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RESUMO

A epidemiologia mundial do carcinoma hepatocelular (CHC) o posiciona como a quinta
malignidade mais comum globalmente e a terceira causa de morte relacionada ao can-
cer e alta morbimortalidade no Brasil suficiente para onerar de forma elevada o Sistema
Unico de Saude (SUS). O uso de ablagao por radiofrequéncia ja é consolidado como a
melhor opc¢ao terapéutica em estagios precoce e iniciais, em casos irressecaveis e para
reducao do estadiamento ou aumento de sobrevida para aguardar transplante. Por ser
de custo elevado, o Ministério da Saide e o LaB-Laboratorio de Engenharia Biomédica
da Universidade de Brasilia inovaram com a produc¢ao de um equipamento de ablacao
por radiofrequéncia de tecnologia nacional de baixo custo denominado SOFIA (Software
of intensive ablation). Este estudo propde a validacdo do equipamento SOFIA na sua
fase pré-clinica investigando os efeitos bioldgicos produzidos pelo uso do eletrodo guarda-
chuva de NiTi, dispositivo acoplado ao equipamento. Para isso, foram realizados ensaios
de ablagao por radiofrequencia ez vivo em figado bovino para andlise dos parametros do
equipamento em poténcias abaixo de H50W, em suinos in vivo para analise dos mesmos
pardmetros sob perfusao sanguinea e em rato Wistar (Rattus novergicus) para compre-
ensao dos ajustes necessarios a animal de pequeno porte. Utilizou-se um modelo tumoral,
o carcinossarcoma (tumor Walker 256) para andlise de citotoxicidade in vitro por téc-
nica colorimétrica de viabilidade celular por espectrofotometria com o eletrodo Marina
5H de NiTi (niquel-titdnio). Esse modelo tumoral foi implantado de forma direta em
ratos Wistar para construcao de um modelo experimental para o estudo pré-clinico do
equipamento SOFIA e eletrodo MARINA 5H. As defini¢oes dos parametros do equipa-
mento e eletrodo efetivaram-se para ratos e suinos, assim como o modelo experimental de
pré-clinico. Considerou-se a liga de niquel-titdnio (NiTi) do eletrodo MARINA 5H sem
citotoxicidade nao havendo formagao de residuos danosos em nivel celular e biocompativel

para o uso nos testes de fase clinica I.

Palavras-chaves: ablacao por radiofrequéncia. carcinoma hepatocelular. pré-clinico. car-

cinossarcoma Walker 256. citotoxicidade



ABSTRACT

The worldwide epidemiology of hepatocellular carcinoma (CHC) positions it as the fifth
most common malignancy globally and the third cause of cancer-related death and high
morbidity and mortality in Brazil sufficient to seriously burden the Unified Health System
(SUS). The use of radiofrequency ablation is already consolidated as the best therapeutic
option in the early and early stages, in unresectable cases and to reduce the staging or
increase of survival to wait for transplantation. Due to its high cost, the Ministry of Health
and the LaB-Laboratory of Biomedical Engineering of the University of Brasilia have
innovated with the production of a low cost national radiofrequency ablation equipment
called SOFIA (Software of intensive ablation). This study proposes the validation of the
SOFTA equipment in its preclinical phase investigating the biological effects produced
by the use of the umbrella electrode of NiTi, device coupled to the equipment. For this,
ex vivo radiofrequency ablation assays were performed in bovine liver for analysis of the
parameters of the equipment in potencies below 50W, in vivo pigs for analysis of the same
parameters under blood perfusion and in Wistar rat (Rattus novergicus) for understanding
the necessary adjustments to the small animal. A tumor model, carcinossarcoma (Walker
256 tumor) was used for analysis of in vitro cytotoxicity by colorimetric cell viability
spectrophotometry with the NiTi (Niquel-titdnio) MARINA 5H electrode. This tumor
model was implanted directly in Wistar rats to construct an experimental model for the
preclinical study of the SOFIA and MARINA 5H electrode.definitions of the parameters
of the equipment and electrode were made for rats and pigs, as well as the pre-clinical
experimental model. The nickel-titanium (NiTi) alloy of the MARINA 5H electrode was
considered to be non-cytotoxic and no harmful residues were formed at the cellular levels,

biocompatible for use in clinical phase I tests.

Key-words: radiofrequency ablation. hepatocellular carcinoma. preclinical. carcinossar-

coma Walker 256. cytotoxicity
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populagao celular e as dimensoes celulares (Arquivo pessoal). . . . . . .
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTUALIZACAO E FORMULACAO DO PROBLEMA

O carcinoma hepatocelular (CHC) na satde pdblica

As politicas publicas cada vez mais se especializam em buscar respostas as neces-
sidades vinculadas a setores estratégicos como o da saide. O desenvolvimento e uso de
tecnologia em saude é fundamental para a manutencao e equilibrio do setor de satde pu-
blica no pais. Historicamente o Governo Federal brasileiro buscou através de varios tipos
de politicas publicas em satde incentivar e fomentar centros de pesquisas a desenvolverem

tecnologias que garantam qualidade de vida a sociedade em geral.

O Ministério da Satude (MS) através de parcerias com Universidades incentivam
a producio publica de tecnologias estratégicas para o SUS (Sistema Unico de Satde).
A Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos (SCTIE), pelo seu Departa-
mento do Complexo Industrial e Inovagao em Satde (DECIIS) e Coordenacao Geral de
Equipamentos e Materiais de Uso em Saude (CGEMS) em parceria com a Universidade
de Brasilia (UnB) tem orientado o desenvolvimento de tecnologias em satide. Diante desta
abertura institucional, o Laboratério de Engenharia Biomédica da Universidade de Bra-
silia desenvolveu um equipamento de radiofrequéncia controlada para ablacao de tumores
hepéticos, com o objetivo inicial de disponibilizar uma tecnologia nacional e de baixo

custo para promocao de tratamento a pacientes elegiveis a aplicacao da radiofrequéncia.

Isto implica em um Brasil mais competitivo, sanando deficiéncias na producao
tecnologica nacional e agregando conhecimento cientifico inovador, interdisciplinar e tec-
nologico. O papel da Engenharia Biomédica é o amadurecimento e a autoria decisiva nessa
agao de desenvolvimento. As revisoes sistematicas em engenharia biomédica devem conter
tragos para nortear o desenvolvimento de projetos, indicando novos rumos para futuras

investigagoes e identificando as tecnologias e inovagdes a serem geradas.

Nesse contexto de interagao da pesquisa tecnologica e apoio do poder publico,
incluem-se as agOes necessarias para prevencao, recuperacao da malignidade conhecida
como o carcinoma hepatocelular ou hepatocarcinoma (CHC). As agdes de abrangéncia
ptblica para o CHC estao descritas na Portaria n® 602 de 2012 (PORTARIA, 2012),
Diretrizes Diagnosticas e Terapéuticas do Cancer de Figado no Adulto permitem ao cli-
nico o diagnostico, estadiamento e escolha das op¢oes terapéuticas que incluem cirurgia,
transplante e procedimentos acessérios aonde esta inserida a ablagao por radiofrequéncia,
objeto desse estudo de avaliagdo. Como enuncia a mesma Portaria, o CHC ¢é a neoplasia
epitelial maligna primaria do figado derivada dos hepatdcitos, portanto um carcinoma de

células hepaticas. Essa neoplasia nao é prevalente no pais, mas tem morbimortalidade
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suficiente para onerar de forma elevada o SUS (PIMENTA; MASSABKI, 2010).

A epidemiologia mundial do carcinoma hepatocelular (CHC) o posiciona como a
quinta malignidade mais comum globalmente e a terceira causa de morte relacionada
ao cancer (MAGISTRI et al., 2017). Nos Estados Unidos nos ultimos 30 anos tripli-
cou a quantidade de casos apresentando-se como a causa crescente de morte relacionada
ao cancer. Na Asia encontra-se a maior quantidade de casos a cada 100.000 habitantes
contabilizando mais de 20 e na Europa e América do Norte, menos de 5 casos a cada
100.000 habitantes (MAGISTRI et al., 2017). Considera-se como fatores desencadeantes
da proliferacdo primaria do carcinoma as infecgoes cronicas por virus das hepatites B e C,
intoxicacao por aflatoxina B1 presente em dietas tipicas de algumas populagoes, cirrose
hepética que pode ser causada por habitos etilicos ou nao, fatores genéticos e epigenéticos,
diabetes tipo II quando associada a obesidade, esteato-hepatite nao alcodlica e sindrome
metabdlica (MAZZANTI; ARENA; TASSI, 2016).

