo da Figura 4.

Figura 4. Microscopia tecidual de uma lesdo produzida por radiofrequéncia
mostrando area de necrose de coagulacdo (hematoxilina-eosina,
200 x)
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5 DISCUSSAO

A ablacdo por radiofrequéncia
(RF) em massas renais ja esta difundida no armamentario terapéutico,* pois
€ efetiva em causar destruicdo das células tumorais e é considerada como
um procedimento minimamente invasivo, com baixa morbidade. Porém, é
uma técnica ainda em evolucéo, carente de definicido de parametros para
melhora do procedimento e qualidade do tratamento a longo prazo.

As pesquisas em ablacdo por RF
se iniciaram em figado, sendo depois ampliadas para rim e pulmodes. Os
primeiros trabalhos em rim com acompanhamento de pelo menos um ano
foram publicados a partir de 2004'*'7?%27 com mais de 94% de sucesso no
controle do cancer renal, em tumores menores que 4 cm.* Esses trabalhos
utilizaram diferentes temperaturas para ablacdo, na maior parte das vezes
baseados na faixa dos 105 °C, parametro utilizado no figado.?

O equipamento para ablacdo € um
gerador de RF, que dispde de eletrodo introduzido no tecido-alvo que produz
corrente alternada de alta frequéncia. Essa corrente é transmitida através do
tecido. A agitacao idnica provocada pela corrente aguece o tecido, atingindo
temperaturas suficientes para morte celular (necrose de coagulagéo). A
homeostasia celular se mantém com temperaturas até 40 °C. Quando a
temperatura sobe para 42 a 45 °C, a célula se torna mais susceptivel a lesdo

por outros agentes, como quimioterapia e radiacdo.®® O aumento da
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temperatura para 46 °C, por 60 minutos, leva a lesdo celular irreversivel.®

Elevando-se para 50 a 52 °C, o intervalo de tempo necessario para induzir
citotoxicidade reduz-se para 4 a 6 minutos.*® Entre 60 e 100 °C, ocorre indugao
praticamente instantdnea de coagulacdo protéica, que frequentemente evolui
para necrose de coagulagdo.’ Temperaturas maiores que 105 °C levam o
tecido a ferver, vaporizar e carbonizar. Esta carbonizacdo gera a formacao de
gas na periferia da lesao, restringindo a transmissao de energia. Desta forma a
temperatura ideal foi estabelecida como entre 50 a 100 °C.*°

Em 2007, Walsh et al
conseguiram estabelecer uma temperatura ideal para morte do tumor renal em
trés diferentes tempos de exposicao, porém em trabalho experimental in vitro,
com cultura de células.®* A temperatura variava entre 55 e 65 °C. No entanto,
nos tecidos dos 6rgaos, o calor se distribui de forma heterogénea. Em geral, ha
um maior aguecimento préximo a agulha e menor temperatura nos tecidos
mais distantes, pois ndo ha condutividade plena de calor até a periferia.*

Recentemente, apo6s a realizacao
de estudos in vitro,** um estudo experimental em cdes demonstrou a melhor
temperatura para a ablacdo de lesdes no parénquima renal,’ sem a
necessidade do uso de drogas sistémicas. Nesse estudo, verificou-se que a
melhor temperatura para ablagdo renal por RF é de 90 °C, pois essa
temperatura manteve uma impedéancia mais baixa comparada com as outras
temperaturas, melhorando a distribuicdo do calor no tecido e promovendo

lesdes maiores.® A temperatura de 90 °C foi utilizada depois como padréo
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de controle na comparacdo com 0s animais que receberam também injecao
de adrenalina e prostaglandina E1.

Outro método, concorrente com a
RF, é provocar a morte celular por congelamento, que gera a formagao de
cristais e a consequente desidratacao da célula. Neste caso, portanto, € a
temperatura baixa, e nao alta, que produz o resultado clinico. Os
equipamentos para crioablacdo utilizam nitrogénio liquido ou argbnio que
circula dentro de sondas (probes), produzindo gelo no tecido em contato
com as agulhas. Sua eficacia na eliminagcao de tumores renais pequenos foi
provada mais cedo do que a eficacia da RF, ja que os trabalhos
investigativos se iniciaram antes e seu uso clinico ja esta consagrado.®
Entretanto, é procedimento que exige anestesia geral, diferentemente da
ablacao por RF, que pode ser realizada com anestesia local e sedacao, o
equipamento é grande e nao portatil como o da RF, os probes sdo maiores
e utilizados em maior numero.

