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Virias propriedades do colageno justificam seu emprego como agente
emboligeno. Trata-se de um material biologicamente compativel, pouco imunogénico e
com propriedades hemostaticas. O preparado de colageno ideal para embolizagio deve ter
caracteristicas que permitam a obstrugdo completa e duradoura do lamen arterial,
determinando a necrose isquémica do tecido embolizado, com reagdo inflamatoria local e
resposta imunolégica minimas.

O objetivo deste experimento foi estudar a eficacia e seguranca no uso do gel
de colageno bovino purificado na embolizagio da artéria renal, em cies. Este preparado foi
obtido a partir de coligeno do tipo I, extraido de tenddes bovinos tratados por meio de
técnica de alta purificagdo, com a finalidade de eliminarem-se as porgdes imunogénicas e
reconstituido atraveés de dialise prolongada, em agua destilada. Esta técnica permitiu obter-
se um gel com caracteristicas reologicas (elasticidade e viscosidade), que visavam facilitar
sua adesdo ac endotélic e o preenchimento vascular completo, além de possibilitar a
injegdo através de cateteres de fino calibre.

Dezesseis céies de raga indefinida (peso médio de 12,3 kg) foram submetidos a
embolizagdo aleatoria da artéria renal, direita ou esquerda, com o gel de colageno
purificado. O rim contralateral foi submetido 2 infusio de solugio de NaCl 0,9 %, segundo
a mesma técnica cirirgica, constituindo os controles. Os cies foram divididos em dois
grupos ¢ sacrificados apds 2 dias (grupo 1) e 21 dias (grupo 2) do procedimento. As
visceras abdominais, pulmdes e a musculatura das patas posteriores foram detalhadamente
examinados no sacrificio, sendo colhidas amostras para o estudo anatomo-patologico. A
variagio do volume renal, apos a embolizagfo, foi calculada com um paquimetro estéril a
partir da medida intra-operatéria dos didmetros longitudinal ¢ Antero-posterior. A analise
dos resultados foi realizada através do teste nio-paramétrico de Friedman, sendo fixado
em 5 % o nivel de rejei¢io da hipdtese de nulidade.

No grupo 1, foram verificadas isquemia difusa do parénquima e aderéncias
perirrenais frouxas ap6s a embolizagio com gel de coligeno, sem alteragdes volumétricas
significativas. O estudo, sob microscopia, mostrou émbolos amorfos acidofilos e

birrefringentes preenchendo o limen da artéria renal e prolongando-se até as arteriolas. Os
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glomérulos e tibulos contornados apresentavam sinais precoces de necrose difusa. Néo foi
identificada reac&o inflamatéria significativa, denotando um infarto asséptico.

No grupo 2, houve uma diminuigdo significativa (p=0,04) dos volumes dos
rins embolizados com gel de colageno, acompanhada de aumento compensatorio dos
volumes dos rins controle contralaterais (p=0,04). Microscopicamente, foi verificada
reagdo proliferativa do endotélio em torno dos émbolos que encontravam-se intimamente
aderidos & parede arterial e apresentavam sinais de proliferacio fibroblastica em seu
interior. O parénquima renal apresentava atrofia e hialinizagdo glomemlar difusa,
acompanhadas de fibrose intersticial e fibrose tubular extensa com areas de vacuolizagio.
Um dos ciies deste grupo apresentou refluxo, de parte do material injetado, para o rim
contralateral durante a embolizagiio, provavelmente em virtude das particularidades
anatomicas do animal, que dificultaram tecnicamente ¢ procedimento. Nos demais rins-
controle ndo foram encontradas alteragdes patologicas.

Em ambos os grupos estudados, as visceras abdominais, pulmdes e a
musculatura das patas posteriores de todos os animais ndo apresentaram sinais de migragio
do material.

Os resultados permitiram inferir que, o gel de colageno purificado foi eficaz na
embolizagio da artéria renal, de acordo com os parmetros anitomo-patolégicos
analisados no modelo experimental proposto. A auséncia de migracdo de particulas de
colageno para outras visceras e patas posteriores sugere que este material é seguro para o
emprego na embolizagdo de oOrglos. Estes resultados podem ser explicados pelas
caracteristicas do preparado utilizado, tornando o gel de colageno atraente para uso na

embolizacio renal terapéutica.
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1. Introducdo



1.1. Aspectos histéricos da embolizacio de érgios

A primeira descrigdo sobre a embolizagio da artéria renal foi apresentada por
KARSNER & AUSTIN (1911). Com o desenvolvimento técnico da angtografia, na década
de cinqitenta, varios estudos surgiram com a finalidade de avaliar o emprego da embolizagio
como alternativa terapéutica, particularmente nos casos em que a abordagem cirirgica

convencional implicava em elevada morbidade.

A utilizagdo de métodos radiolégicos intervencionistas, com o intuito de
promover a embolizagdo da artéria renal, comegou a ser estudada por ALEXANDER,
HEPTINSTALL, PICKERING (1961). Estes autores demonstraram as alteracdes an&tomo-
patologicas, ocorridas apos a embolizagdo da artéria renal em coelhos, utilizando diferentes
materiais, como o coagulo sangiiineo autologo, fragmentos de musculo estriado autélogo e

tecido adiposo, porém, sem referéncia a provaveis finalidades terapéuticas.

A seguir, LANG (1967) utilizando microesferas de poliestireno obteve infartos
renais artificialmente, com a finalidade de estudar as aplicages diagnosticas da arteriografia.

A embolizagio da artéria renal, com objetivo terapéutico, foi proposta
inicialmente por LALLI PETERSON, BOOKSTEIN (1969), que demonstraram,
experimentalmente em cées, as alteragdes anatomo-patologicas secundarias i injegdo de
diferentes agentes emboligenos, como microesferas de poliestireno e secorbitato de sodio.
Apesar da embolizagdo eficiente, dos nove animais estudados somente dois mantiveram-se
vivos no pos-operatorio imediato, com evidéncias de migragio das microesferas a distancia,

resultando em paraplegia.

ALMGARD & LJUNGQVIST (1971), apés estudarem, experimentalmente, a
embolizacdo da artéria renal em cles, propuseram o emprego deste método no tratamento

paliativo dos carcinomas renais inoperaveis ou metastaticos. O material emboligeno utilizado
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consistia em uma suspensdo de fragmentos de tecido muscuiar estriado autdlogo imersos em

solugdo salina isotdnica.

ALMGARD et al. (1973) apresentaram a primeira descrigio da aplicaggo clinica
da embolizagio da artéria renal em nove pacientes portadores de neoplasia renal metastatica
ou com hematiria incoercivel. A embolizagiio era obtida através da administragio de uma
suspensio de fragmentos do masculo quadriceps do paciente ¢ contraste iodado, sob
controle arteriografico. Apesar dos resultados satisfatorios, observados imediatamente apos

o procedimento, a maioria dos pacientes apresentou recorréncia precoce da hematiria.

1.2. Evolu¢iio dos agentes emboligenos

A partir da verificagio do potencial terapéutico da embolizagio renal, varios
agentes emboligenos vém sendo propostos. O agente ideal deve ser eficaz, facilmente
disponivel e biocompativel e, ainda, poder ser empregado em cateteres de fino calibre. Além
disso, deve produzir uma reagdo inflamatoria relativamente benigna, nfo migrar para outras
regides do organismo e, comprovadamente, ndo apresentar potencial carcinogénico

(STROTHER ¢t al., 1987).

A partir do emprego, com sucesso, do coagulo autdlogo na embolizacio
terapéutica gastrintestinal (ROSCH, DOTTER, BROWN, 1972), virios estudos
descreveram o uso deste material na embolizagio renal terapéutica. O coagulo sangiiineo é
um material facilmente disponivel, naturalmente estéril, nfo-imunogénico e totalmente
biocompativel. Além disto, sua maleabilidade permite adapta-lo no interior de cateteres de
diferentes calibres (BOOKSTEIN & GOLDSTEIN, 1973). Entretanto, um dos problemas na
utilizagdo deste material relaciona-se 4 tendéncia de autdlise e absorgdo, demonstrada por
BOOKSTEIN et al. (1974). Outro inconveniente estd associado i possibilidade de
fragmenta¢do do coagulo dentro do cateter de angiografia, resultando em embolizagio
ineficiente (ROSCH ef al., 1972). Com a finalidade de aumentar a durabilidade do coagulo,
BOOKSTEIN ef al (1974) estudaram o emprego de aditivos para alterar suas
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caracteristicas fisico-quimicas e biologicas. Estes autores concluiram que, a adicfio de acido
aminocaproico ou de matriz de celulose oxidada determinou um aumento significativo da
sobrevida do coagulo. Entretanto, sinais de autélise continuaram a ser observados apés 48
horas do procedimento, com recanalizagio completa até o periodo méximo de & semanas.
OSTERMAN et al. (1976) demonstraram resultados semelhantes na evolugdo dos codgulos
sangiiineos autélogos utilizados na embolizagio da artéria renal em porcos, referindo-se

especlalmente a auséncia de reagdo inflamatoria local.

Outro material autélogo, proposto para a embolizagdo renal terapéutica, foi o
tecido adiposo subcutineo, descrito por RIZK, ATALLAH, BRIDI (1973) no tratamento de
um paciente portador de fistula arteriovenosa apos biopsia renal percutinea. O seguimento
arteriogréfico apds trés meses demonstrou a embolizagio definitiva. Apesar do sucesso

obtido, posteriormente ndo foram desenvolvidos estudos controlados com este material.

O emprego sistematico de materiais sintéticos na emboliza¢o renal terapéutica
teve inicio com MOSSO & RAND (1973), que propuseram a utilizagio de preparados com
silicone, baseados nos estudos anatomo-patologicos experimentais em cées, conduzidos por
DOPPMAN, ZAPOL, PIERCE (1971) que, por sua vez, demonstraram auséncia de reagdo
inflamatéria na artéria renal. Com a finalidade de evitar o refluxo, as particulas de silicone
eram agregadas quimicamente a microesferas de ferro. A manutengdo temporaria de um
campo magnético, externo ao paciente, gerado por um sistema supercondutor
eletromagnético, apreendia as particulas no interior dos vasos sangiiineos do tecido alvo.
Contudo, a necessidade da adigdo de uma substincia catalisadora ao silicone, a fim de
promover a polimerizagdo iz vivo, bem como as dificuldades relacionadas ao equipamento
necessario para a manutencio do campo eletromagnético externo, impediram a

popularizagio deste método.

TADAVARTHY, MOLLER, AMPLATZ (1975) utilizaram, primeiramente, as
particulas de alcool polivinilico como agente emboligeno. Deste entdo, o uso deste material

tornou-se muito difundido. Trata-se de um polimero hidrofilico, que aumenta de volume
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rapidamente apds contato com a agua, mantendo-se comprimido e resistente quando seco, o
que permite seu uso em cateteres de fino calibre. Apds sua administragio, este material
comporta-s¢ como uma matriz para o crescimento de tecido conjuntivo, incorporando-se
completamente ao organismo apds um periodo minimo de dez semanas (HAWE &
RASTELLI, 1969). Evidéncias de embolizagio acidental de outros érgdos, particularmente
quando a injecio foi realizada junto da bifurcagdo vascular, sugeriram o emprego de
cateteres com baldes oclusivos durante o procedimento, a fim de evitar o refluxo apos a

expansio local do polimero (KERBER, BANK, HORTON, 1973).