Acoes sistematizadas na prevencao e controle do CHC incluem a vacinacao contra
hepatite B para doadores de sangue e triagem soroldgica incluindo aqueles adultos ainda
nao vacinados além de novas terapias para o tratamento da hepatite, fato que ja tem per-
mitido reduzir sua incidéncia nas préximas décadas (PASCUAL; HERRERA; IRURZUN,
2016). Outras ag¢oes como o incentivo a populagdo a uma restrigdo no consumo de alcool
e fumo somado ao controle do paciente com adic¢ao ao dlcool. No caso das aflatoxinas, o
controle de contaminacao e ingestao dos alimentos, e por fim, o controle da obesidade e
diabetes em pacientes com doengas hepéticas nao relacionadas ao dlcool (CARRILHO et
al., 2015).

No caso especifico do Brasil, a Portaria n® 602 de 2012 indica que 98% dos casos
de CHC esta relacionado a cirrose hepatica e pode estar associado a hepatite cronica
secundéria a infecgao pelo virus da hepatite C (54%) ou da hepatite B (16%) e ao consumo
de dlcool (14%), fatores de risco com diferengas regionais de prevaléncia relevantes. O
Ministério da Satide propoe que agoes para prevencao e controle do CHC devem estar na
pauta da gestao de satde publica local, incluindo a pesquisa clinica de novos equipamentos
que fornecam opcdes seguras de terapia favorecendo novas perspectivas para reducao

dessas estatisticas.

Os dados do DATASUS (Departamento de Informatica do SUS) sobre a incidéncia
dos tipos de canceres sao originarios do INCA (Instituto Nacional de Cancer José Alencar
Gomes da Silva) que nao considera o CHC uma malignidade de importancia estatistica nao
havendo, portanto, dados sobre a incidéncia do CHC na populagao brasileira. Um estudo
de coorte a longo prazo (60 meses pelo menos) de 884 pacientes com cirrose no Brasil
foi realizado por (PARANAGUA-VEZOZZO et al., 2014) aonde informa que os dados de
incidéncia de CHC no Brasil sdo desconhecidos e a prevaléncia de hepatites associadas a

ela como a HBV (hepatite B) e HBC (hepatite C) sao baixas. Nesse estudo observou-se
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que a incidéncia anual é de 2,9% e que a maioria era do sexo masculino e 50% dos pacientes
tinham ascendéncia do leste da Asia. Como fatores preditivos verificou-se que o nivel baixo
de soroalbumina e niveis abaixo de 20 ng/mL de alfafetoproteina foram observados nos
pacientes afetados nos anos anteriores ao diagnéstico de CHC (CARRILHO et al., 2015).

Apds o diagnédstico positivo de CHC é o estadiamento do paciente que permitira
a escolha do tratamento e envolvera a analise das condic¢oes clinicas do paciente, funcao
do figado e extensao tumoral para a decisao. Preferencialmente, a resseccao cirurgica é
considerada a opc¢ao com melhor sobrevida - entre 40 a 50% - mas, somente, 10 a 15%
dos pacientes sao compativeis com essa possibilidade. Também em paciente na fila de
espera para o transplante, os procedimentos acessérios (nao-invasivos) sdo a opgao ideal
por garantir a sua sobrevida, assim como a reducao do estadiamento para tumores com

até 3 cm.

Conforme a PORTARIA, No. 602, DE 26 DE JUNHO DE 2012, o CHC é classi-
ficado como C22.0 - carcinoma de células hepéticas (carcinoma hepatocelular ou hepato-
carcinoma) de acordo com a CLASSIFICACAO ESTATISTICA INTERNACIONAL DE
DOENCAS E PROBLEMAS RELACIONADOS A SAUDE (CID). Também fornece ori-
entagoes para o seu estadiamento que pode ser conforme o sistema TNM (Tumor-Nédulo-
Metéstase) para casos apds resseccao cirtrgica ou transplante hepético e baseia-se nos
resultados da andlise anatomopatologica, ja para pacientes nao-cirirgicos o sistema de
classificagdo de Barcelona (Barcelona Clinic Liver Cancer - BCLC) que incorpora para-

metros clinicos e radioldgicos estd bem consolidado no pais (PORTARIA, 2012).

Atualmente dentre as estratégias de tratamentos acessorios consolidadas para tra-
tamento do CHC podem-se citar além da abla¢ao por radiofrequéncia (ARF), as outras
formas de ablagdo como a quimica por inje¢ao percuténea de etanol (PEI) e acido acé-
tico, ablagdo por micro-ondas, por laser, crioablacao, ultrassom focalizado de alta inten-
sidade, eletroporagao irreversivel, quimioembolizagao transarterial (TACE), radioembo-
lizagao transarterial, embolizacdo transarterial (TAE) e ablagdo somada a hipertermia
induzida por radiofrequéncia mediada por nanoparticulas. O tratamento sistémico geral-

mente ocorre com quimioterapicos sendo o Sorafenib que atua com melhores resultados.

(MAJUMDAR et al., 2017; BALOGH et al., 2016; CARRILHO et al., 2015).

1.1.1 A ablacdo por radiofrequéncia e o carcinoma hepatocelular

A Ablagao por Radiofrequéncia (ARF) consiste em recurso terapéutico destinado a
provocar lesao tecidual programada por meio do aquecimento local. Por meio da aplicacao
de ondas de radiofrequéncia, o aquecimento tecidual tornou-se uma alternativa terapéutica
para disfuncdes cujo principio de tratamento inclui a promogao da lesdo por ocasionar ne-
crose tecidual. A ARF tem sido utilizada em substitui¢do a procedimentos invasivos como

a resseccao e traz como vantagens principais o dano minimo ao tecido periférico normal
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pela pequena invasividade e a dispensa de anestesia geral no procedimento (ZHANG et
al., 2016).

A taxa de recidiva (retorno da lesdo tumoral apés tratamento) no procedimento
de ARF aumenta a medida que tumores maiores que 3 cm sao tratados por essa técnica e
se apresenta como uma limitacao para o uso da ARF devido ablagao incompleta (NISHI-
KAWA et al., 2013). Zhang (2016) afirma que quando comparada a sobrevida do paciente
pos-resseccao e pos-ablagao percebe-se que no caso de tumores acima de 3 cm tratados
com ARF a sobrevida alcanga 5 anos, ja em pacientes submetidos a ressec¢ao de tumores,
sua sobrevida é maior. Em contrapartida, no caso de tumores menores que 3 cm, nao
houve diferenca significativa entre pacientes submetidos a ARF e a ressec¢ao.Portanto, o
uso de ARF em tumores menores de 3 cm torna-se melhor escolha terapéutica (ZHANG
et al., 2016). Acrescenta-se no caso da resseccdo que a recidiva apés a cirurgia ocorre
em 50% dos casos e a sobrevida em 5 anos pés-cirurgia alcanca a margem de 35 a 50%
segundo (HERMAN et al., 2016)

A disponibilidade para a populacdo dessa técnica é limitada por ser um equi-
pamento de origem importada com alto custo e eletrodo nao reutilizavel tornando sua
aquisicao e disponibilidade da técnica restrita ao setor hospitalar privado. os equipamen-
tos disponiveis no Sistema Unico de Satde (SUS) sao importados e possuem um custo
elevado de aquisicao, chegando a custar em torno de R$ 110.000,00 (dado obtido do portal
de compras do Governo). E fundamental o investimento publico para disponibilizé-la no
SUS garantindo o acesso a todas as classes sociais a esse recurso eficaz e menos invasivo.
No Brasil, os dados de incidéncia sao poucos, mas sabe-se que no SUS do Estado de Sao
Paulo tem-se registrado 2,07/100.000 habitantes e poucos pacientes se beneficiam do uso

de novos tratamentos e terapias mais eficazes e menos invasivas (GOMES et al., 2013).