Recente metanalise comparando
a crioablacao com a RF no tratamento de tumores renais incluiu 47 estudos,
representando 1.375 lesbes tratadas. O estudo concluiu que o controle
oncoldgico local e a taxa de re-tratamento foram melhores com a crioterapia.
No entanto, nos trabalhos incluidos, 65% dos procedimentos de crioterapia
foram realizados por via laparoscoépica, e 92% das radioablacbées foram
feitas por via percutanea.®* Portanto, h4 que se ressaltar que a via
laparoscépica permite um melhor posicionamento dos probes, enquanto

pela via percutanea ndo ha exame de imagem concomitante satisfatério que
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sirva de guia. Neste estudo, conforme descrito, a puncao renal foi realizada
com a orientacao video-laparoscépica, que oferece maior precisao. Trabalho
recentemente publicado com 243 tumores tratados com RF, com
acompanhamento de 7,5 anos (média de 27 meses) demonstrou sucesso
inicial com 97% de ablacdo em tumores de 2,4 cm, com queda para 93%
7 . 35

apds cinco anos.

A leséo produzida pela crioterapia

(a bola de gelo) é facilmente visibilizada por ultra-sonografia,>¢%’

mas o
mesmo exame nao é capaz de fornecer uma boa imagem da lesao
provocada por RF.%*" Por ser um exame dinamico, realizado em tempo
real, a ultra-sonografia, ainda assim, podera ser bastante utilizada em
ablacdo por RF com a melhora do método.” Um possivel viés na avaliagdo
da crioterapia é a dificuldade de localizar a lesdao renal produzida pelo
tratamento percutaneo, o que ficou evidente em outra metanalise, na qual
se verificou que a eficacia da ablacao tumoral renal por via percutanea é de
87%, significativamente mais baixa que a dos pacientes submetidos a
cirurgias abertas ou laparoscépicas (94%) usando somente RF.*® Porém,
nas maos de radiologistas experientes, a ultra-sonografia € um exame
factivel e podera servir como guia durante o procedimento.’” Avancos
referentes a monitorizacdo da lesdao produzida durante a RF foram
apresentados no Congresso Americano de Urologia (AUA 2010) com
relagdo a modificacdo de 0,3-0,5 na unidade Hounsfield por grau

centigrado.® Isso quer dizer que ja é possivel monitorizar, pela termometria

nao invasiva, através da tomografia computadorizada, a ablagao tecidual.
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O tratamento crioterapico é
eficaz, porém de alto custo. Por exigir, na maioria das vezes, equipamento
de laparoscopia, por si s ja requer investimentos mais elevados que os da
via percutanea.®* A nefrectomia parcial video-laparoscépica, que também
concorre com a RF, tem custo significativamente maior que a RF.**
Justamente por sua viabilidade econbmica e praticidade, a destruicdo
("queima") do tecido tumoral renal por RF é tema em que as pesquisas
avancam rapidamente. Estabelecida a temperatura ideal para ablacdo por
RF.° a direcdo das investigagdes agora deve ser a do aprimoramento da
técnica por meio do aumento e melhor controle da area da lesao atingida e
a do melhor desfecho histolégico.

A literatura indica limite de 3,7 cm
como tamanho maximo dos tumores para ablagdao por RF, referindo que
tumores acima desta medida, tratados por RF, tém aumento significativo do
risco de tratamento incompleto, ou seja, de restarem células tumorais na
periferia da lesd0.*? A partir de entdo, técnicas para aprimoramento da RF
tém sido estudadas.

Uma das chaves desse
aprimoramento pode estar no estudo da impedancia, ou seja, a resisténcia
tecidual a transferéncia de corrente. A esse respeito, houve demonstracao
de que é possivel melhorar a resisténcia (diminuindo a impedancia),
modificando-se a temperatura através do resfriamento do tecido

imediatamente adjacente a sonda®® e melhorando a condutividade elétrica

com injecdo de soro fisiolégico em tecido hepatico no momento do
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acionamento da agulha de RF.?"***® Dessa maneira, calor mais uniforme é
conseguido em toda a lesédo, e ndo apenas préximo da agulha. Esse mesmo
principio do meio liquido atuando na homogeneizagdo da temperatura foi
posteriormente investigado no rim.*” Recentemente, diferentes solugdes
liquidas também foram testadas em tecido renal porcino,” com sucesso.
Iniciou-se, assim, a linha de pesquisa em RF dita “Umida”, em oposicéo a
RF sem injecao de substancias.

A area de pesquisa da RF umida
era promissora quando do inicio do planejamento deste trabalho. Partindo
do principio de que a presenca de circulagdo sanguinea interfere na
condugao elétrica e térmica na lesdo renal, decidimos investigar se o0s
efeitos histolégicos da ablacdo por RF seriam modificados por drogas
capazes de interferir na mecanica circulatéria, e portanto na presenca do
liqguido “sangue” na area da lesdo a ser produzida. Assim, planejou-se
comparar um farmaco vasoconstritor e outro vasodilatador no procedimento
de ablacao de lesao renal em caes. Realizou-se também a comparacao da
eficacia desse procedimento com a lesdo "seca" a temperatura de 90 °C.