GIANTURCO, ANDERSON, WALLACE (1975) estudaram o uso de espirais
metalicas na embolizagio de diferentes drgios em cHes. As espirais eram dotadas de caudas
de 14 ou algoddo, que tinham por objetivo aumentar a eficacia do procedimento. A aplicagio
clinica inicial das espirais foi apresentada por WALLACE, GIANTURCO, ANDERSON
(1976} em vinte e quatro pacientes, dos quais dezenove eram portadores de carcinomas
renais. Todavia, a necessidade do uso de um cateter especial, relativamente mais rigido e
menos opaco que os cateteres de polietileno utilizados em angiografia, limitava as manobras
para a liberagdo do dispositivo em vasos tortuosos. WIRTHLIN, GROSS, JAMES (1980)
descreveram o risco da utilizagdo das espirais metélicas nas situacdes em que a embolizagio
renal ¢ manobra neo-adjuvante 2 nefrectomia. Neste caso, as espirais dispostas de forma
muito proximal podem migrar para o interior da aorta quando da dissecgiio arterial ou ainda,
dificultar a ligadura arterial. MAZER, BALTAXE, WOLF (1981) apresentaram outros
possiveis problemas relacionados a utilizagio das espirais na embolizagio renal, referindo
que, espirais de grande didmetro poderiam permanecer demasiadamente alongadas,
determinande um menor efeito oclusivo. Nesta situagfio, parte da espiral poderia permanecer
no interior da aorta, a partir do ostio da artéria renal, constituindo um foco de trombose e
embolizacdo recorrente para os membros inferiores ou para o territorio mesentérico e
medular. A permanéncia da espiral, adaptada inadequadamente, favoreceria o traumatismo
recorrente da intima arterial, podendo resuitar em perfuragio ou pseudo-aneurismas.

Embora seu emprego seja limitado a vasos de grande e médio calibre, o processo
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inflamat6rio intenso, relacionado as espirais, promove uma embolizagio definitiva, que

representa a principal vantagem deste método (WHITE et al., 1979).

Os agentes adesivos teciduais, representados pelo isobutil-2-cianoacrilato e seus
derivados, foram os primeiros materiais sintéticos ndo-particulados utilizados na
embolizagio renal terapéutica (GIULIANI ef al, 1977). Estes autores demonstraram a
embolizagdo imediata da arténa renal, apos a administragdo do isobutil-2-cianoacrilato em
cédes ¢ em dois pacientes portadores de neoplasia renal. Apesar das vantagens representadas
pela baixa viscosidade e rapida polimeriza¢io apos contato com o sangue (KELAMI, 1976),
o principal problema do isobutil-2-cianoacrilato relaciona-se a sua instabilidade, sendo
frequente a obstrugiio do cateter de angiografia durante o procedimento (DOTTER,
GOLDMAN, ROSCH, 1975). Além disto, a polimerizagdo imediata determina a oclusdo
arterial instantnea e irreversivel, ndo admitindo erros de ma localizagdo do cateter e
exigindo a utilizagdo de técnica rigorosa (GOLDIN, 1976). Finalmente, a dose ideal para
uma embolizagio segura € de dificil determinagdo. DOTTER et al (1975) estudaram
cuidadosamente, em cdes, os aspectos anatomo-patoldgicos da embolizagio com o isobutil-
2-cianoacrilato, demonstrando a permanéncia tardia deste material agregado ao trombo
organizado. WHITE Jr. et al. (1977) verificaram os riscos potenciais de toxicidade local e

sistémica desta substincia, limitando seu emprego na pratica clinica.

A possibilidade de lesdio tecidual, associada aos contrastes radiologicos, foi
sugerida inicialmente por OBREZ & ABRAMS (1972). O emprego da suspensio de bario
na embolizagdo renal foi estudada em cdes por GOLDIN, NAUDE, HICKMAN (1974a),
que demonstraram necrose seguida de fibrose tecidual. Particulas de bario nos linfonodos do
hilo renal foram encontradas no exame histologico, porém, a analise de amostras pulmonares
ndo mostrou evidéncias de migragio. Posteriormente, a utilizagio deste material na pratica
clinica foi descrita no tratamento de um paciente portador de hipertensio renovascular
(GOLDIN, NAUDE, THATCHER, 1974b). Apesar do sucesso obtido, os riscos inerentes a

suspensdo de banto desestimularam novos estudos.
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DOPPMAN, POPOVSKY, GIRTON (1981) verificaram, em cfes e macacos,
lesdes celulares apds a infusdo endovenosa de contrastes radiolégicos iodados
hiperosmolares. Nos orgéos capsulados, o edema resultante poderia ocasionar a diminuigio
temporaria do fluxo sangiiineo, intensificando o componente isquémico da lesio. CRAGG et
al. (1983) demonstraram expenmentalmente a emboliza¢io renal com o diatrizoato de
meglumina aquecido a 100 °C, aperfeigoando a técnica anterior descrita por DOPPMAN et
al. (1981), que empregaram a mesma substéncia a temperatura ambiente. As vantagens dos
contrastes radiologicos relactonam-se ao baixo custo relativo, radiopacidade ¢ pequeno
potencial toxico sistémico. No entanto, a escolha pelos contrastes implica no uso de um
cateter com baldo para obstruir a artéria renal no momento da injegdo, além de estar

relacionada a um indice elevado de recanalizagio tardia (CRAGG ef al., 1983).

DOPPMAN et al. (1978) descreveram, em macacos e ovelhas, o emprego de um
pré-polimero de poliuretano com capacidade de polimerizagdo in vivo, podendo ser injetado
através de cateteres angiograficos de fino calibre. O maior inconveniente desta substancia
decorren do aumento de volume do material injetado apds a polimerizaco, com risco de
ruptura arterial ¢ sangramento. Além disso, a toxicidade tecidual tardia, representada por

uma arterite cronica, impediu a realizagio de estudos clinicos posteriores.

Inicialmente, o desenvolvimento de cateteres com baldes para angiografia teve

por objetive facilitar o procedimento, permitindo a melhor distribuigio do contraste,
particularmente em vasos de fino calibre (SERBINENKO, 1974). Posteriormente, estes

cateteres foram utilizados para prevenir o refluxe de agentes emboligenos, como o isobutil-
2-cianoacrilato (GIULIANI et al., 1977). A partir dos relatos de WOODSIDE, SCHWARZ,
BERGREEN (1976) ¢ GANG, DOLE, ADELMAN (1977), sobre os problemas de
seguranca ¢ seletividade de outros materiais na embolizagio terapéutica, WHITE er al.
(1979) demonsiraram, em treze pacientes, a utilidade dos baldes de silicone destacaveis
neste procedimento. Os argumentos a favor do emprego dos balBes incluiam o baixo risco
de embolizagio inadvertida de 6rgéos vizinhos e a possibilidade de encher e esvaziar o baldo
até a localizagio desejada. Quase simuiltaneamente, KAUFMAN ef ol (1979)
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demonstraram, num modelo experimental, a oclusio arterial permanente em 90 % das
artérias embolizadas, apesar do esvaziamenio do baldo, o qual permanecia imobilizado no
interior do trombo organizado no local da oclusdo. Contudo, assim como as espirais
metalicas, os balGes apresentam limita¢Ses quando empregados em vasos sangiiineos

tortuosos ou de fino calibre.

As primeiras tentativas do emprego clinico do etanol como agente emboligeno
foram frustradas devido 4 seguranga limitada do procedimento sob fluoroscopia, decorrente
da radiotransparéncia deste material. ELLMAN (1980) e ELLMAN et al.(1984) realizaram
tentativas de opacificagdo do etanol, utilizando contrastes ndo-idnicos como a metrizamina,
que foram pouco difundidas. Da mesma forma, a associagdo do Lipiodol® e etanol a 50 %
originou uma solu¢io radiopaca com elevado poder emboligeno (PARK ez al., 1986). A
embolizagio com etanol resulta da sua agdo citotoxica intra-arterial, que determina uma
vasculite difusa (BUCHTA er al, 1982). Este material também interage com os elementos
figurados do sangue na extremidade do cateter de angiografia, produzindo émbolos
microscopicos que causam obstrugio capilar (CRAGG et al. ,1983). ELLMAN et al. (1984)
estudaram experimentalmente 0s aspectos ultra-estruturais da embolizagio renal com etanol,
demonstrando necrose extensa das células endoteliais, acompanhada de degeneragio da
membrana basal. Recentemente, foi descrita a baixa eficacia da embolizagdo renal com
etanol em coelhos implantados com o carcinoma renal experimental VX2 (IMAI et al.,
1989). Embora ndo exista descrigio da toxicidade sistémica pos-embolizagio com este
material, niveis de etanol laboratorialmente mensuréveis foram verificados apos o
procedimento, implicando na necessidade de monitorizagio cuidadosa (CRAGG et al.,
1983). Estas dificuldades impediram o uso sistemético do etanol na pratica clinica.

O sulfato de tetradecil-sodio € um alquil sulfato com potente agdo esclerosante.
Sua aplicacio na embolizagio renal terapéutica foi proposta por CHO, BRADY, ANVER
(1983), que verificaram necrose coagulativa extensa, seguida de fibrose de todas as camadas
arteriais apos © procedimento em cZes. GRIFFIN ef al (1986) demonstraram a

desnaturac@o das hemiceas, com a formagio de um tampio amorfo que obstruiu o fluxo
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sanguineo capilar, pos-embolizagio da arteria renal de ces com este material. O emprego
do sulfato de tetradecil-sodio implica na obstrugdo proximal do limen arterial com um
baldo, a fim de prevenir o refluxo ¢ aumentar o tempo de contato da substdncia com a
parede arterial. Mesmo apos esta manobra, uma segunda sessdo pode ser necessaria para se
alcancar o efeito desejado. Outros problemas relacionados ac emprego do sulfato de
tetradecil-sodio sio o risco de embolizagdo periférica inadvertida e reagio anafilatica (CHO
et al., 1983).

1.3. O coligeno e a embolizacio terapéutica
1.3.1. Aspectos bioguimicos

O colageno € a principal proteina estrutural da matriz extracelular dos animais,
representando uma alternativa atraente de implante biologico (KNAPP, LUCK, DANIELS,
1977).

Sob a microscopia optica, a porgEo colagénica da matriz extracelular é formada
por numerosos feixes de filamentos, denominados fibrilas. As fibrilas de colageno sio
constituidas por moléculas de tropocolageno, agregadas segundo um arranjo supramolecular
helicoidal caracteristico (HAY, 1981).

As moléculas de tropocolageno sﬁd constituidas por trés cadeias polipeptidicas,
entre¢ as quais ocorrem ligagdes cruzadas intermoleculares de natureza covalente,
responsaveis pela estabilidade bioquimica da molécula (BORNSTEIN & PIEZ, 1966).
Diferencas entre as cadeias polipeptidicas caracterizam pelo menos cinco moléculas de
colageno identificadas, que sdo classificadas de I a V, de acordo com as cadeias que as
compdem (HAY, 1981). As ligagGes intermoleculares concentram-se nas extremidades nio-
helicoidais das moléculas de tropocoligeno, também denominadas, de acordo com sua
composigio bioquimica, de regides telopeptidicas ou porgdes carboxi e amino terminais
(TAKEDA et al., 1983).
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Nas diferentes espécies de mamiferos ocorreram, durante a evolugdo, algumas
variagbes na quantidade e na seqiiéncia dos aminoacidos da cadeia polipeptidica do
colageno. No entanto, a composi¢io essencial e 0 arranjo supramolecular caracteristicos
desta proteina fibrosa foram preservados, contribuindo para o batxo potencial imunogénico e
permitindo sua utilizagdio como xenoenxerto {(CHVAPIL, KRONENTHAL, VAN
WINKLE, 1973).