-

E necessario avancar nas etapas de uma pesquisa clinica para validagao do um
equipamento de ablagao por radiofrequéncia, as quais estao citadas a seguir: (1) fase pré-
clinica ou nao clinica: ocorrem antes dos testes em seres humanos e envolvem testes in
vitro no laboratério e em modelos animais para observacao do uso daquele equipamento
em um organismo; (2) fase clinica: ap6s resultado positivo na fase pré-clinica, as pesquisas
avangam para testes em humanos e essa etapa é dividida em quatro - fases clinica I, II,
IIT e TV. (2a) A fase clinica I envolve os primeiros testes em grupo pequeno de humanos
com o objetivo de testar a segurancga do equipamento, duracao do efeito do procedimento
e efeitos colaterais. Apds a aprovagao nesses testes, passa-se para a fase II com um grupo
amostral maior para avaliar a efetividade terapéutica potencial do equipamento, é um
estudo terapéutico piloto. Na fase III, apresenta-se um estudo em larga escala em mais
de um centro médico com diferentes populacoes de pacientes para demonstrar eficacia e
seguranca, ¢ um estudo terapéutico ampliado. A fase IV ocorre apés aprovacao do produto

para avaliagdo comparativa com outros equipamentos e novas reagoes adversas, essa fase
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permite um estudo de vigilancia pés-comercializagao para avaliar o potencial terapéutico
(FAGUNDES; TAHA, 2004; FARIS; SHUREN, 2017; ANDRADE et al., 2016).

1.1.2 Problematizacao e Justificativa

Considera-se que pesquisas nesse campo de tratamentos que vao além do procedi-
mento cirurgico e fornecem beneficios aos pacientes, reduzem um prognostico negativo,
especialmente naqueles que realizam tratamento pelo SUS. Conforme o Protocolo Clinico
do Ministério da Satide de 2014 para oncologia (TERAPEUTICAS, 2014), os dispositivos
atuais sao utilizados como forma terapéutica para casos de tumor hepatico com didmetro

de até 3 cm e estao disponiveis, especialmente, no mercado privado de satde.

Esse paradigma cria espaco para linhas de pesquisa em novos equipamentos mé-
dicos com tecnologia nacional como o SOFIA - abreviacao de textitSoftware of Intense
Ablation -, projeto financiado pelo Ministério da Satide em parceria com a Universidade
de Brasilia sendo uma das frentes de pesquisa do LaB - Laboratério de Engenharia Bi-
omédica, vinculado ao LEI (Laboratério de Engenharia e Inovagao) da FGA (Faculdade
do Gama), cuja proposta desde sua criagao foi o desenvolvimento de um equipamento de
ablacao por radiofrequéncia constituindo-se de um gerador de radiofrequéncia, eletrodo

monopolar ativo e software de controle.

A equipe SOFIA tem trabalhado desde janeiro de 2015 em diversas frentes para o
desenvolvimento de tecnologias para ablacdo.Com o intuito em desenvolver um produto
funcional e compativel a comercializacao, a equipe do LaB tem trabalhado nos tltimos
meses no levantamento de requisitos, normas e na literatura e execugao de tarefas para
atingir a meta de obtenc¢ao de um produto final. O projeto ja passou por varias fases de

prototipos, com evolugdes técnicas a cada versao.

Atualmente, esta em fase final com a confecgao do produto e da realizacao de seus
respectivos testes, correcado de falhas e normas de seguranca. Ressalta-se que o projeto
SOFTA ¢é denominado como nova tecnologia em satde e classificado como um produto
estratégico para o SUS (tecnologia para a satude), conforme (MARGOTTI et al., 2013).

O prototipo que sera utilizado na Fase I da etapa clinica esta finalizado e esse estudo
de avaliacao de biocompatibilidade, toxicidade configura-se como a tultima etapa da fase
pré-clinica. Com isso, este trabalho apresenta expressiva relevancia para emprego clinico
e sera essencial para determinagdo da seguranca, eficacia e validagao do equipamento
criado com tecnologia totalmente nacional e, principalmente, por conter materiais de
baixo custo, favorecera seu emprego clinico para que mais pacientes sejam atendidos e

com maior agilidade na rede publica do SUS.

Os protétipos que evoluiram até o atual passaram por uma rotina de testes de

hardware e calibragao das medidas. A equipe do projeto também realizou testes do equi-
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pamento e eletrodo em suinos vivos perfundidos e sob efeito anestésico sob orientacao da
Dra. Fatima Mrué na Pontificia Universidade Catélica do Goias (PUC/GO). Esses testes
ocorreram como uma imersao e permitiu que todos os participantes das varias areas do
projeto visualizassem as alteragoes e dificuldades de uma ablacao em condicao semelhante

ao procedimento no ser humano.

Hoje os quatro moédulos operacionais do equipamento estao finalizados: gerador de
radiofrequéncia de 500 khz com capacidade de poténcia de 50 W, placa de controle de
poténcia e de aquisicao de medidas e controle digital. O eletrodo de MARINA 5H esta
finalizado com seu modelo de cinco hastes apods testes de tragdo, condutividade das fitas

e propagacao térmica.

Para alcancar essas metas, o grupo de pesquisa do projeto SOFIA, trabalhou em
uma estrutura de gestao multidisciplinar com alunos de iniciacao cientifica, em trabalho
de conclusao de curso (TCC), mestrandos, doutorandos de varios programas da Uni-
versidade de Brasilia e parcerias com pesquisadores da Pontificia Universidade Catélica
(PUC/GO), Universidade Estadual do Rio Grande do Norte (UERN) e o Instituto de Tec-
nologia Aerondutica (ITA). A estrutura de atuagdo como Laboratério Aberto permitiu
parcerias com o uso integrado de insumos e partilha de acesso a tecnologias proprias e de
outros laboratoérios. Essa forma de gestao de projetos favoreceu um fluxo de informacoes
com varios outros projetos de pesquisa, além da manutencao de equipamentos proprios e
acesso a equipamentos de outros laboratorios sempre com metas de producgao em conjunto

favorecendo o projeto SOFIA e outros projetos parceiros.

Ao longo das etapas de construcao dos protétipos do SOFIA, novas tecnologias
foram implantadas na parte de software, hardware e eletronica do equipamento impac-
tando em melhorias do processo de ablacao somados a ajustes no eletrodo MARINA 5H
com objetivo de torné-lo reutilizavel. Atualmente, o SOFIA alcanga etapas de melhorias
especificas como o adiamento do evento de roll-off que envolve o ponto critico na abla-
¢ao onde ocorre um aumento abrupto da curva de impedancia e impede a expansao da
energia da radiofrequéncia tornando-se uma area de isolamento elétrico. Outras melhorias
que estao em andamento incluem a expansao da area de ablacao e reducao da recorrén-
cia pos-procedimento e flexibilizacdo do seu uso para outras doencas como o cancer de
pulmao e fibrilacao atrial. Essa evolucao ocorre sempre alinhada com o conceito de baixo

custo e nacionalizacdo da técnica para o usuario final do SUS.

1.1.3 Organizacdo do documento

A organizagdo desse documento busca direcionar o leitor na compreensao da re-
levancia do CHC na satde publica e o impacto positivo do equipamento SOFIA para o
acesso do paciente do SUS as terapéuticas inovadoras antes nao acessiveis para todas as

classes sociais da populacao brasileira. Cada capitulo é iniciado pelos conceitos basicos
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fundamentados pelos estudos mais relevantes e atuais na area, a importancia desses con-
ceitos para o equipamento SOFTA e seus desdobramentos em um estudo nao clinico. O
documento esté organizado em 6 (seis) capitulos, sendo o tltimo, as publicagdes produzi-

das a partir desse estudo.

O primeiro capitulo é a Introducao que descreve o impacto do Carcinoma hepa-
tocelular na satude publica, suas caracteristicas, a epidemiologia global e local, o perfil
do prognostico da doenca, as formas de tratamento existentes, os beneficios da ablacao
por radiofrequéncia para essa enfermidade, suas implica¢des, assim como os avancos em
termos de terapéutica para pacientes. No capitulo também sao descritas as implicacoes
para uma recidiva do CHC e a necessidade da pesquisa nacional tecnologica nessa area
apresentando o projeto SOFIA por ser uma inovacado nesse ramo e a importancia dos
ensaios nao clinicos e clinicos. Na problematizacao e justificativa é relatado o historico do
projeto SOFTA até o momento presente, além de todas as etapas envolvidas na evolucao

dos protétipos do equipamento.