A adrenalina é uma substancia
capaz de provocar vasoconstricdo. E utilizada junto a anestésicos locais para
diminuir a absorcdo sistémica desses farmacos. Seu poder vasoconstritor
teria, hipoteticamente, uma acao benéfica na ablacdo por RF por reduzir o
calibre dos vasos renais, permitindo uma melhor distribuicdo da corrente
elétrica por todo o tumor e por todo o parénquima.*®* Na primeira fase do

estudo realizado com cdes do mesmo porte,® verificamos que, mesmo sem
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injecdo de substancias, a ablacdo por RF é capaz de produzir necrose de
coagulacao no parénquima renal. Na segunda fase do estudo, testamos pela
primeira vez o uso da adrenalina na ablagao por RF, e esta também produziu
adequada necrose de coagulacdo no tecido renal dos caes, sem ilhas de
células viaveis no meio da lesao produzida por calor. No entanto, na terceira
fase, verificou-se que, no grupo adrenalina, a lesdo provocada pela RF foi
menor que a do grupo com lesao "seca" e menor que a do grupo recebendo
prostaglandina. Tal achado descarta a adrenalina como droga que possa
ajudar a aumentar a lesao renal em tecido saudavel de caes.

O uso de prostaglandina E1, por
outro lado, revelou resultados promissores, inovadores e surpreendentes
nessa linha de pesquisa. A largura (p = 0.002) e a profundidade (p = 0,05)
das lesdes renais neste estudo foram significativamente maiores no grupo
de cées que receberam injecdo local de prostaglandina E1. Em 2007,
Friesenecker et al. publicaram estudo que fornece uma explicacao
fisiolégica para este achado.®® Os autores injetaram prostaglandina E1
endovenosa (2,5 pg/kg/minuto) em hamsters e mediram a disponibilidade de
oxigénio na circulacdo e no tecido dos vasos antes e depois da injecao.
Além da vasodilatacdo esperada, verificaram também aumento de até 50%
de disponibilidade tecidual de oxigénio apés o uso da droga.>® O oxigénio,
aumentado no tecido pela injecdo de prostaglandina E1, faria também
elevar a difusdo térmica, na regido do parénquima submetida a RF,
potencializando o efeito da RF e ampliando a lesdo. Na terceira fase do

nosso estudo, a injecdo de prostaglandina demonstrou resultados melhores
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que a adrenalina quanto ao tamanho das lesdes renais. Porém, nao se
conseguiu significAncia estatistica na diferenca entre o grupo recebendo
prostaglandina e os caes com lesdo sem drogas. Possivelmente o tamanho
reduzido da amostra explique esse fendmeno.

No presente trabalho, a RF foi
aplicada em células renais saudaveis, o que poderia ser uma critica, ja que
0 objetivo do desenvolvimento da técnica é o tratamento de lesdes tumorais.
Entretanto, destaca-se que as células tumorais sao mais sensiveis a RF que
células saudaveis.”

A aplicacdo de RF nao é isenta
de riscos. Entre as complicagcdes potenciais da RF, destacam-se: o
extravasamento urinario, hemorragias, hematuria, estenose de segmentos
ureterais e juncdes uretero-piélicas, hematomas, infarto renal, implante
tumoral na parede abdominal.’’ No presente estudo, ndo foram observadas
essas complicacdées nos animais estudados.

O método de andlise histologica
das células renais submetidas a acdo da RF pode ser realizado com
coloracdo por hematoxilina e eosina (HE) ou nicotinamida adenina
dinucleotido (NADH). Para avaliacao logo apés aplicacao da RF, a NADH é
adequada para analise da destruicao celular. Mas para analise tardia, o uso
da HE é considerado mais apropriado.®® Além disso, alguns autores
consideram a possibilidade de haver areas com destruicdo incompleta e
permanéncia de células tumorais viaveis na area submetida a RF por

insuficiente calor.®® Para andlise mais segura, aguardou-se periodo de 14
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dias apos a aplicacao de RF para avaliacdo com HE da viabilidade celular e

também extensio da lesdo.”"
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6 CONCLUSOES

1) Em concluséo, foi observado
que a temperatura de 90 °C foi mais eficiente para provocar destruigéo
celular com a RF por produzir lesbes mais extensas na largura e
profundidade, quando comparada com as temperaturas de 80° e 100 °C (p <
0,001). A impedancia também foi menor com 90 °C (p < 0,001)

2) Observou-se que as lesdes
produzidas sem a aplicagdo de drogas ndo apresentaram diferenca significativa
em comparacdo com as lesbées produzidas com o uso de prostaglandina.
Porém, o uso de adrenalina promoveu lesées menores (p < 0,001) e menos
profundas (p = 0,05) quando comparada com os dois outros grupos.

3) Nao foram observadas células
viaveis na analise microscopica dentro dos limites atingidos pela RF em

ambos o0s experimentos.
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