Os primeiros estudos sobre a antigenicidade do colageno foram conduzidos por
DAVISON ef al. (1967). Os principais determinantes antigénicos tipo-especificos € espécie-
especificos do colageno localizam-se nas porgdes telopeptidicas amino terminal e carboxi
terminal da proteina, em especial na cadeia alfa 2 (DAVISON ef al, 1967, SENYK &
MICHAELL 1973). A remogdo seletiva destas regides através da solubilizagio em pepsina,
apesar de reduzir o potencial antigénico de forma significativa, resulta na diminui¢io da
estabilidade molecular, uma vez que as ligaghes intermoleculares naturais concentram-se
nestas regides (KNAPP ef al, 1977). Assim, a introdugiio artificial de ligagdes
intermoleculares tem a finalidade de prolongar a sobrevida do enxerto, diminuindo a
resposta imune celular do hospedeiro (CHVAPIL ef al., 1973). O glutaraldeido representa,
até¢ o momento, a substincia mais utilizada com esta finalidade (STROTHER ez al., 1987,
DANIELS, KERLAN, DODDS, 1987, DAWSON ef al., 1995).

1.3.2. Evolucio dos preparados de coligeno

As particulas de “gelfoam™ representaram a primeira tentativa de emprego do
colageno na embolizacdo renal terapéutica. Este material foi descrito inicialmente por
LIGHT & PRENTICE (1945), tornando-se difundido como agente hemostatico local
(BATISTA, ERDI, FERRARO, 1967). HLAVA, STEINHART, NAVRATIL (1976)
verificaram a obstrugiio temporinia do fluxo arterial, promovida pelo “gelfoam”, na
embolizagdo de neoplasias renais. A seguir, BARTH, STRANDBERG, WHITE (1977)
demonstraram, em porcos, semelhangas radiclogicas ¢ anatomo-patolégicas na embolizacio

renal com “gelfoam” quando comparade a celulose oxidada e ao coagulo sangiiineo
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autologo, evidenciando a caracteristica temporaria da oclusdo arterial promovida por estes

agentes.

Embora inadequados para a embolizagdo renal defimitiva, materiais com meia
vida curta, como o “gelfoam”, podem ser uteis quando € necessaria a preservacdo do
parénquima, como nos traumatismos renais, em que a embolizagdo temporaria pode ser
suficiente para a interrup¢do definitiva do sangramento retroperitoneal ou da hemattria
(McLEAN & MERANZE, 1986). No entanto, apesar da seguranga atribuida a este material,
foi descrita a embolizagdo inadvertida do tronco celiaco, da artéria mesentérica superior
(MUKAMEIL., HADAR, NISSENKORN, 1979) e, ainda, gangrena do membro inferior
(PETER, JEFFERY, PASTER, 1977), sugerindo a utilizagiio de cateteres com balBes para
evitar o refluxo para a aorta. A intensa fragmentagio e compressio da molécula de
colageno, resultantes do processo de obtengdo do “gelfoam™, o tornam virtualmente n3o-
imunogénico, porém provocam a diminuigdo da sua biocompatibilidade, favorecendo sua
rapida absorgéo pelo organismo (ROBINSON ez al., 1990).

O uso de um preparado de colageno microfibrilar purificado, especifico para a
embolizagio de Orgdos, foi descrito primeiramente por KAUFMAN ez al (1978), que
empregaram este material na embolizagdo de artérias gastroepipldicas e renais em cies.
Assim como o “gelfoam”, tratava-se de um preparado de colageno bovino desnaturado,
apresentado na forma de uma suspenszo aquosa de particulas de coloragio esbranquicada e
denominado comercialmente de Avitene®. O estudo histolégico mostrou particulas de
colageno no interior de pequenos vasos, incluindo capilares glomerulares. Apods duas
semanas, as particulas encontravam-se parcialmente fagocitadas por macréfagos e por
células gigantes, resultando em absorgdc completa depois de trés meses. Também foram
verificadas, em todos animais, 4reas de arterite granulomatosa intensa com infiltrado

inflamatério crontco no espago perivascular.

Posteriormente, o emprego clinico deste material foi estudado por DIAMOND

et al. (1979) na embolizagio de carcinomas renais e vesicais. O estudo anatomo-patologico
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das pegas cirirgicas demonstrou a progressdo do colageno até as arteriolas aferentes, sem

evidéncias do material no interior-dos glomérulos ou veias renais.

Mais recentemente, NAKAO ef al. (1991) estudaram a eficacia e seguranga da
emboliza¢o hepatica com o Avitene®, verificando o descolamento da camada intima, edema
da tinica média e infiltrado inflamatdrio cronico persistente quatro semanas apds o
procedimento. Contrariando estes achados, SCHWEITZER et al. (1993) descreveram os
resultados de um estudo clinico no qual malformagses arteriovenosas cerebrais foram
submetidas & embolizagio terapéutica com o Avitene®. Os autores observaram resposta
tecidual discreta, com processo de regeneragio endotelial e recanalizaciio relativamente

precoces.

Apesar da vantagem relacionada 4 possibilidade do uso do Avitene® em
cateteres coaxiais de pequeno calibre, 0 que permite seu emprego em procedimentos de
embolizagio superseletiva, ¢ da auséncia de evidéncias experimentais (KAUFMAN ef al.,
1978, NAKAQ ef al, 1991) ou clinicas (DJAMOND ef al., 1979; SCHWEITZER et al,
1993} de embolia pulmonar apds o procedimento, o msco potencial de complicagdes
isquémicas, associadas ao refluxo para a aorta, sugere o uso de baldes para o controle do
procedimento (TURJMAN ez al., 1995).

STROTHER et al. (1987) descreveram primeiramente a utilizagio de um
preparado experimental 4 base de colageno tratado com glutaraldeido, na embolizagio de
0rgos, em caes. Os animais foram estudados por dois meses, sem absor¢do significativa do
material neste periodo. Os autores observaram a formagio de um depdsito amorfo
preenchendo o lamen vascular das arteriolas, acompanhada de tumefagio temporaria das
células endoteliais vizinhas. Em virtude da andlise tardia nfio mostrar nenhuma forma de
resposta celular no interior do enxerto, na parede vascular ou no tecido extravascular
adjacente, concluiram que a obstrugfio arterial por este agente era de natureza
exclusivamente mecdnica. Os mesmos autores também estudaram os efeitos desta substincia

quando injetada diretamente na artéria pulmonar, verificando que os ocasionais efeitos eram
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dependentes exclusivamente de uma obstrugdo mecinica, sem lesdes citotoxicas locais

decorrentes da presenca do colageno.

DANIELS ef al. (1987) estudaram outro preparado & base de colageno
microfibrilar estabilizado com glutaraldeido extraido da derme bovina, denominado
comercialmente de Angistat®, na embolizagio hepatica em ciies. Foi observada isquemia
transitoria decorrente da embolizagio arteriolar, seguida de proliferacdo endotehal e
recanalizacio precoce apds trés dias, com remogiio completa de todo o colageno e
reconstitui¢do da anatomia normal, apds dois meses. Posteriormente, QUINN ef al. (1988),
descreveram a embolizacdo inadvertida da vascularizagio de nervos periféricos, apos a
utilizagio do Angistat® como agente transportador de quimioterapicos no tratamento de
carcinoma de colo vterino localmente avangado. Apesar disto, STERNLICHT ef al. (1989)
com o intuito de estudarem a biodistribuicio de quimioterapicos infundidos em rins de
coelhos, verificaram a superioridade do Angistat® em relagio ao “gelfoam”. O estudo
histoldgico demonstrou a presenca de colageno em vasos de 10 um at€é 1 mm, observando-
se recanalizacdo em 94 % dos vasos embolizados, com minima reacdo inflamatoria

perivascular, ap0s duas semanas.

No sentido de aperfeigoar o emprego dos derivados do coldgeno na embolizagdo
de orgdos, passaram a ser desenvolvidos materiais especificos. DAWSON ez al. (1995)
descreveram, em porcos, a utilizagio de espirais revestidas de coldgeno estabilizado com
glataraldeido, a fim de aumentar o potencial emboligeno. Arteriografias seriadas e o estudo
anatomo-patolégico realizado apds 12 semanas mostraram que, foi possivel criar uma
cicatriz intravascular estivel € uma barreira endotelial superior 2 do trombo sangiineo

natural.

TURJIMAN et al. (1995) relataram o emprego experimental de microesferas de
colageno purificado como agente emboligeno. As microesferas foram produzidas a partir de
colageno extraido de placentas humanas e esterillizadas com raios gama. O estudo

histologico demonstrou as microesferas na forma de conglomerados basofilicos
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homogeéneos, identificiveis até cinco semanas apds o procedimento. Um infiltrado
mnflamatorio cronico foi identificado, ocupando a adventicia dos vasos embolizados,
contendo macrofagos e células gigantes. Nenhuma drea de necrose da parede arterial foi

verificada.

Mais recentemente, INO, KISHIRO, ITO (1996) relataram a utilizagdo
experimental de uma espiral de coldgeno, porém, sem a apresentagio de resultados

conclusivos,

1.4. Justificativa

Viarias propriedades inerentes ao coligeno justificam sen emprego como agente
emboligeno. Trata-se de um material biologicamente compativel, pouco imunogénico e com
propriedades hemostaticas, agindo especialmente sobre a agregagdo das plaquetas
(TURJMAN et al,, 1995). No entanto, os estudos realizados até o momento apresentaram
casuisticas modestas ou sio baseados em informagbes experimentais, algumas vezes com
resultados contraditorios. Além disto, diferencas nos processos bioquimicos, empregados na
obtengiio do coligeno, resultam em moléculas com propriedades diferentes. Desta forma,
apesar do potencial desta substéncia, novos estudos experimentais e protocolos prospectivos

e randdmicos sdo necessarios para estabelecer a sua possivel aplicabilidade clinica.
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2. Objetivos



1. Estudar a eficacia da embolizago renal experimental em cfies, empregando-se um gel

de colageno bovino purificado com propriedades reologicas conhecidas.

2. Avaliar a seguranga do mesmo gel em relagio a migra¢do de particulas de colageno &

distancia.
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3. Material e Meétodos



3.1. Escolha do modelo experimental

A escolha de cies para a realizagfo deste estudo teve por objetivos:

o Facilitar os procedimentos cirargicos, considerando-se a dimensdo da artéria renal em
cées.

¢ Permitir o controle do procedimento, através do estudo do fluxo arterial com a ultra-
sonografia com Doppler intra-operatéria, considerando-se a dimensdo da artéria renal
em cdes.

» Permitir a observagio dos animais por periodo de até 21 dias, em virtude de sua

capacidade de resisténcia a agressdo cirurgica.

3.2, Caracteristicas do preparado de coligeno

O colageno utilizado neste estudo foi produzido no Laboratério de Biologia
dos Colagenos I e Il ¢ Morfometria do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de
Campinas, pelo Prof. Dr. Benedicto de Campos Vidal, de acordo com técnica descrita
anteriormente {( VIDAL, 1995).

O preparado era composto de colageno do tipo I obtido de tend@es bovinos,
constituido por duas cadeias alfa-1 e uma cadeia alfa-2, tratado através de técnica de alta
purificagZc com a finalidade de eliminarem-se as por¢des imunogeénicas telopeptidicas.

O processo de solubilizagio do preparado de coladgeno consistia na
refrigeracdo por periodo de 24 horas, dos tenddes dissecados imersos em solugiio aquosa,
contendo 0,01% de acido cloridrico € 1 mg de pepsina por grama de tecido. O colageno
obtido era entdio reconstituido pela adi¢go de solugdo de NaCl 0,9 % até a concentragio
final de 5 %. A seguir, esta solugdo era estabilizada através de dialise prolongada em agua

destilada, por periodo de cinco a sete dias.
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O objetivo deste procedimento foi obter um gel de colageno com
caracteristicas reolégicas, que visavam facilitar sua adeséo ao endotélio € o preenchimento

vascular completo, além de permitirem a inje¢do através de cateteres de fino calibre.