O capitulo 2 (dois) apresenta os objetivos gerais e especificos. A Fundamenta-
cao Tedrica esta organizada no capitulo 3 (trés) abordando os topicos fundamentais do
carcinoma hepatocelular, hd um relato sobre a evolucdo da doenca, seus fatores etiolo-
gicos e moleculares para seu desenvolvimento no paciente. H4 uma descri¢do das formas
de tratamento existentes para os estadiamentos iniciais de CHC, o prognostico da do-
enca e as possibilidades de recidiva, esclarecimentos sobre o procedimento de ablacao
hepéatica por radiofrequéncia e um tépico especifico quanto a construcao do equipamento
SOFIA e eletrodo MARINA 5H incluindo suas especificagoes. Explicita o conceito de
Testes pré-clinicos ou nao clinicos permeando as normas envolvidas, o conceito de vali-
dacao do equipamento e os modelos biologicos utilizados para obtencao dos parametros
de toxicidade e biocompatibilidade. No fechamento ha a conceituagao e caracterizacao do

carcinossarcoma de Walker.

Em Materiais e Métodos, capitulo 4 (quatro) sao delineados o desenho e modelo
experimental do estudo, incluida uma descricao da metodologia utilizada e as técnicas

envolvidas.

No capitulo 5 (cinco) sdo descritos os resultados e uma discussao argumentativa

acerca dos dados, incluindo a analise estatistica.
O capitulo 6 (seis) apresenta as publicagdes produzidas pelo estudo.

No Glossario sao relacionados os termos especificos das areas envolvidas no estudo
com seus significados para melhor compreensao do texto apresentado. O documento de-
nota a multidisciplinariedade do projeto com palavras das areas de satude, biologicas e
engenharia eletronica garantindo um aporte de conhecimento ao leitor para uma leitura

esclarecida.
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Nos Anexos, estao relacionados o documento do CEUA aprovado para este estudo

e as publicagoes reproduzidas na integra.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliacdo de um eletrodo de niquel-titanio formato guarda-chuva de cinco has-
tes (MARINA 5H) acoplado a um equipamento de ablagdo hepéatica de radiofrequéncia

(SOFIA) em modelo animal para investigacao dos efeitos bioldgicos.

1.2.2  Objetivos Especificos

1. Validar o modelo experimental de protocolo pré-clinico definido como a integracao

do modelo animal Wistar e modelo tumoral Walker 256.

2. Identificar as variaveis de funcionamento do equipamento SOFIA : tensao, corrente
e poténcia somado aos ajustes necessarios para cada modelo animal e variaveis do
funcionamento do eletrodo MARINA 5H, sua estrutura de 5 hastes expansiveis,
semi-curvatura e micro-soldagem a laser, a partir de testes em bovinos ez vivo e em

suinos e ratos Wistarin vivo .

3. Verificar a citotoxicidade do eletrodo de niquel-titanio in wvitro por meio do teste
MTT para viabilidade celular.

4. Realizar uma revisao sistematica com metanalise para avaliacao da area de ablacao

versus o indice de recorréncia.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 O CARCINOMA HEPATOCELULAR (CHC)

2.1.1 Evolucdo da doenca

Os fatores que envolvem a causa para o inicio do processo neoplasico do CHC sao
geograficamente distribuidos por estarem relacionados a distribuicao de algumas doen-
cas tipicas de algumas regides no planeta. O mapa da Figura 1 mostra essa setorizagao
da doencga e perfil de sua génese relacionada a fatores ambientais (PAPAIORDANOU;
RIBEIRO-JUNIOR; SAAD, 2009).

O processo de carcinogénese para o carcinoma hepatocelular (CHC) esté associado
a fatores externos tipicos como mostrado no esquema da Figura 2 que alteram diversos
genes como a adicgao ao alcool e infecgoes como a hepatite B e C. Esses fatores externos
podem induzir a uma lesao pré-neoplasica como o nédulo displasico de baixo e alto grau
a hiperplasia adenomatosa tornando-se uma proliferacao primaria em estagios iniciais
até se tornar o carcinoma. Atualmente, o conhecimento desses processos moleculares sao
mais conhecidos - sabe-se que mutagoes pontuais e dele¢coes ou alteragoes epigenéticas sao
causadoras de genes aberrantes (genes alterados ou danificados) que induzirao a formagao
maligna (NITA et al., 2002).

Geralmente, modificagoes em oncogenes e genes supressores de tumores estao en-
volvidos nesse processo, além de alteragoes génicas somatorias ao longo de varias geracoes
celulares naquele tecido acrescidos de processos secundarios envolvidos nessas modifica-
¢oes. Grande parte dessas alteragoes sao causadas por outras doencgas primarias que geram
essa cascata de processos carcinogénicos. Os avangos dos estudos sobre os processos mo-

leculares envolvidos na formagao do CHC estao reunidos no esquema da Figura 3 (NITA

et al., 2002; GOMES et al., 2013).

Um dos fatores mais importantes que geram esse conjunto de alteragoes molecu-
lares é a cirrose hepatica. A taxa anual de surgimento de CHC em pacientes cirréticos
é de 7% conforme Shimizu et al. (2015) e a cirrose geralmente estdao associadas com in-
fecgbes de hepatites virais (GRETEN et al., 2009; SHIMIZU et al., 2015). Esses fatores
associam-se a caracteristicas de um processo carcinogénico multicéntrico da doenca. A
cirrose hepatica é causada inicialmente por uma inflamacao cronica predispondo o érgao
a um ambiente favoravel a formagao de diversos clones de células pré-malignas. Esse fato
influenciara a recorréncia da condi¢ao de malignidade por favorecer a formacao de novos

focos carcinogénicos nao detectados anteriormente (SHIMIZU et al., 2015).

O acumulo de alteracgoes genéticas como mutagoes no gene supressor de tumor p53
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(a) Variagdo regional das taxas de incidéncia de CHC no ano de 2008. As
taxas de incidéncia apresentadas (nimero de casos por 100.000 habitantes)
sao referentes a ambos os sexos e todas as idades. Retirado de (GOMES
et al., 2013) .

Taxas estimadas pela idade (mundial) de incid&ncia de casos, ambos os sexos, céncer de figado, no munde tode em 2012
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(b) Com atualizagdo de 2012 realizada pela Organizagdo Mundial da Satde
registra as taxas mais recentes de casos de cancer de figado. Disponivel em
<http://geo.iarc.fr/today> Acesso em 12 jan 2018

Figura 1 — Comparando-se os dois mapas pode-se observar a semelhanca na distribuicao
regional mundial e apesar de ndao haver um mapa com distribuicao mundial
regionalizada de CHC atual emitida pelos érgaos de satide mundiais, é possivel
verificar o mesmo padrao de distribui¢ao no mapa (b) com os indicadores de
cancer de figado.

e no CTNNBI1 envolvido com a expressao de beta-catenina, anormalidades na expressao
e fungdo do receptor de tirosina-cinase (RTKs) e seus caminhos de sinalizagao incluindo
a Ras e a cinase regulada por sinal extracelular (ERK) e a via de sinalizagao fosfoinositol
3-cinase (PI3K)/Akt, estdo intimamente envolvidos com a proliferagdo de células e a
progressao do tumor, por fim, a via do fator de crescimento semelhante & insulina (IGF-
1) /eixo do receptor IGF-1 - que esta comumente alterada em vérias malignidades, também
estd alterada no caso do CHC. Essas sao algumas das vias de sinalizacdo que podem ser

modificadas por essas alteragoes genéticas somatérias e podem gerar focos de clones de
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Figura 2 — Fatores etioldgicos (externos) do carcinoma hepatocelular (Adaptado de (PI-
MENTA; MASSABKI, 2010; SHIMIZU et al., 2015))

células malignas e que caracterizam o processo carcinogénico do CHC (SHIMIZU et al.,
2015).