A esterilizagio do colageno foi realizada através do método de irradiagio com
raios gama na dose de 2,5 Mrads, com o objetivo de preservar a estabilidade estrutural das
moléculas (CHVAPIL et al., 1973).

3.3. Composiciio dos grupos ¢ cronograma dos procedimentos

Foram utilizados 16 cies de raca indefinida com peso variando entre 5,5 kg e
21 kg (peso médic de 12,3 kg).

Os animais permaneceram em quarentena assim que foram recebidos, tendo
todos os cuidados necessarios no Biotério Central da Universidade Estadual de Campinas.
Em seguida, foram transferidos ao Biotéric do Nucleo de Medicina e Cirurgia
Experimental da Universidade Estadual de Campinas, onde foram mantidos durante a
realizagdo do experimento (APENDICE 1). Os animais foram divididos em dois grupos

iguais, de maneira aleatoria, e submetidos aos seguintes procedimentos:

e Grupo 1: Constituido por 8 cées submetidos 4 embolizagio aleatoria da artéria renal,
direita ou esquerda, permanecendo sob aobservagio por 2 dias, sendo, entdo,
sacrificados. Os procedimentos foram realizados de acorde com as técnicas

padronizadas descritas a seguir.

e Grupo 2: Constituido por 8 céies submetidos a embolizagio aleatéria da artéria renal,
direita ou esquerda, permanecendo sob observagdo por 21 dias, sendo, entdo,
sacrificados. Os procedimentos foram realizados de acordo com as técnicas
padronizadas descritas a seguir.
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3.4. Padronizacao dos procedimentos cirargicos

3.4.1. Embolizagao da artéria renal

a) Pesagem e identificagdo do animal, seguidas de indugdo anestésica através da inje¢do
intramuscular de solu¢dio contendo citrato de fentanil (0,0785 mg) e droperidol (2,5
mg). A anestesia foi mantida com infirsdo intravenosa de solugio de thiopental sédico
na dose de 25 mg/kg de peso, com os animais sob intubagio endotraqueal e ventilagio
mecanica, com fragdo inspiratoria de oxigénio igual a 0,3 e com freqiiéncia respiratoria

de 20 inspira¢es por minuto (APENDICE 2).

b) Imobilizagdo do animal em decibito dorsal com abdugio dos quatro membros,
proporcionando exposi¢do ideal do abdome.

¢) Tricotomia do abdome ¢ antissepsia cutidnea, utilizando-se solugio alcoolica de
polivinil pirrolidona-iodo a 10 %, seguidas de colocagio de campos estéreis
delimitando a regido supra-umbilical.

d) Laparotomia mediana supra-umbilical por planos, com retracdo da parede abdominal
utilizando-se um afastador de Gosset pediatrico.

¢) Mobilizagdo e protegiio das visceras intraperitoneais com compressas umedecidas, de
maneira a permitir a exposicio da fascia perirrenal do lado a ser submetido a
embolizagio da artéria renal, previamente definido através de sorteio.

f) Incisdo da fascia penirrenal seguida de dissecgdo cuidadosa da face convexa do rim e do
pediculo renal, com identificagdo da veia renal e reparo da artéria renal, empregando-se
uma fita cardiaca, logo apos a sua emergéncia da aorta abdominal.
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g) Verificagio do fluxo na artéria renal através da ultra-sonografia com Doppler intra-
operatoria (figura 1). Para tanto foi utilizado um transdutor ultra-sdnico de 10 Mhz
(APENDICE 3), protegido por um preservativo estéril e conectado a um gerador de
ultra-som (figura 2).

k) Medida dos didmetros renais: longitudinal e &ntero-posterior com um paquimetro

estéril (figura 3).

i) Pungdo tnica da artéria renal com um cateter de vendclise 27 Gauges (figura 4),
seguida de injegdo do gel de colageno (figura 5) até o desaparecimento do fluxo

sangiiineo, verificado através da ultra-sonografia com Doppler intra-operatoria.

j) Restituigiio do rim a fossa renal e sutura da fascia perirrenal.

k) Exposigio do rim contralateral de acordo com o procedimento ja referido, com injegio
de solucdo fisiologica de NaCl 0,9 %, no volume correspondente & quantidade de gel
de colageno utilizado no rim contralateral e verificagdo do fluxo sangiiineo na artéria
renal, através da uitra-sonografia com Doppler, da forma j4 descrita.

1) Sutura do periténio parietal, planos musculares e aponeurose do reto abdominal com
sutura continua de polipropilpropileno 4.0. Sutura da pele com pontos simples de
polipropilpropileno 4.0 e curative local com polivinil pirrolidona-iodo a 10 %.

m)Profilaxia antibiotica com solugfio de penicilina G benzatina (600.000 UI), penicilina G
procaina (300.000 UI), peniciina G potassica (300.000 UL, sulfato de
dihidroestreptomicina base (250 mg) e sulfato de estreptomicina base (250 mg),
administrada em 2 doses intramusculares, sendo uma no periodo pés-operatorio

imediato e a outra apos 12 horas do seu término (APENDICE 2).
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n) Espera até o despertar do animal e transferéncia para a gaiola de recuperagdo

anestésica. A analgesia pds-operatoria, quando necessaria, foi realizada com solucdo de

dipirona intramuscular, na dose de 15 mg/kg por dose.

Figura 1. Gerador e transdutor ultra-sénico empregados no estudo.

Figura 2. Aspecto da ultra-sonografia com Doppler intra-operatoria da artéria renal, utilizando-se o

transdutor ultra-sdnico protegido por um preservativo esteril.
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Figura 3. Mensuragdo intra-operatoria do didmetro longitudinal (A) e ntero-posterior (B).
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Figura 4. Conjunto utilizado para a embolizagdo, composto por um cateter de vendclise 27 Gauges,

conectado a uma seringa de 1 ml.

Figura 5. Puncdo da artéria renal.
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3.4.2. Sacrificio dos animais

a) Pesagem e identificacio do animal, seguidas de indugio anestésica através da injecdo
intramuscular de solugdo contendo citrato de fentanil (0,0785 mg) e droperidol (2,5
mg). A anestesia foi mantida com infusdo intravenosa de solugio de thiopental soédico
na dose de 25 mg/kg de peso, com os animais sob intuba¢fio endotraqueal e ventilagdo
mecanica, com fragfo inspiratéria de oxigénio igual a 0,3 e com freqii€ncia respiratoria

de 20 inspiragdes por minuto (APENDICE 2).

b) Imobilizagio do animal em decibito dorsal com abdugio dos quatro membros,

proporcionando exposigio ideal do abdome.
¢) Tricotomia do abdome, seguida de antissepsia cutinea, utilizando-se solugéio alcodlica
de polivini! pirrolidona-iodo a 10 %.

d) Colocagio de campos estéreis delimitando a regido supra-umbilical.

e) Laparotomia mediana supra-umbilical por planos com retra¢io da parede abdominal,
utilizando-se um afastador de Gosset pediatrico.

f) Mobilizagdo das visceras abdominais com exposi¢iio dos rins e medida dos didmetros
renais longitudinal e Aantero-posterior, empregando-se um paquimetro estéril,
bilateralmente.

g) Identificagéio bilateral do pediculo renal e verificagdo do fluxo na artéria renal através
da ultra-sonografia com Doppler intra-operatéria, de acordo com a forma descrita

anteniormente.
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h) Disseccdo e ligadura da aorta e veia cava, acima e abaixo da emergéncia das artérias
renais, com exérese imediata dos rins, incluindo seguimento da aorta abdominal ¢ veia

cava inferior, em bloco.

i) Infusdo intravenosa em bole de 25 mEq de solugio de KCl 19,1 % até a ocorréncia de

parada cardiorrespiratéria.

j) Exame cuidadoso das visceras abdominais, em especial de todo o intestino delgado e

colons, a fim de verificar a presenga de areas de infarto.

k) Exérese do figado e pulmio para estudo anatomo-patoldgico.

1) Dissecgiio e exame macroscopico da musculatura da regido distal das patas posteriores
com exérese das areas suspeitas, eventualmente presentes, para estudo anitomo-
patologico.

3.5. Estudo anitomo-patelégico

3.5.1. Macroscopia

Teve por finalidade verificar a presenga de areas de necrose isquémica, fibrose

€ cicatrizes renais. Para tanto, foram padronizados os seguintes procedimentos:
a) Incisdo longitudinal da aorta para inspegio dos ostios das artérias renais.

b) Secgles transversais seriadas das artérias renais para verificagdio da presenca de

trombos.

¢} Dissecgdo cuidadosa dos rins com observacio de areas de infarto na superficie renal.
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d) Incisio longitudinal do parénquima renal para observagdo de areas de infarto.

¢) Exame macroscépico da superficie externa do figado e pulmdes e da superficie de corte
destes 6rgdos apos secgdes seriadas dos mesmos. As dreas consideradas suspeitas
foram selecionadas para estudo complementar sob microscopia Optica. Na auséncia de
areas suspeitas, fragmentos da superficie destes orgios escolhidos aleatoriamente,

foram selecionados para estudo anatomo-patolégico.

f) Fixacdo das pegas cirargicas através da imers3o imediata em solugdo de formalma a

10 % por um periodo de 12 horas.

3.5.2. Microscopia Optica

Foram realizadas secgbes transversas seriadas de 10 mm dos rins fixados
envolvendo a cortex e medula renal, incluindo-se o polo superior, corpo ¢ ¢ pélo inferior.
Os fragmentos foram progressivamente desidratados com solugdes de etanol em
concentragbes crescentes (70 % até 100 %), ¢ a seguir imersos em solugiio de xilol ¢
incluidos em parafina. ApOs esta etapa, foram confeccionadas ldminas com 5 pm de
espessura, coradas com hematoxilina ¢ eosina. As amostras das outras visceras foram
confeccionadas da mesma maneira, sendo padronizadas, para cada animal, 6 amostras de
tecido hepatico ¢ 6 de tecido pulmonar. Fragmentos de outras visceras somente foram

examinados na evidéncia de areas suspeitas.

A anilise microscopica teve por objetivo avaliar os seguintes pardmetros:
exsudato inflamatorio e reagfio local ao colageno injetado; presenga de trombos e
alteragdes no endotélio arterial, areas de necrose, incluindo hiahinizagfic glomerular e

tubular e areas de fibrose cicatricial.

Marterial e Métodos 27



3.5.3. Microscepia de polarizacio

As laminas foram examinadas de forma complementar através de microscopia
de polarizagdo. A escolha desta técnica teve por finalidade identificar o gel de colageno,
que exibe a propriedade da birrefringéncia de forma ou textural quando examinado desta
maneira. A birrefringéncia é o fénomeno optico exibido por compostos e tecidos
biologicos que apresentam dois indices de refragiio distintos. Esta diferenga determina um
brilho caracteristico das estruturas durante o exame (VIDAL, 1987).

3.5.4. Estudo da variacio do volume renal

A variagdo do volume renal apds a embolizagio foi estudada através da
medida intra-operatéria dos didmetros longitudinal e &ntero-posterior (APENDICE 4). As
medidas foram efetuadas com um paquimetro estéril apés a exposi¢iio ¢ mobilizagdo do
rm. Para o cilculo do volume renal foi utilizada a formula do volume de um elipsoide
(BROWN, 1989):

2z
Volume = w
2
Onde: L = Diametro longitudinal
W = Diametro intero-posterior

No estudo comparativo dos grupos, foi elaborada inicialmente a estatistica
descritiva das varidveis, representadas pelos volumes renais calculados antes e apos a
realizacdo do procedimento nos dois grupos. A seguir, foram efetuadas comparagdes entre
0s volumes iniciais dos rins direito e esquerdo do mesmo animal, a fim de determinar se
cada cdo poderia constituir uma unidade experimental. Finalmente, foram realizadas
comparagdes para estudar as diferencas entre as varidveis de interesse (volumes), apos a
embolizacdo, nos dois grupos. As comparagdes foram efetuadas através do teste niio-
parametrico de Friedman para amostras relacionadas (CONOVER, 1971).
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A hipétese de nulidade considerou que, as duas amostras seriam provenientes
de populagdes com a mesma estatistica de localizagdo, que no presente experimento
indicaria a auséncia de diferenca entre os volumes renais comparados. Em todos o0s testes,
nivel de rejeicdo da hipétese de nulidade foi fixado em 0,05 ou 5 % (alfa menor ou igual
0,05).
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4. Resultados



4.1. Observacdes realizadas no periodo pés-operatorio

Durante o periodo de observagdo os animais apresentaram dor de intensidade
variavel, representada por diminuig8o da atividade motora e inapeténcia, sobretudo no
primeiro ¢ segundo pés-operatorio, com boa resposta a medicagio analgésica. Ndo foram
verificados sinais sugestivos de comprometimento sistémico, moderado ou grave, ou

complicagGes relacionadas especificamente ao procedimento realizado.

4.2. Alteracdes anitomo-patolégicas

4.2.1. Macroscopia

e Grupol

Nas artérias renais, submetidas a embolizagio com gel de colageno, foram
encontrados depositos amorfos, de coloragio esbranquigada, preenchendo todo o Mimen
arterial. Estes depdsitos prolongavam-se através do hilo renal em diregfio ao parénquima,
acompanhando os ramos interfobares. Foram observados trombos sangiineos de extensdo
variavel, a montante destes depdsitos, prolongando-se, em dois animais, até ao éstio da
artéria renal. Aderéncias perivasculares frouxas também foram encontradas nas artérias
renais embolizadas. N&o foram verificadas éreas macroscopicas de necrose na parede

arterial.

As artérias renais contralaterais, submetidas a infusio de solugdo de
NaCl 0,9 %, apresentaram-se pérvias em todos os animais, sendo observados apenas

pequenos coagulos no local da puncio arterial e discretas aderéncias perivasculares.

Nos rins embolizados com gel de colageno foram encontradas aderéncias
frouxas aos tecidos vizinhos, facilmente desfeitas através de dissec¢do romba, sem areas

macroscopicas de necrose ou exsudato purulento. A superficie externa e as secgdes dos
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rins embolizados mostraram 4reas esbranquigadas em todo o parénguima, denotando

isquemia tecidual.

Neste grupo, os rins contralaterais, submetidos & infusio de solugio de
NaCl 0,9 %, apresentaram-se com aspecto normal ¢ com aderéncias perirrenais frouxas,

resultantes da dissec¢do realizada para a mensuragio dos didgmetros renais.

As visceras examinadas apresentaram-se macroscopicamente normais, com
excegdo do pulméo esquerdo do cdo 2, no qual foi verificada 4rea hiperémica, sugestiva
de processo inflamatdrio. Ndo foram encontradas, em nenhum animal, areas suspeitas de

embolia durante a dissecgéio da musculatura distal das patas posteriores.

¢ Grupo 2

Em todos os animais deste grupo, as secgBes transversais das artérias renais,
submetidas a emboliza¢io com gel de colageno, mostraram oclusio completa do lamen
vascular sem evidéncias macroscopicas de recanalizaciio. Como no grupo anterior, nio
foram identificadas dreas de necrose macroscopica na parede arterial. As artérias renais

contralaterais, submetidas 4 infusfio de solugio de NaCl 0,9 %, apresentaram-se normais.

A maioria dos animais submetidos & embolizagio com gel de colageno
apresentou diminuigdio acentuada do volume ¢ aumento da consisténcia do parénquima
renal (figura 6). Foram observados espessamento da capsula renal e aderéncias is
estruturas vizinhas. Em todos os animais, as secgdes dos rins embolizados demonstraram
intensa atrofia da camada cortical. Ndo foram observados exsudato puruiento, areas de

necrose liquefativa ou abscessos, a exemplo do grupo 1.

Os rins contralaterias submetidos 2 infusdo de solugdo de NaCl 0,9 %

apresentaram-se, na sua maioria, aumentados de volume, com superficie de aspecto
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regular e com aderéncias frouxas aos tecidos vizinhos, decorrentes da dissec¢do realizada

no procedimento anterior (figura 6).

Figura 6. Aspecto macroscopico do parénquima renal apos 21 dias da embolizacio com gel de colageno.

Acentuada atrofia cortical (a direita) em comparacdo com 0 rim controle, de aspecto normal (a esquerda).

Neste grupo, o exame macroscopico do figado, bago, intestinos e pulmdes nado
monstrou areas suspeitas de infarto inadvertido. Também ndo foram encontradas, em
nenhum animal, areas isquémicas durante a dissec¢do da musculatura das patas

posteriores.
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4.2.2. Microscopia éptica e de polarizacio

e Grupol

Nos cdes submetidos a embolizagdo com gel de colageno sacrificados apds 2
dias do procedimento, foram verificados depositos amorfos acidofilos preenchendo o
limen da artéria renal e prolongando-se até as arteriolas. A superficie endotelial e as
demais camadas da parede arterial, incluindo-se a lamina elastica interna, tunica média,
lamina elastica externa e camada adventicia, permaneceram integras. Nao foi encontrada
nenhuma forma de reagdo inflamatéria perivascular (figura 7). Foram verificadas
numerosas hemaceas e plaquetas na superficie externa do émbolo, que encontrava-se
intimamente aderido a parede arterial. O estudo através da microscopia de polarizagdo
demonstrou que, o émbolo era composto, na sua totalidade, por fibrilas de colageno
birrefringente, correspondendo integralmente ao material injetado. No grupo controle nio

foram encontradas alteragdes arteriais a microscopia.

Em todos os animais, o estudo dos rins embolizados com gel de colageno
mostrou os glomérulos com graus diversos de necrose, exibindo edema mesangial e
depositos hialinos no interior da capsula de Bowman. Foi evidenciada congestdo venosa e
dos capilares glomerulares em todos os animais. Verificaram-se areas de necrose
envolvendo os tubulos contornados, caracterizadas pela degeneragdo dos nicleos celulares
e citoplasma basofilo, além de perda da estrutura normal e edema intersticial (figura 8).
Apesar da necrose celular extensa, ndo foi idenficada reagio inflamatoria significativa,

denotando um infarto asséptico.

O estudo dos cortes seriados dos rins controle de todos os cdes revelou
estruturas essencialmente normais. Os glomérulos mostraram-se preservados e os tibulos
contornados e demais estruturas apresentaram-se intactos. Nao foram detectados edema
inflamatoério, areas de necrose ou estase sanguinea. Nao foram encontrados residuos de

gel de colageno sob microscopia de polarizagio.
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Figura 7. Secgdo da artéria renal com émbolo acidofilo compacto apds 2 dias da embolizagdo. As camadas

da parede arterial apresentam-se preservadas (hematoxilina e eosina, 10 vezes).

Figura 8. Area com glomérulos apresentando sinais iniciais de necrose apds 2 dias da embolizagdo,

exibindo depdsitos hialinos no interior da cipsula de Bowman. Verifica-se, também, necrose tubular

associada (hematoxilina e eosina, 64 vezes).
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Neste grupo, as amostras de tecido pulmonar de todos os animais, com
excecdo do cdo 2, encontravam-se normais. Os alvéolos mostraram-se preservados € a
arquitetura tecidual estava intacta. A microscopia de polarizagdo ndo revelou sinais de
fragmentos do gel de colageno no parénquima pulmonar. No cdo 2 foi encontrada uma
area de congestdo alveolar, associada a escassas células inflamatorias mononucleares e
plasmocitos. A microscopia de polarizagdo nao demonstrou a presenga de gel de

colageno, com as arteriolas apresentando-se com aspecto normal.

As amostras de tecido hepatico, sob microscopia Optica e de polarizagdo,
mostraram-se normais em todos os caes. Os hepatocitos e a estrutura tecidual

apresentaram-se preservados.

e Grupo 2

Nos animais submetidos a embolizagdo com gel de colageno e sacrificados
apos 21 dias do procedimento foi encontrada uma reag@o proliferativa do endotélio em
torno dos émbolos, determinando intima adérencia a parede arterial. No interior dos
émbolos foi observada proliferagdo fibroblastica, sem a presenca de células inflamatorias
ou sinais de fagocitose e de absor¢do do material, confirmados pela microscopia de

polarizagao (figuras 9 e 10).

De forma semelhante ao grupo 1, ndo foram verificadas alteragdes estruturais
nas camadas arteriais ou na regido perivascular, com os émbolos de colageno encontrados
no interior das arteriolas, porém, sem evidéncias de sua progressdo até aos capilares

glomerulares. As artérias renais dos rins controle apresentavam-se com aspecto normal.
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Figura 9. (A) Seccdo da artéria renal apos 21 dias da embolizagdo, mostrando a intima aderéncia entre o
endotélio e o émbolo. A parede arterial estd preservada (hematoxilina e eosina, 10 vezes). (B) Microscopia
de polarizagio demonstrando a natureza birrefringente do colageno injetado, semelhante as fibras

coldgenas naturais da parede arterial (hematoxilina e eosina, 12,8 vezes).
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Figura 10. Detalhe mostrando o processo de organizacdo do émbolo, com proliferagdo fibroblastica na
periferia do mesmo, sem reagdo inflamatéria significativa ou fagocitose do material. (A) Hematoxilina e

eosina, 102 vezes. (B) Mesma area sob microscopia de polarizagdo, 64 vezes.
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Nos cdes submetidos a embolizagdo com gel de colageno, o parénquima renal
apresentava um processo evolutivo de degeneragao, com atrofia e hialinizagdo glomerular
difusa e inicio de fibrose de alguns glomérulos (figura 11). Foram encontrados depositos
difusos de hemossiderina no interior do parénquima, resultantes da hemolise das hemaceas
acumuladas nos capilares glomerulares, ap6s a embolizagdo (figura 12). Vacuolizagdo e
necrose tubular extensas foram verificadas, com proliferag@o de fibroblastos originarios do
tecido intersticial mesenquimatoso, localizados em torno de agrupamentos celulares
acidofilos, compostos por células epiteliais tubulares necroticas (figura 13). A microscopia

de polarizagdo evidenciou a neoformacdo de colageno no local (figura 14). De forma

semelhante ao grupo anterior, ndo foi verificada reagé@o inflamatoria significativa.

Figura 11. Area evidenciando glomérulo hialinizado. intensa fibrose intersticial e necrose tubular

(hematoxilina ¢ cosina, 64 vezes)
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Figura 12. Area evidenciando depdsitos de hemossiderina em meio aos tibulos contornados hialinizados

(hematoxilina e eosina. 64 vezes).