Outros fatores externos podem estar envolvidos nesse processo de carcinogénese
como o género, o CHC costuma ocorrer mais em homens na taxa de 2:1-4:1, mas os estu-
dos indicam que nao somente o sexo pode ser o unico fator envolvido, mas os habitos mais
frequentes no género masculino como a adic¢ao ao alcool e o fumo, além da maior quanti-
dade de massa corporea devido niveis maiores de testosterona. A aflatoxina produzida pelo
metabolismo secundario das espécies Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus de fungos
que sao encontrados em alimentos basicos como arroz, amendoins, milho, graos que em
certas condigoes ambientes, como a presenca de umidade no seu processo de estocagem,
tornam-se potencialmente carcinogénicos. (BALOGH et al., 2016); (KEW, 2013)

As sintomatologias nos casos de CHC nao sdo muito especificas e geralmente a
evolugao da doenga em estagio inicial é silenciosa. Quando ocorrem os sintomas ja indi-
cam estagio avancado com comprometimento das fungoes hepaticas. Nesse momento, seu
prognéstico é sombrio com uma taxa de sobrevivéncia de algumas semanas até um ano.
Esse fato limita a escolha terapéutica pelo clinico reduzindo as chances de uma melhor
sobrevida. Em estagios precoces e iniciais hd uma diversidade de opgoes de tratamentos
alternativos que sao de baixa invasividade, além de dispensar um pods-operatério arris-
cado. Balogh et al. (2016) informa que na base de dados de reivindicacoes da Marketscan,
mais de 700.000 pacientes com pelo menos uma reivindicacdo de NAFLD / NASH / HCV
mais de um quarto dos diagnosticados com HCC nao tinham conhecimento de doenca

hepatica antes do diagnostico.
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Figura 3 — Modelo molecular para hepatocarcinogénese com as miltiplas etapas de for-
macao tumoral a partir dos fatores etioldgicos externos desencadeantes até o
processo de metéastase. Retirado de (GOMES et al., 2013)

Papaiordanou, Ribeiro-Junior e Saad (2009) conclui que mesmo com os avangos
nas técnicas para diagnéstico precoce, nas ultimas trés décadas nao houve uma melhora
significativa na sobrevida desses pacientes. Esse fator gera um prolongamento na fila de
transplantes para esse tipo de malignidade apesar de ser a opc¢ao terapéutica com real
potencial de cura, a quantidade de pacientes que mesmo com indicacao para essa opcao
receba um figado de um doador é pequena, por esses serem poucos e o 6rgao doado
necessitar de um tempo curto para sua transferéncia. Portanto, ha ainda desafios a serem

superados no tratamento oncologico do CHC.

A triagem do CHC utiliza a imagenologia como a ressonancia magnética com uso
de contraste, tumografia computadorizada multifasica e ultrassonografia. Dentre os mar-
cadores sorolégicos como a alfafetoproteina (AFP) que exceda o limite de 20 ng/mL sao
indicadores da presenga da malignidade, no caso de niveis acima de 400 ng/mL, considera-
se um diagnéstico definitivo de CHC. Mas, hé pouca precisdo nesse marcador e outros
estao disponiveis para avaliacao clinica como a protrombina des-gama carboxi e a fracao
da AFP reativa com aglutinina Lens culinaris, sao ferramentas que auxiliam uma me-
lhor anamnese e estadiamento da doenca favorecendo a melhor escolha de tratamento do
paciente. (BALOGH et al., 2016)
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2.1.2 Formas de tratamento

O tratamento do CHC depende de seu estadiamento e por estar muito relacionada
a cirrose pode-se utilizar as caracteristicas dessa enfermidade. Conforme Pascual, Herrera
e Irurzun (2016) algumas varidveis sdo fundamentais para o prognéstico, como a fungao do
figado, o tamanho e niimero de nédulos tumorais e a invasdo vascular. Considera-se que
na atualidade nao ha um sistema de classificacao adotado universalmente, mas o sistema
mais consolidado ¢ o sistema de classifica¢ao para estadiamento BCLC (Barcelona Clinic
Liver Cancer) prevé a melhor opcao de tratamento para cada subclasse que permite ao
clinico oncologista tomar decisoes de terapias conforme as caracteristicas de cada paciente

e obter uma melhor previsao de resultados.

Esse sistema utiliza um conjunto de possibilidades terapéuticas mais completo
incluindo o tamanho e nimero de nédulos, invasao vascular, performance status e o estagio
Child-Pugh que permite a classificacdo do estado clinico do figado em casos de cirrose e
indica a sua capacidade funcional, fungao hepatica, indicios de cirrose e sua gravidade
(PASCUAL; HERRERA; TRURZUN, 2016; PORTARIA, 2012). No Brasil tem sido o
sistema mais adotado nos casos de hepatocarcinoma e cirrose (PORTARIA, 2012). No

quadro a seguir (Figura 4), tem-se o estadiamento conforme o sistema BCLC.

Dentre as opgoes de tratamento existentes, ha os procedimentos acessérios como a
ablagao por radiofrequéncia que sdo largamente utilizados em estagios iniciais da doenca
e que também auxiliam na reducao do estadiamento permitindo um paciente aguardar
com boa sobrevida em uma fila de transplante (XU; WAN; XIA, 2016). Mas, como na
grande maioria dos tumores, a resseccao cirurgica sempre é considerada como primeira
opcao se as condigoes do figado estiverem preservadas, a sobrevida apés a cirurgia em 5

anos alcanca 60% e a recorréncia ou recidiva do tumor ocorre em 70% dos casos.

O transplante também ¢é considerado uma opgao terapéutica e para esse trata-
mento utiliza-se o Critério de Milao definido em 1996 por Mazzafferro e ja validado em
varios estudos: tumor tinico menor que 50 mm de didmetro ou menos de 3 tumores com
30 mm de diametro cada um e com auséncia de extrapolagao vascular extrahepatica. No
Brasil é o segundo 6rgao com maior indice de transplante contabilizando 1564 realizados
logo apos aos 4429 transplantados com um rim conforme indicam os dados de 2017 da
Associacao Brasileira de Transplantes de Orgaos. Por fim, o uso de sorafenib, quimiote-
rapico que inibe a proliferacao do tumor e angiogénese pela via da tirosina-cinase sendo
indicada para pacientes com a fung¢ao hepatica preservada ou estagio avancado como tra-
tamento paliativo em casos que outras formas terapéuticas nao sao possiveis.(PASCUAL;
HERRERA; IRURZUN;, 2016).

Alguns estudos comparativos compararam os procedimentos interventivos atuais

que incluem a ablagao por radiofrequéncia, a quimioembolizacdo transcateter arterial
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(TACE), injegao percutanea de etanol (PEI), além da ressecc¢ao cirtrgica (HC) para o
estadiamento 0 e A da classificagio BLCL e se verificou que, apesar da diversidade de
técnicas existentes, a melhor escolha pelo avaliador clinico ainda é conflitante entre essas
opgoes (LAN et al., 2016). Em revisoes sisteméaticas como a de Lan (2016) mostram
resultados indicando a ARF (Ablagao por radiofrequéncia) e TACE (Quimioembolizagao
transcateter arterial) como sendo os procedimentos com maior indice de sobrevivéncia e

o uso combinado das duas técnicas como sendo positivo.

Também Wu et al. (2015) em sua revisao sistemdtica, comparou a crioablagdo a
RFA e foi possivel perceber que a ARF fornece menos complicagoes apds o procedimento.
J& Thomasset, Dennison e Garcea (2016) em sua revisao indicou ser a ablagdo um pro-
cedimento seguro com baixo indice de complicagdes pds-cirtrgico em casos de recidivas
de pacientes irressecaveis. A técnica de ablacdo de radiofrequéncia tem sido tradicional-
mente utilizada como estratégia facilitadora para outros procedimentos como a ressecgao e
transplante, além da possibilidade de redugao do estadiamento (DONADON et al., 2017).