§

Figura 13. Area exibindo tibulos com vacuolizagdo e hialinizacdo, além de completa desor, cdo

estrutural. Ndo se verifica processo inflamatorio significativo (hematoxilina e eosina, 64 vezes).
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Figura 14. (A) Tubulos contornados exibindo destrui¢do estrutural completa, associada a proliferacdo de
fibroblastos intersticiais, apés 21 dias da embolizagdo com gel de coldgeno (B) Mesma drea sob

microscopia de polarizagdo, exibindo o carater birrefringente do colageno recém-formado (hematoxilina e

eosina, 100 vezes).
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Nos rins controle nfo foram verificadas alteragGes patologicas, com excegio
do ¢do 11, no qual foram encontrados émbolos de gel de colageno no interior de algumas

artertolas, denotando refluxo do material durante o procedimento.

Micrescopicamente, as amostras de tecido hepético e pulmonar, a exemplo do

grupo 1, apresentaram-se com aspecto normal em todos animais.
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4.3. Alteragdes do volume renal

Foi realizado iniciaimente o estudo descritivo das varidveis, representadas

pelos volumes renais obtidos previamente e apés o procedimento nos grupos 1 e 2,

conforme apresentado nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1. - Grupo 1 - Estatistica descritiva dos volumes renais apos a embolizacio com
gel de coligeno e infusdo de solugdo de NaCl 0,9 % |

n®de Média dos  Mediana dos s
animais  volumes (ml) volumes (ml)
Volume NaCl10,9 % 8 19,938 19,216 5,686
pré-embolizacio Colageno 8 17,849 16,445 6,042
Volume NaCi 0,9 % 8 22,850 19,318 9,741
pos-embolizacdo  Colageno 8 20,089 19,581 7,070

Tabela 2. - Grupo 2 - Estatistica descritiva dos volumes renais apos a embolizagio com
gel de colidgeno e infusdo de solugdo de NaCl 0,9 %

n’de Média dos  Mediana dos s
animais  volumes (ml) volumes (ml)
Volume NaCl 0,9 % 8 30,172 28,125 12,689
pré-embolizacio Coligeno 8 29,677 29,072 12,875
Volume NaCl10,9 % 8 37,907 37,789 13,809
pos-embolizacio Colageno 8 19,765 16,868 12,632

Nio foram observadas diferencas significativas entre os volumes dos rins

direito e esquerdo do mesmo animal, previamente a4 execu¢io do procedimento nos

grupos 1(p =0,16)e2 (p = 0,49), de acordo com o teste de Friedman.
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Os volumes renais, referentes aos animais sacrificados apés 2 dias (grupo 1),
encontram-s¢ nas tabelas 3 ¢ 4, que apresentam, também, a variagdo volumétrica absoluta

e percentual apds a embolizagio com gel de colageno e infusdo de solugiio de NaCl 0,9 %.

Tabela 3. Grupo 1 - Variacio do volume renal apos 2 dias
da embolizacdo com gel de coldgeno (em ml)

Ciao  Pré-embolizacio Pés-embolizacio  Variacio (ml) Variacio (%)

1 17,914 14,688 3,226 -18%
2 10,143 14,400 - 4,257 42 %
3 13,824 13,536 0,288 2%
4 29,696 35,393 - 5,697 19 %
5 19,318 20,412 - 1,094 6%
6 14,976 23,127 -8,152 54 %
7 14,688 20,412 - 5,724 3% %
8 22,234 18,750 3,485 -16%

P = 0,49 (ndo significativo)

Tabela 4. Grupo 1 - Variagio do volume renal apos 2 dias
da infuséo de solugdo de NaCl 0,9 % (em ml)

Cao Pré-infusio Pés-infusio Variac¢io (ml) Varia¢iio (%)
1 23,850 20,047 3,803 -16 %
2 16,949 17,678 -0,729 4%
3 12,096 12,960 - 0,865 7%
4 31,232 41,037 - 9,806 31%
5 20,384 20,776 -0,392 2%
6 19,683 18,59 1,093 -6%
7 16,562 16,900 - 0,338 2%
8 18,750 34,816 - 16,066 86 %

P = 0,16 (ndo significativo)
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De acordo com o teste de Friedman, ndo houve variagio significativa do
volume renal apOs a embolizagio com gel de colageno (p = 0,49) e apds a infusfio de
solugdo de NaCl 0,9 % (p = 0,16) nos animais pertencentes ao grupo 1. Também néo foi
verificada diferenga significativa entre os volumes finais dos rins embolizados com gel de
colageno em relagdo aos rins controle contralaterais (p = 0,49), segundo o mesmo teste.
No entanto, foi observado um aumento da mediana dos volumes dos rins embolizados
com gel de colageno, enquanto a mediana dos volumes dos rins controle manteve-se

praticamente inalterada (figura 15).
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Figura 15. Variagio da mediana dos volumes renais pré ¢ pés-embolizacio com gel de colageno (C) e
infusfio de selugiio de NaCl 0,9 % (8), apos 2 dias.

Os volumes renais, referentes aos animais sacrificados apés 21 dias (grupo 2),

encontram-se nas tabelas 5 e 6, que apresentam, também, a varia¢do volumétrica absoluta
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e percentual apds a emboliza¢@o com gel de colageno e infusio de solugiio de NaCl 0,9 %,

neste periodo.

Tabela S. Grupo 2 - Variagio do volume renal apos 21 dias
da embolizacdo com gel de coligeno (em mi)

Cio  Pré-embolizacio Pés-embolizacio  Variacio (ml) Variacio (%)

9 18,590 20,047 - 1,458 8%
10 16,875 8,820 8,055 -48 %
11 47,304 41,926 3,378 -11%
12 16,128 10,143 3,985 -37%
13 26,912 13,794 13,118 -49 %
14 ' 31,581 8,122 23,459 -74%
15 48,800 35,328 13,472 -28%
16 31,232 19,942 11,290 -36%

P = 0,04 (significativo)

Tabela 6. Grupo 2 - Variacdo do volume renal apés 21 dias
da infusdo de solucdo de NaCl 0,9 % (em ml)

Cio Pré-infusio Pés-infusio Variacio (ml) Variacio (%)
9 17,238 21,445 - 4,208 24 %
10 24750 28,160 -3,410 14 %
11 57,038 47,230 9,808 -17%
12 17,500 24 986 - 7,486 43 %
13 32,768 41,472 - 8,704 27 %
14 28,800 36,992 - 8,192 28 %
15 27,450 64,386 -36,936 135 %
16 35,836 38,587 -2,752 8%

D = 0,04 (significativo)
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De forma contraria ao grupo 1, foi verificada variagio significativa do volume
renal apos a embolizagdo com gel de coldgeno (p = 0,04) e apos a infusdo de solugdo de
NaCl 0,9 % (p = 0,04) nos animais pertencentes ao grupo 2, segundo o teste de Friedman.
Esta variagdo decorreu da diminuigdo do velume renal apds a embolizagiio com gel de
colageno e do aumento do volume do rim controle contralateral, ocorrido no periodo de
21 dias, conforme ilustrado na figura 16. Confirmando estes achados, houve também, uma
diferenga significativa (p = 0,0/) na comparagfio entre os volumes finais dos rins

embolizados col gel de colageno, em relagio aos rins controle contralaterais.
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26
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22
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Figura 16. Variacic das medianas dos volumes renais pré e pos-embolizacdo com gel de colageno (C) e
solucio de NaCl 0,9 % (8), ap6s 21 dias.
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5. Discussdo



5.1. Consideracdes sobre 0 mecanismo da embelizacio com preparados de colageno

A obstrugio do fluxo arterial apos a infusdo de um agente emboligeno pode
ser uma conseqiiéncia da a¢do predominantemente mecinica do material, como ocorre
com o uso do coigulo sangiiineo autdlogo (ROSCH er al., 1972), tecido adiposo
subcutdneo (RIZK et al., 1973), silicone (MOSSO ef al., 1973) e baldes para oclusio
arterial (SERBINENKO, 1974). Outros compostos causam a obstrugio do fluxo
sangiiineo através de um efeito exclusivamente citotéxico sobre a parede arterial,
determinando uma trombose secundaria, tal como ocorre com os agentes adesivos
teciduais (GIULIANI et al., 1977), contrastes radiologicos (OBREZ & ABRAMS, 1972),
etanol (ELLMAN, 1980) e sulfato de tetradecil-sédio (CHO ef al., 1983). Eventualmente,
os dois mecanismos podem estar presentes simultaneamente, com predominio de um ou
outro efeito, tal como ocorre como uso de particulas de élcool polivinilico
(TADAVARTHY et al., 1975), espirais metalicas (GIANTURCO er al., 1975) e polimero
de poliuretano (DOPPMAN et al., 1978).

O estudo do mecanismo de embolizagio dos preparados de colageno,
disponiveis atualmente, apresenta as dificuldades inerentes 4 comparacio de materiais
biolégicos obtidos através de diferentes padroniza¢des técnicas. Independentemente do
método utilizado para sua obtengdo, o preparado de coldgeno ideal deve provocar a
obstrugéo completa e duradoura do limen arterial, que determinaré a necrose isquémica
do tecido embolizado, além de induzir reagdo iﬁﬂamatéria local e resposta imunoldgica

minimas.

Muitos dos riscos da embolizagdo terapéutica relacionam-se a técnica de
angiografia e as particularidades do oOrgdo a ser embolizado. Entretanto, algumas
complicagbes podem ocorrer ou ser agravadas pela intolerincia ao material. Embora a
isquemia isoladamente possa ocasionar um processo inflamatorio local, este pode ser
intensificado pelas propriedades e composicio do preparado de coligeno utilizado
(STROTHER er al., 1987). Assim, ¢ desejavel a preferéncia pelos compostos sem tais
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efeitos. Além disso, consideramos que caracteristicas fisicas relacionadas a adesividade,
viscosidade e elasticidade do preparado sdo igualmente importantes para se determinar a
taxa de persisténcia do colageno, o risco de embolizagdo inadvertida de outros 6rgéos e o

resultado final do procedimento.

Além do efeito mecinico local, o colageno ¢, naturalmente, um potente agente
trombogénico, estimulando a sintese de tromboxano A,, que representa um dos principais
agentes da agregagdo das plaquetas. Participa, também, da via intrinseca da cascata da
coagulagio, ativando o fator XII (CHVAPIL et al, 1973). DAWSON er al. (1995)
sugeriram que, as plaquetas ativadas produzem um fator de crescimento que estimularia a
migracio fibroblastica. Estas células ocupariam posi¢des dinamicamente estaveis no
interior do émbolo, iniciando a sintese de colageno. Por sua vez, o colageno formado
neste processo funcionaria como uma nova plataforma, onde outros fibroblastos recém-
migrados poderiam estabelecer-se, iniciando a sintese de mais colageno e terminando por

originar uma fibrose duradoura.

5.2. Aspectos especificos da emboliza¢ao com os preparados de colageno

5.2.1. Colageno microfibrilar purificado

O Avitene® representa o primeiro ¢ principal composto desta categoria de
preparados de coligeno para embolizagfo terapéutica. Este material foi desenvolvido a
partir de colageno extraido de tenddes bovinos, conforme o relato de KAUFMAN et al.
(1978). Seu processo de obtengdo inclui acentuada fragmentacio da molécula, decorrente
da solubilizagio com acido cloridrico em concentragdo elevada, resultando na diminui¢do
da biocompatibilidade. Desta forma, apesar de constituir-se um poderoso agente
trombogénico, caracteristicamente induz acenfuada reacdo inflamatéria local. Apds a
embolizagdo, ocorre descolamento da tinica intima e fragmentagdo da ldmina elastica
interna e da tinica média (NAKAO ef al, 1991). Segue-se uma arterite granulomatosa

significativa, contendo células gigantes e um infiltrado inflamatonio crénico no interior da
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parede arterial e no espago perivascular (KAUFMAN ef al, 1978). A necrose da parede
vascular, especialmente quando ocorre em vasos recém-formados (como nas neoplasias)
ou nas malformagBes arteriovenosas e aneurismas, pode resultar em efeitos adversos, em

virtude da auséncia dos mecanismos de reparagio naturais (KAUFMAN et al, 1978).

Histologicamente, o Avitene® ¢é reconhecido como um material intensamente
acidofilo e acelular no limen dos vasos sangiiineos. Verificou-se, também, incidéncia
elevada de infiltrado de eosinofilos, possivelmente representando um grau discreto de
reagiio inflamatéria de natureza alérgica. As particulas de colégeno sio absorvidas atraves
da fagocitose por macrofagos e células gigantes do tipo corpo estranho, seguindo-se
recanalizagiio precoce apds duas semanas (SCHWEITZER ez al., 1993).

A adesividade da molecula de colageno também é comprometida durante a
produgiio do Avitene®, o que explica a disseminagiio das particulas através do leito
vascular, podendo estas alcancarem as arteriolas aferentes (DIAMOND ef al, 1979) ¢ os
capilares glomerulares (KAUFMAN ez al, 1978). Tal processo possibilita o aumento

indesejavel da reagfo inflamatdria no orgdo.

O Avitene® é composto por fibras colagenas de 50 até 200 um. No entanto,
NAKAOQ ef al. (1991) verificaram, sob microscopia eletrbnica, a presenga de numerosas
particulas menores em suspensio neste preparado e que eram resultantes da fragmentagio
da molécula original. Estes residuos poderiam, eventualmente, atravessar a rede capilar,

determinando microembolizagdies pulmonares, ainda que assintomaticas.
5.2.2. Colageno microfibrilar estabilizade com glutaraldeido

A biocompatibilidade do colageno depende significativamente da preservacéo
de sua estrutura helicoidal supramolecular que, por sua vez, determinard menor reagao
inflamatoria. Este arranjo é normalmente comprometido no processo de solubilizacio

enzimitica do colageno, em decorréncia da remogdo das cadeias telopeptidicas
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(CHVAPIL ef al., 1973). Desta forma, ¢ interessante a proposta de introdugéo artificial de
ligagtes intermoleculares entre as cadeias do colageno, com a finalidade de prolongar a

sobrevida do enxerto.

Embora o glutaraldeido seja muito empregado para a estabilizagdo do
colageno, estudos anteriores alertaram para a possibilidade de efeitos citotoxicos
provocados por concentragdes crescentes desta substdncia no implante (THODEN,
VELZEN, HOOF, 1977, COOKE, OLIVER, EDWARD, 1983).

Mais recentemente, McPHERSON, SAWAMURA, ARMSTRONG (1986)
compararam experimentalmente implantes subcutineos de colageno tratado com
glutaraldeido em diferentes concentragGes. Os autores verificaram diminuigfio da resposta
imune celular e indice de persisténcia do enxerto de at€¢ 90 %, apoOs quatro meses, nas
amostras com glutaraldeido em concentragGes iguais ou pouco inferiores a 0,01 %. Nestas
condigdes, 0s enxertos apresentaram reag#o caracterizada por invasio fibroblastica,
neovasculariza¢io e pouca ou nenhuma evidéncia de inflamacdo local. Concentragtes
superiores induziram uma reagdo do tipe corpo estranho de intensidade crescente, sendo,

este fenbmeno, atribuido a presenca de glutaraldeido residual livre no preparado.

O comportamento biolégico dos preparados de colageno estabilizado com
glutaraldeido e especialmente desenvolvidos para a embolizagdo terapéutica foi descrito
inicialmente por STROTHER et al. (1987), em um estudo experimental em cées,
envolvendo a embolizagdio vesical. Estes autores verificaram €mbolos compactos e
amorfos preenchendo o Wimen de artérias de fino calibre e arteriolas, apéds dois dias do
procedimento, com tumefagio transitoria das células endoteliais proximas. A andlise, apds
duas semanas, nio mosirou nenhuma forma de resposta celular no interior do enxerto, na
parede vascular ou no tecido extravascular adjacente, com persisténcia do material,

praticamente inalterado, apos dois meses.
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Contrariando estes resultados, DANIELS ef ol (1987), ao utilizarem um
preparado semethante na embolizagdio da artéria hepatica, em cles, observaram apenas
isquemia transitoria, decorrente da embolizagdo arteriolar. O estudo histologico mostrou
particulas em vasos desde 20 um até 250 um, com inicio precoce de recanalizagio,
envolvendo a migragio de células endoteliais em torno do colageno, apos trés dias. Os
autores verificaram ainda, apds dois meses, a remogio completa de todo o material e
restituigio da anatomia normal, sem a participagio de macréfagos ou de outras células
inflamatérias neste processo. Concluiram a favor da participagdo ativa das celulas
endoteliais, admitindo, no entanto, a possibilidade de outros mecanismos ainda néo
descritos. Resultados semelhantes foram obtidos por STERNLICHT ef al (1989),
utilizando o mesmo preparado estabilizado com glutaraldeido, na embolizagdo hepatica,

em Ccaes.

Verificamos que os estudos sobre o emprego de preparados de colageno
estabilizado com glutaraldeido nio apresentaram referéncias especificas a embolizagdo
renal. Reconhecemos que, um tecido isquémico, mas ainda viavel apés uma embolizagio,
podera, sob certas circunstincias, recuperar o suprimento sanglineo em algum grau,
dependendo das particularidades anatdmicas locais. Da mesma manetra, a determinagéo da
extensdo exata da obstrugiio vascular dependera das caracteristicas do fluxo sangfiineo no
interior do orgdo e da possibilidade de espasmo arterial. Assim, consideramos que a

aplicagdo das conclusdes destes estudos, na circulagdo sanguinea renal, deve ser cautelosa.

5.3. Consideracdes sobre os resultados observados com o gel de coligene purificado

A obtengiio do gel de colageno, utilizado neste estudo, baseou-se no principio
da auto-agregacdo espontinea das macromoléculas, que garante uma organizagdo
supramolecular caracteristica, quando fragmentos da molécula original sio submetidos a
determinadas condigdes fisico-quimicas. Com relagio ao colageno, tentativas de

fibrilogénese ordenada, a partir da molécula solubilizada, foram descritas previamente,
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porém, sem a obtengdo de uma estrutura semelhante a original (COSTABLE, 1993,
STUPP et al., 1993).

Baseados neste principio, ARRUDA, SANTANA, VIDAL (1995) ¢ VIDAL
(1995) descreveram primeiramente a obtengio de moléculas com arranjo supramolecular
semelhante ao colageno presente nos tenddes, a partir da didlise prolongada com agua
destilada. Neste processo, as moléculas de agua formariam pontes de hidrogénio com as
moléculas de coligeno, facilitando o movimento das fibrilas e a reorganizacdo de uma
estrutura helicoidal semelhante 3 estrutura fibrilar do tenddo. Os autores verificaram,
também, que a interrupgdo precoce da dialise resultava em feixes de fibras com digmetro e

orientagdo irregulares.

Nestes mesmos estudos, ARRUDA et al (1995) e VIDAL (1995)
demonstraram, objetivamente, que 2 elasticidade & diretamente proporcional ao tempo de
diglise do colageno, sendo méaxima apos cinco a sete dias. Verificaram, ainda, que a
viscosidade diminui na propor¢do inversa ao periodo de didlise. Consideramos que,
enquanto a baixa viscosidade permite o emprego do preparado em cateteres de fino
calibre, com manutengio da estrutura fibrilar ordenada, possibilitando embolizagSes
superseletivas quando necessario, a elevada elasticidade do material contribui para impedir
sua fragmentagio ¢ migragio a distincia, além de propiciar o preenchimento uniforme do

IGmen arterial.

No presente experimento, as alteragdes anatomo-patologicas, decorrentes da
interagdo do gel de coligeno com o endotélio arterial, evidenciaram a evolugio para
organizagdo local do émbolo com minima resposta inflamatoria ¢ absorgao do material
durante o periodo estudado. O émbolo de coligeno aderiu-se firmemente ao endotélio,
determinando a proliferagio endotelial e fibroblastica, o que estd de acordo com sua
fungdo de principal matriz extracelular dos mamiferos (HAY, 1981). Consideramos,

tambérm, que este processo provavelmente resultard numa cicatriz fibrotica densa, com a
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formagdo de colageno autdlogo, a partir dos fibroblastos migrados para o interior do

émbolo.

As variagbes do volume renal, observadas no presente estudo, apresentam-se
de acordo com o processo biolégico desencadeado a partir da embolizagdo. O edema
intersticial, observado inicialmente nos rins embolizados com gel de colageno, pode
explicar o aumento da mediana dos volumes renais, verificado no grupo sacrificado apéds 2
dias do procedimento, conforme ilustrado na figura 15, embora estatisticamente ndo
significativo (p = 0,49). Da mesma forma, as variagdes dos volumes dos rins embolizados
e dos rins controle, apos 21 dias, sdo explicadas pelo processo de atrofia renal apés a
embolizagio efetiva com o gel de colageno, que determinou uma diminui¢do volumétrica
significativa (p = 0,04), acompanhada de aumento compensatorio significante dos rins
contralaterais (p = 0,04) na maioria dos animais, conforme demonstrado na figura 16.
Este aumento volumétrico resultou, provavelmente, do acréscimo secundario do fluxo

sangiineo renal e do ritmo de filtragéo glomerular.

Tais resultados diferem significativamente daqueles encontrados com o
emprego de outros preparados de colageno microfibrilar, nfo submetidos a tratamento
com glutaraldeido, nos quais foi descrita intensa reag&o inflamatoéria local (KAUFMAN et
al., 1978; NAKAO et al., 1991). Este fato confirma a relagio entre a preservagdo da
estrutura supramolecular ¢ o comportamento biologico do colageno, se considerarmos
que, a resposta inflamatéria é inversamente proporcional a biocompatibilidade do material.
Nossos resultados também comprovam que, o principio da auto-agregacdo das
macromoléculas, sobre o qual fundamentou-se o prepare do gel de colageno utilizado
neste experimento, corresponde realmente a uma alternativa eficaz para a reconstituigdo
da molécula, que manteve suas caracteristicas intrinsecas preservadas. Além disto, trata-se
de um método economicamente vidvel, uma vez que tem base no uso de 4gua destilada
sob determinadas condi¢Bes fisicas (VIDAL, 1995), o que representa tecnologia acessivel

e de custo relativamente baixo.
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Contrariamente, embora alta biocompatibilidade possa ser obtida através da
reconstituicio do colageno com glutaraldeido, seu emprego determina maior custo &
produgdio, além de efeitos indesejaveis, decorrentes de residuos eventualmente presentes
nos preparados (McPHERSON er al., 1986). Além disto, sdo contraditérios os resultados
apresentados com o emprego destes preparados na embolizagdo experimental de orgédos
(STROTHER ef al., 1987, DANIELS et al., 1987).

As alteragBes demonstradas no parenquima renal, no presente estudo, sdo
caracteristicas de um infarto isquémico, secundério 4 embolizagdo da artéria renal pelo gel
de colageno. A auséncia de reagdo inflamatoria exsudativa parenquimatosa ¢ considerada
como uma condigio favoravel, especialmente quando o procedimento corresponde a uma
medida pré-operatoria. A estase sangiiinea no interior dos capilares glomerulares pode ser
explicada pelas alteragdes hemodindmicas no orgdo, apds a embolizacdo, representadas
pela diminuigio acentuada da pressdo capilar. A proliferacdo fibroblastica com formagdo
de coligeno, verificada nos tibulos contornados, associada 2 atrofia ¢ hialinizagio
glomerular, indicam o inicio do desenvolvimento de fibrose generalizada no 0rgdo, o que

confirma a eficacia da obstrugdio arterial com o gel de coligeno.