CHC
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Figura 4 — Sistema de classificagdo BCLC. Nesse sistema estao previstas as relagoes entre
os estdgios do CHC e as indicacoes de tratamento e prognostico — Barce-
lona Clinic Liver Cancer/Clinica de Cancer de Figado Barcelona Retirado de
(CARRILHO et al., 2015). Legenda: BSC - Best Supportive Care/Melhores
Cuidados de Suporte, PS - Performance Status/Status de Performance
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2.1.3 Prognostico e causas de recidiva ou recorréncia

Para melhor prognéstico do CHC propoe-se que o tratamento deva ser multidis-
ciplinar pelo manejo das op¢oes terapéuticas existentes no momento. A recidiva apods as
opcoes de tratamento acessorio como a ARF é possivel ocorrer apds um certo periodo de
tempo. Em um estudo sobre a recidiva registra a recorréncia em 43 pacientes de CHC a
partir do acompanhamento de 113 casos. Percebe-se que a diferenca nos tipos de recidiva
estao relacionados ao procedimento terapéutico usado, no caso de ressecgao cirurgica, ge-
ralmente a recidiva ocorre em outro local diferente do tumor inicial e ja na ablacao, a
recidiva ocorre na mesma regiao. No caso das técnicas ablativas, o sucesso e redugao da
recidiva esta associado ao uso de laparotomia como melhor opcao. O tamanho do tumor e
quantidade de lesoes também influenciam diretamente a redugdo da recidiva. O aumento
da probabilidade de sucesso ¢é significativo quando ha a associa¢ao de uma técnica abla-
tiva com a quimioablacao, por exemplo, como o etanol absoluto em que verificou-se um

aumento de 70% a area de necrose quando associado a ablagao de ARF (JR et al., 2007).

Estudos indicam que ha comumente 3 areas tipicas no local da lesdo causada por
ablagao, como mostrado por (ZHANG et al., 2014) em que alteragdes celulares tipicas sao
observadas conforme a variacdo de temperatura, descritas a seguir a partir do local do
eletrodo em diregao a regiao nao afetada ou saudével: (1) drea com dano letal com tem-
peratura maior ou igual a 50°C gerando necrose identificada por colapso da membrana
celular, desnaturagao proteica e inutilizacao de enzimas e um dos fatores usados como
referéncia de necrose completa, a disfun¢do mitocondrial, (2) &rea com dano subletal
com temperatura entre 41° a 45°C indicado pelo metabolismo prejudicado incluindo da-
nos ao reparo de DNA, assim como danos teciduais indicados pelo acido hialurénico e
citocinas, além de hiperemia dos vasos sanguineos e (3) area normal abaixo de 40°C,
com células intactas e antigenos tumorais. Portanto, na zona de necrose, é esperado que
aconteca a morte celular definitiva, a recidiva estd geralmente relacionada a area subletal
aonde ocorre tipicamente a coagulacao celular, mas que apés a intervengao por ablagao,

pode haver a recuperagao dessas células danificadas e sua proliferacao (Figura 5).

Portanto, na zona de necrose ou area com dano letal, é esperado que aconteca a
morte celular definitiva. A recorréncia estd geralmente relacionada a area com dano suble-
tal onde ocorre tipicamente a coagulacao celular, mas que apés a intervencao por ablacao,
pode haver a recuperacao dessas células danificadas e sua proliferagdo (IKEMOTO; SHI-
MADA; YAMADA, 2017). O estudo também observou além do risco de retorno do tumor
pela area com dano subletal, identificou com precisao a fisiopatologia da recorréncia e ve-
rificou que alteragdes em vias de sinalizacao envolvidas com proliferagao e adesao celular

sao ativadas podendo tornar esse tumor mais agressivo e metastatico.

A anélise fisiopatologica de Ikemoto (2016) elencou cinco mecanismos padrdes de

recorréncia pés-ablagao: (a) semeadura de células tumorais por acao direta da insergao
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Figura 5 — Esquema com indicagao das trés areas tipicas que ocorrem na regiao da ablacao
com detalhamento dos eventos celulares em cada uma delas.

do eletrodo; (b) recorréncia apds ablacao incompleta; (c) metastase transversa ocorrida
por ablacao incompleta devido a uma derivacao arterioportal ocasionada pela insercao
do eletrodo na artéria-porta; (d) progressao transportal apds ablacdo em torno do ramo
principal do sistema porta ou de seus ramos secundarios; (e) microrruptura do tumor
durante ablacdo ocasionada por um aumento da pressao intratumoral. A partir desses
dados, o estudo de Tkemoto inseriu esses mecanismos em dois grandes padroes de recor-
réncia: (I) recorréncia por ablagao incompleta e, (IT) recorréncia sistémica por existéncia

de microtumores nao-detectaveis pos-ablacao.

Portanto, busca-se nesse estudo fornecer mais uma ferramenta para a saide publica
do pais no quesito CHC possibilitando ao clinico intervencionista, o uso de uma tecnologia
que retira o paciente da fila de transplante e reduz seu estadiamento fornecendo maior
sobrevida com riscos minimos de invasividade que a resseccao suscita. Essa perspectiva

suaviza o prognoéstico do CHC e amplia o acesso de pacientes a essa tecnologia.

2.2 A ABLACAO POR RADIOFREQUENCIA

2.2.1 Procedimento de ablacdo por ARF

A ARF de um tumor é um tratamento guiado por imagem, minimamente inva-
sivo, usado para destruir as células cancerosas. O funcionamento de um equipamento de
ARF se da pela inducao de dano térmico ao tecido por meio da energia eletromagné-
tica. Para tanto, o paciente torna-se parte de um circuito fechado, incluindo o gerador

de radiofrequéncia, a agulha presente no eletrodo e o eletrodo dispersivo (ground pads),
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conduzindo a corrente alternada até o tecido do paciente (figura 5).

Figura 6 — Esquema da produgao do circuito fechado no procedimento de ablagao no fi-
gado com uso de equipamento gerador de radiofrequéncia e eletrodo expansivel.
(Retirado do Google Imagens e adaptado pela autora)

A passagem da corrente no tecido faz com que os ions no local da ablagao se
agitem resultando em calor friccional ao redor do eletrodo. Como explica Marques (2016)
o gerador de radiofrequéncia do equipamento permitird transferir para o eletrodo uma
corrente alternada que alcancara o tecido do figado. Nos hepatocitos, os elétrons livres
de Na™, KT e Cl7, conduzem essa corrente elétrica pela sua movimentacao e a geracio
do calor ocorrera pela friccdo desses fons (figura 6). Em sequéncia, hd a propagagao

do calor no sentido do tecido no ponto local do eletrodo para as areas mais distantes
(HAEMMERICH, 2010).

Nesse contexto, a hipertermia por radiofrequéncia, realizada em decorréncia da
elevacao de temperatura local, ¢ uma abordagem terapéutica empregada para destruir
células cancerigenas sem causar dano térmico a regiao sadia circunvizinha, considerando-
se uma area como margem de seguranca de regido sadia afetada ja prevista para este tipo

de procedimento de acordo com estudos realizados por (FENG, 2014).

Os equipamentos utilizados para ablagao por radiofrequéncia compde-se por um
gerador de sinal capaz de fornecer poténcias entre 50 W a 200 W; um eletrodo para a
condugao da corrente e um circuito para o retorno do terra. Quanto a aplicacao do sinal
de RF, ha duas formas mais utilizadas: monopolares e bipolares. Ha eletrodos dispersivos
monopolares que para haver a liberacao da energia da radiofrequéncia é necessario um
circuito fechado que pode ser obtido por um eletrodo de retorno localizado nas coxas ou
costas do paciente. No caso dos bipolares, o catodo e o anodo estao posicionados dentro

do eletrodo ativo separados por um isolador e por fim, ha os multipolares em que um
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Figura 7 — Teoria da agitacao dos ions no mecanismo de ablacao proposta por Haemme-
rich (2010).(Adaptado de Haemmerich (2010))

algoritmo realiza a troca entre multiplos eletrodos permitindo a alternéncia da corrente
entre eles. Seu formato também pode variar, como o modelo de guarda-chuva e o agulha,
além de poderem ser secos ou molhados sendo na segunda opcao liberadas substancias
quimicas no local da ablagao.(MARQUES, 2016); (DELFINO, 2017)

Na literatura revisada, houve uma diversificacdo no uso da Ablacao por Radio-
frequéncia (ARF) na drea médica. Dentre essas aplicagoes temos: o hepatocarcinoma, o
cancer de pulmao de células nao pequenas, os tumores 6sseos, a fibrilacao atrial, as varizes
e tratamento para dores cronicas da face e cabeca. A neoplasia mais estudada para o uso
da ARF é o CHC, para o qual existem diversos estudos e desenvolvimento de equipamen-
tos mais diversificados e sofisticados (NISHIKAWA et al., 2013). E dentro do panorama
de CHC que esse estudo fornecera bases para transposicao dessa técnica para os estudos

clinicos que efetivarao o uso da ARF.

2.3 O PROJETO SOFIA

O projeto SOFTA atualmente estd no protétipo final (Figura 11) e configura-se
como um equipamento com um sistema de processamento de imagens que permite ao
clinico oncologista pela técnica laparoscopica identificar a localizagao do tumor e seu di-
mensionamento. O sucesso da necrose efetuada pela ablagao estd intimamente relacionada
a localizacao precisa do nédulo tumoral. Assim, com esse sistema de processamento de

imagens, a margem de erro é reduzida consideravelmente.

O SOFTWARE OF INTENSE ABLATION (Software de Ablagio Intensa) — SO-
FIA, é um dispositivo minimamente invasivo de ablacao por radiofrequéncia. O SOFIA foi

concebido para fornecer energia de radiofrequéncia BIPOLAR para ser utilizada na coa-
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gulacgao e ablagao de tecidos moles por via percutanea, laparoscopica ou intra-operatoéria.
Na figura 8 pode-se observar a estrutura do case do SOFIA, imagem retirada de seu

manual.

CASE SOFIA
{ Plugue do BNC B ¢ Alca
[ Encaixedotouchsreen ) (  Ventilago superior |

Figura 8 — Esquema da estrutura externa do equipamento SOFIA. (Retirado do manual
do SOFIA)

O projeto SOFIA visa atender uma demanda da satde publica no Brasil em con-
sonancia com as diretrizes do Ministério da Saide comandadas pelas suas Secretarias
internas e o direcionamento das inovagoes tecnologicas da Universidade de Brasilia vi-
sando a transferéncia tecnoldgica para o mercado e suprindo a caréncia dessa tecnologia
no Sistema Unico de Satide (SUS) para tratamento da enfermidade Carcinoma Hepato-

celular (figura 9)

2.3.1 O equipamento de ablacdo por radiofrequéncia SOFIA

O equipamento de ablagao por radiofrequéncia SOFIA, quanto ao seu hardware
eletronico (figura 10), constitui-se de um oscilador que gera um sinal fixo na frequéncia

de operacao do equipamento. Esta frequéncia para ARF estd entre 300 kHz e 1 GHz.
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Figura 9 — O Ministério da Satde (MS) através de parcerias com Universidades incenti-
vam a producao publica de tecnologias estratégicas para o SUS. A Secretaria
de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos (SCTIE), pelo seu Departa-
mento do Complexo Industrial e Inovagao em Satde (DECIIS) e Coordenagao
Geral de Equipamentos e Materiais de Uso em Satde (CGEMS) em parceria
com a Universidade de Brasilia (UnB) tem orientado o desenvolvimento de
tecnologias em saude. O Laboratério de Engenharia Biomédica da Universi-
dade de Brasilia desenvolveu o SOFIA para pacientes elegiveis a aplicacao da
radiofrequéncia.

Nesta faixa, a impedancia do tecido é menor (PRAKASH et al., 2015) e evita-se a es-
timulagao dos demais orgaos em faixas menores ou ainda, em faixas maiores, causando
efeitos indesejaveis produzidos por reatancias capacitivas e indutivas que podem dificultar
a conducao do sinal de ARF. Um driver que gera um segundo sinal de mesma frequéncia
defasado em 180°C e um amplificador para amplificar o sinal do driver que fornece uma
corrente maior e eleva a tensao do sinal. (FONSECA, 2017)

Para retirar a frequéncia fundamental do sinal amplificado na etapa anterior é
realizado um casamento de impedancia entre a saida do gerador e do figado. Para realizar
a captura de amostras da tensao e corrente aplicadas ao tumor, medindo a temperatura
do tecido de forma concomitante ao procedimento com um sensor termopar, tem-se uma
interface de aquisicao de sinais. Um circuito de controle para seguranca do equipamento
e realizar o controle de poténcia utilizando uma tensao constante ao receber o retorno de
tensao e corrente. (FONSECA, 2017)

As caracteristicas eletronicas do SOFIA envolvem a uma poténcia de saida em que
o gerador é capaz de fornecer uma poténcia de 50 W em uma impedancia de 50 2 a 300 €2.

O controle de poténcia entregue pelo SOFIA pode ser feita de forma continua na qual o
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Figura 10 — Diagrama do funcionamento geral do equipamento SOFIA. As linhas azuis
correspondem ao sinal digital utilizado para controle e as linhas vermelhas
correspondem ao sinal analégico que é utilizado para realizar a ablacao. Além
do diagrama de blocos, pode-se observar os fatores do hardware que influen-

ciam a producao da area de ablagao e interferem nos resultados das variaveis
biol6gicas obtidas. ( MARQUES, 2016)

equipamento ¢ ligado na sua maxima poténcia. Pode ser feita de forma pulsada, na qual o
algoritmo de controle liga o gerador por um certo tempo e o mantém desligado por outro

intervalo ou ainda pelo aumento gradual de poténcia. (FONSECA, 2017)

A corrente é um fator importante na ablacdo. Os didmetros da area da necrose
serao proporcionais a corrente aplicada. Entretanto, nao se pode aplicar uma corrente
indiscriminada a um 6rgao humano. Os riscos de queimaduras na drea proxima ao eletrodo
dispersivo aumentam a corrente aplicada e pode gerar queimaduras poés-procedimento
quando o clinico nao domina a técnica. Dessa forma, a International Electrotechnical
Commission (IEC) preconiza que o limite de 0,7A a corrente méxima a ser aplicada em
equipamentos de ARF.(FONSECA, 2017)

Para que haja a maxima transferéncia de poténcia do gerador para o figado (carga),a
impedancia de saida do circuito deve acompanhar a impedéancia da figado (carga). Essa
impedancia sofre variagoes durante a ARF e pode estar associada a localizagdo do tumor

e suas dimensoes. O equipamento foi projetado para apresentar uma impedancia de saida
no centro da faixa de 50 € a 300 €2, ou seja, 125 €2. (FONSECA, 2017)
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Figura 11 — (A) Protétipo final do equipamento SOFIA com o eletrodo Marina 5H apoi-
ado na lateral esquerda (B) Detalhe da tela interface dosoftware do SOFIA
que interagirda com o clinico. Nessa tela estao trés botoes disponiveis para o
protocolo de tratamento escolhido: Automético, Manual ou Pré-clinico (Ar-
quivo pessoal).

2.3.2 Eletrodo MARINA 5H

Quando o sistema de imagens identifica o foco tumoral, um controlador aciona
a poténcia e tempo necessarios para a ablacao do tumor pelo eletrodo de NiTi, modelo
guarda-chuva com 5 hastes que produzird um volume de area em uma circunferéncia e
permitird a entrega dessa poténcia fornecida pelo gerador (figura 12). H& a possibilidade
da temperatura local alcancar os 100°C, mas a necrose tecidual é suficiente a 50°C a 60°C
e considera-se minima a possibilidade de recidiva se for realizada com uma margem de 1

cm de area saudéavel.

O eletrodo MARINA 5H foi produzido em parceria com os laboratérios laboraté-
rios do Centro de Competéncia em Manufatura (CCM) e Laboratério de Processamento
de Materiais (LPM) do ITA (Instituto de Tecnologia e Aerondutica) e no Laboratoério
de Fotonica do Instituto de Estudos Avancados (IEAv), todos em Sao José dos Campos,
Sao Paulo e envolveram o projeto de dissertacao de outra aluna da equipe do Projeto
SOFTA. A liga metélica escolhida foi de niquel-titdnio ou NiTi que possui caracteristica
de uma Liga de Efeito de Memoéria de Forma (LEMF) com propriedades mecénicas de
superelasticidade, boa resisténcia a corrosao e a abrasao, alta ductibilidade uma memo-
ria de forma permitindo que retornem a geometria original mesmo quando deformadas.
Uma das razoes da escolha é o uso ja conhecido desse material em areas como a odon-

tologia, possuindo portanto, biocompatibilidade mesmo apds tratamento térmico (RAO;
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Figura 12 — (A) Foto do protétipo do eletrodo MARINA 5H produzido no Laboratoério
de Engenharia Biomédica (LAB/UnB). Nos contornos em vermelho tem-se
as partes do eletrodo: o suporte para manipulagao manual - o handle -, a
canula, que permite a insercao e saida das hastes e as hastes de niquel-titanio
(NiTi). (B) Detalhe das hastes de niquel-titdnio (Arquivo pessoal).