A auséneia de fragmentos do gel no interior dos glomérulos e de sinais de
migragdo para outras visceras sugerem que, o gel de colageno ndo atravesse a rede capilar
glomerular, constituindo outra evidéncia da seguranga deste material para a embolizagdo

de o6rgios.

A embolizagdo inadvertida do rim controle contralateral, observada no cdo 11
(grupo 2), mostra que a baixa viscosidade do preparado, apesar de facilitar o manuseio €
permitir um preenchimento adequado do limen arterial, pode predispor ao refluxo para a
aorta e a0 infarto de outros drgdos. Relatos clinicos mostram esta complicagdo associada
a véarios agentes emboligenos propostos anteriormente, podendo ser evitada facilmente, na
pritica clinica, com o uso de cateteres com baldo para oclusio arterial, o que impedira o

refluxo (PETER et al., 1977, KERBER ef al., 1978, MUKAMEL ez al,, 1979; MAZER et
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al., 1981; CHO et al., 1983). Ao se interpretar esta complicagfo, além das caracteristicas
inerentes a0 agente emboligeno, devem ser considerados aspectos especificos da técnica
empregada no procedimento, tais como a velocidade de infusdo do material, posi¢do exata
do cateter de angiografia e volume utilizado. No presente experimento, foi padronizada a
infusio do agente através de pungio arterial direta, utilizando-se um cateter de venochise
de fino calibre (27 Gauges), sendo o controle realizado pela ultra-sonografia com Doppler
intra-operatéria. O cdo 11 apresentava rins de grande volume e artérias renais calibrosas,
sendo necessarios 5 ml de gel para a obstrugdo do fluxo arterial. Este volume foi maior
que aquele utilizado nos outros animais (APENDICE 1). Para tanto, houve a necessidade
de trés pungdes arteriais durante o procedimento, sendo uma delas proxima 2 emergéncia
da artéria renal na aorta abdominal, momento em que poderia ter ocorrido o refluxo. O
ciio teve suas visceras macroscopicamente examinadas apos o sacrificio € durante o estudo
anatomo-patologico, niio sendo identificados émbolos em outros 6rgdos. Apesar disto, a
possibilidade de embolizagio retrograda implica em cautela, indicando-se o uso de cateter

com baldo para oclusio arterial durante o procedimento.
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6. Conclusdo



1. O gel de colageno foi eficaz na embolizagdo arterial renal no modelo experimental
estudado.

2. O uso do gel de colageno foi seguro em relagio & migragdo de particulas & distancia.

3. Os resultados anatomo-patologicos sugerem que o gel de colégeno seja superior aos

preparados descritos anteriormente, do ponto de vista da biocompatibilidade.

Conclusio 59



7. Summary



Several properties of collagen such as its high biocompatibility, low
immunogenicity and intrinsic hemostatic properties as pro-aggregant substance, justify its
use as an emboligenic agent. The ideal collagen-based embolic agent should produce
complete and permanent arterial obstructior, leading to ischemic necrosis with a minimal
inflammatory reaction and immunological response.

The aim of this study was analyze the effectiveness and safety of a purified
collagen gel in producing renal arterial embolization in dogs. The collagen gel was
obtained from bovine tendons type I collagen fibers, highly purified and extensively
dialyzed in order to remove the immunogenic sites. The resulting gel was designed to have
specific rheologic properties (viscoelasticity) which would allow optimal endothelial
adhesion and arterial flow obstruction, even when injected through small caliber catheters.

Sixteen mongrel dogs (weight of 12,3 kg) underwent randomized renal arterial
embolization with collagen gel. The contralateral kidney was infused with 0,9 % Na(Cl
solution using the same procedure as in treated dogs (control). The animals were divided
in two groups and were sacrificed 2 days (group 1) and 21 days (group 2) after the
procedure. The abdominal organs, lungs and posterior limb muscles were dissected and
samples were collected for pathological analysis, in order to verify the presence of an
inflammatory reaction. The variation in kidney volume was studied by intraoperative
measurement of the longitudinal and antero-posterior diameters using a sterile paquimeter.
Statistic analysis was performed using the non-parametric test of Friedman (o = 5 %).

General ischemia of the tissue and thick perirenal aderences were observed in
group 1 after collagen gel embolization, although there were no significative changes in
volume. Examination by light microscopy showed acidophilic emboli of birefringent
collagen fibers filling the renal artery and extending into the arterioles. The glomeruli and
tubules showed early signs of diffuse necrosis. There was no significant inflammatory
response, indicating that the reaction represented an aseptic infarction.

A significant reduction in the volume was seen in the embolized kidneys of the
animals in the group 2 {(p = 0.04), while compensatory renal enlargement were verified in
the controls (p = 0.04). Light microscopy showed a proliferative endothelial reaction
around the emboli. Similarly, fibroblast proliferation was observed at the periphery of the
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emboli. The parenchyma was atrophied and showed diffuse glomerular hyalinization and
extensive tubular fibrosis. There was a reflux of collagen gel to the contralateral kidney in
one animal from group 2, probably secondary to difficulties related to the animal anatomy.
The other control kidneys were normal upon histological analysis.

The abdominal organs, lungs and posterior limb muscles showed no signs of
undesirable collagen migration in both groups.

These results suggest that the purified collagen gel was a safe and effective
agent for inducing renal arterial embolization in dogs. The absent of collagen particles
migration to other organs or posterior limbs suggest that this material may be safe for the
organ embolization. These results can be explained by the inherent properties of the
collagen gel and suggest that this substance may be a useful and attractive for therapeutic
renal arterial embolization.
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9. Apéndices



Apéndice 1. Cronologia dos procedimentos cirirgicos

Cio Peso Sexo Artériarenal Volumede  Datada Data do
(kg) * embolizada  colageno embolizacie  sacrificio

1 11,3 fémea esquerda 2,2 ml (8/08/95 10/08/95
2 5,5 fémea diretta 1,2 ml 15/08/95 17/08/95
3 9,5 macho esquerda 2.4 ml 29/08/95 31/08/95
4 14,2 macho esquerda 1,5 ml 17/10/95 19/10/95
5 12,1 macho esquerda 3,0 ml 11/12/95 13/12/95
6 9.8 macho direita 2,5ml 11/12/95 13/12/95
7 10,2 fémea direita 2,0 ml 12/12/95 14/12/95
8 12,9 fémea esquerda 3,0ml 12/12/95 14/12/95
9 11,0 macho direita 1,6 ml 14/08/96 04/09/96
10 110 fémea esquerda 2,0 mi 22/08/96 12/09/96
11 13,0 fémea direita 5,0 mi 22/08/96 12/09/96
12 11,0 macho direita 1,0 ml 04/09/96 25/09/96
13 21,0 fémea direita 2.5 ml 12/09/96 03/10/96
14 14,5 fémea esquerda 2,0mi 20/09/96 11/10/96
15 16,0 macho direita 3,0ml 02/10/96 23/10/96
16 14,5 fémea direita 2,0ml 16/10/96 06/11/96

* No inicio do estudo
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Apéndice 2. Drogas utilizadas no estudo

Nilperidol®:

Composi¢do  Citrato de fentanil (equivalente a 0,05 mg de fentanil base) ..  0,0785 mg
Droperidol ... 2,5mg
Vedculo estéril .8.p. oot 1 ml

Apresentacdo Ampola de 2 ml

Fornecedor  Cristalia Produtos Farmacéuticos Ltda.
Rodovia Itapira-Lindo6ia, km 14, Itapira, SZo Paulo.

Tiopental®:

Composigdo  Thiopental SOAICO ... 10g

Apresentagdo Frasco-ampolade 1,0 g

Fornecedor  Cristilia Produtos Farmacéuticos Ltda.
Rodovia Itapira-Lindéia, km 14, lapira, Sdo Paulo.

Pentabiético Veterinario Pequeno Porte®:

Composi¢cdo Penicilina G benzatina ... 600.000 UI
Penicilina G procaing .........c.ooeeeoiiiriiininiiaeecree e 300.000 UI
Penicilina G potassica .............cocvoevruirinenernnre i, 300.000 UI
Sulfato de dihidroestreptomicina base ................ccccoooeiie 250 mg
Sulfato de estreptomicing base .........cccoecvvevvvivcvivirie e, 250 mg

Apresentacdo Frasco-ampola de 3 ml

Fornecedor  Laboratérios Wyeth Ltda.
Rodovia Anchieta, km 14, S Bernardo do Campo, Sdo Paulo

Dipirona®:

Composicdo  Dipirona s0dica..............coceiviiiiriiiiiiiiii e 1000 mg

Apresentacdo Frasco-ampola de 2 ml

Fornecedor  FURP - Fundagdo para o Remédio Popular
Rua Endres, 1800, Guaruthos, S3o Paulo.

Apéndices 76



Apéndice 3. Equipamentos especiais utilizados no estudo

Doppler Vascular DV-10°:

Especificagbes Consumo de energia: ..............cooooviieiiiniininiceec e, 22 mA
BN 720104 1100 oD DU OO OO RO RO R TSRO UUP U 10 MH=
Fornecedor Microem Produtos Eletronicos Lida.

Rua Itanhaem, 1338, Ribeirdo Preto, Sao Paulo.
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Apéndice 4. Medidas renais (em milimetros)

Grupo 1 - Medida dos didgmetros renais pré e pos-embolizacdo com gel de coldgeno

Didmetro longitﬁdinal Didmetro antero-posterior
Cao Pré Pos Pré Pés
1 53,0 51,0 26,0 24.0
2 46,0 50,0 21,0 24.0
3 480 47,0 24,0 24 0
4 58,0 65,0 32,0 33,0
5 53,0 56,0 27,0 27,0
6 52,0 55,0 24,0 29,0
7 51,0 56,0 24,0 27,0
8 61,0 60,0 27,0 25,0

Grupo 1 - Medida dos di@metros renais pré e pos-infusdo de solugdo de NaCl 0,9 %

Didmetro longitudinal Didmetro dntero-posterior
Cao Pré Pos Pré Pos
1 53,0 55,0 30,0 27.0
2 46,5 485 27,0 27,0
3 42,0 49,0 24.0 23,0
4 61,0 67,0 32,0 35,0
5 52,0 57,0 28,0 27,0
6 54,0 55,0 27,0 26,0
7 49.0 50,0 26,0 26,0
8 60,0 68,0 25,0 32,0

Apendices



Apéndice 4. Medidas renais (em milimetros) (continuacio)

Grupo 2 - Medida dos difimetros renais pré e pos-embolizacdo com gel de coligeno

Diametro longitudinal Diametro antero-posterior
Cio Preé Poés Pré Pés
9 55,0 55,0 26,0 27,0
10 54,0 40,0 25,0 21,0
11 73,0 77,0 36,0 33,0
12 56,0 46,0 24,0 21,0
13 64,0 57,0 29.0 22,0
14 58,0 45,0 33,0 19,0
15 61,0 69,0 40,0 32,0
16 61,0 59,0 32,0 26,0

Grupo 2 - Medida dos didmetros renais pré e pos-infusdo de solugdo de Na(Cl 09 %

Didmetro longitudinal Didmetro dntero-posterior
Cao Pré Pos Pré Pos
9 51,0 51,0 26,0 29,0
10 55,0 55,0 30,0 32,0
11 79,0 69,0 38,0 37,0
12 56,0 52,0 25,0 31,0
13 64,0 64,0 32,0 36,0
14 64,0 64,0 30,0 34,0
15 61,0 73,0 30,0 42,0
16 62,0 | 63,0 34,0 35,0
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