SRINIVASA; REDDY, 2015; SHARIAT et al., 2017).

A configuragdo em guarda-chuva com 5 hastes fornece uma densidade de corrente
menor na area do eletrodo o que permite reduzir o risco de carbonizacao que isola a
transferéncia de energia na area de aumento da temperatura. Essa vantagem favorece o
aumento da energia entregue e reduz a impedéancia do circuito. Outra vantagem desse for-
mato é a possibilidade de uma area de ablacdo méaxima sem a necessidade de refrigeracao

interna que oneraria o processo de fabricacao do eletrodo.

O modelo utilizado como padrao-ouro foi o eletrodo em formato guarda-chuva Le
Veen TM da Boston Scientific de nimero de referéncia no catalogo 26-224 (BOSTON
SCIENTIFIC CORPORATION, 2013). As hastes foram soldadas por microssoldagem a
laser para garantir a biocompatibilidade e resisténcia. E utilizado um sensor de tempera-
tura local na canula do eletrodo préximo as hastes que permite a realizacdo de medig¢oes
periddicas durante o procedimento de ablacao que ocorre em uma média de tempo de 12
a 15 minutos (LI et al., 2012; MARQUES, 2016).

O projeto SOFTA fornece a inovagao tecnologica do uso da radiofrequéncia para
preencher lacunas da satude publica nacional, sendo conduzido de forma a alcancar o
usuario de ponta e permitir a transferéncia tecnolégica com o sucesso esperado para uma
pesquisa de bancada, estando esse estudo pré-clinico garantindo os quesitos normatizado-

res exigidos pelos 6rgaos de regulacao.
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2.4 PROCESSO DE NECROSE E APOPTOSE DURANTE A ABLACAO POR
RADIOFREQUENCIA

O processo celular principal que envolve o sucesso da terapéutica com radiofrequén-
cia é a total necrose de toda a extensao do tecido tumoral identificado no imageamento. A
hipertermia local causada pela radiofrequéncia ocasiona uma lesdo que pode ser reversivel
até certo ponto, depois do qual a célula morre. A morte celular pode seguir a via da ne-
crose ou da apoptose (figura 13). No caso do processo de necrose que ocorre pelo aumento
da temperatura causada pela radiofrequéncia, os dois tipos de danos podem ocorrer, sendo
0 processo apoptotico mais comum no processo de coagulagao celular e pode ser revertida
pelo organismo (CHOWDHURY; THARAKAN; BHAT, 2006). A morte celular é uma
variavel fundamental no desenvolvimento de um cancer e na prevencao e terapia desse

cancer devendo ser compreendido seus mecanismos para evitar recidivas(KANDUC et al.,

2002).
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Figura 13 — Esquema comparativo do processo de necrose e apoptose a partir de uma cé-
lula normal mostrando algumas alteracdes mais representativas como o extra-
vasamento celular na necrose e o processo de encolhimento celular da apop-
tose. (Disponivel em <http://nutricacinformacao.blogspot.com.br/2012/>,
acesso em 9 de fev 2018).

A necrose é caracterizada pelo inchago do citoplasma, dano irreversivel da mem-
brana plasmatica e rompimento das organelas. Durante a necrose, ha vazamento de con-
teludo celular que atua como "sinal de perigo'sendo comumente associada a inflamacao. O
estimulo nocivo desencadeara varios processos intracelulares, como o dano a membrana,

que afeta a mitocondria (levando a diminui¢do da produgao de ATP e morte celular),
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os lisossomos (causando digestao enzimética dos componentes celulares) e a membrana

plasmatica em si, culminando na perda do conteido celular.

Ha também aumento do cdalcio intracelular e das espécies reativas de oxigénio
(radicais livres, como o Os”, HyOy, OH'), 0 que leva a protedlise e dano ao DNA. O
calcio ativa muitas enzimas que levam a degradacao celular, como as endonucleases e
as proteases. Acontece diminui¢do da quantidade de ATP, levando a perda das fun¢oes
celulares dependentes de energia (FESTJENS; BERGHE; VANDENABEELE, 2006).

Uma lesao isquémica apresenta uma tendéncia para lesionar os tecidos mais ra-
pido do que a hipdxia (pouco oxigénio). As células sofrem essas alteragbes bioquimicas e
morfologicas conforme a lesdo progride, evoluindo para morte celular e necrose. As altera-
¢oes morfoldgicas que acontecem apds a morte celular em um tecido vivo, devido a agao
progressiva de enzimas nas células que sofreram uma lesao letal auxiliam a caracterizar o
processo de necrose. Macroscopicamente e histologicamente observa-se uma lesao exégena
irreversivel. Assim que a célula morre, ela ainda nao é necrética, pois esse é um processo
progressivo de degeneracao e por nao manterem a integridade da membrana plasmatica,
extravasam seu conteido e podem causar inflamagdo no tecido adjacente resultante do
debridamento celular por agao fagocitica (ROBBINS et al., 2005).

Percebe-se que a necrose é¢ um processo que ocorre apos a morte celular e é irrever-
sivel, ja a possibilidade de recuperagao celular apés a apoptose é a recuperacao de uma
célula que ainda nao morreu e é realizada por mecanismos de reparo moleculares. Esse
conceito é fundamental para observacao das alteracoes pre- e pos-mortem especificamente
em casos de terapias antineoplasicas e sua analise deve recorrer a imagens microscopicas
(como a microscopia eletronica de transmissao) e outras técnicas com marcadores celula-
res para identificacao dos sinais diferenciais de uma apoptose e uma necrose e perceber a
real efetividade dessa terapia (KANDUC, 2002).

As células necréticas sao vistas ao microscopio eletronico de transmissao com des-
continuidade de membranas plasmaticas e organelas. H4 varios padroes morfolégicos de
necrose, sendo os principais: necrose de coagulacao, necrose liquefativa, necrose caseosa
e necrose gordurosa. A necrose de coagulagdo acontece caracteristicamente quando da
morte celular por hipoxia em todos os tecidos, a excecao do cérebro. Nesse tipo de ne-
crose, predomina a coagulagao protéica, e tende a acontecer em tecidos com alto teor
de proteinas. Os tecidos afetados apresentam uma textura firme. A acidose intracelular
desnatura proteinas e enzimas, bloqueando a protedlise celular. H4 manutencao da arqui-

tetura bésica e contorno das células por, pelo menos, alguns dias. E essa a necrose que
deve ser encontrada no tecido ablado por radiofrequéncia (ROBBINS e COTRAN, 2013).

A apoptose é a via de morte celular programada e controlada intracelularmente
através da ativacao de enzimas que degradam o DNA nuclear e as proteinas citoplas-

maticas. A membrana celular permanece intacta (o que difere bastante das situagoes de
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necrose), com alteragao estrutural para que a célula seja reconhecida como um alvo fago-
citario. A célula é eliminada rapidamente, de maneira a nao dar tempo de o seu conteido
extravasar, causando uma reagao inflamatéria que poderia assemelhar-se a necrose teci-
dual. A apoptose acontece tanto em eventos patologicos como em eventos fisiologicos .
No caso da interacao das células do figado com a radiofrequéncia, ocorre tipicamente a
apoptose patoldgica (ROBBIN e COTRAN, 2013).

Morfologicamente, as células apoptdticas apresentam encolhimento celular (cito-
plasma denso e organelas mais agrupadas), condensagdo da cromatina (a cromatina se
agrega na periferia do niicleo, em massas densas de varias formas e tamanhos. O proprio
nticleo pode se romper em dois ou mais fragmentos), formagao de bolhas citoplasmaticas
e corpos apoptoticos. Ha a fagocitose das células ou corpos apoptoticos pelos macrofagos
principalmente e as células saudaveis do tecido migram, se proliferando permitindo ocupar
o espaco da célula morta. Esse tipo de evento ocorre na area subletal e é geralmente o
mecanismo celular inicial para a recorréncia, além da inducao de fatores tumorigénicos.
Essas caracteristicas serao fundamentais para a validagao do equipamento dentro da ex-
pectativa de alcance minimo de ablagdo em uma area de 3 cm e torna-se o foco ideal desse
estudo pré-clinico. (KANDUC, 2002).

2.5 TESTES PRE-CLINICOS

2.5.1 Importancia, normas e protocolos associados

Equipamentos eletromédicos devem realizar um conjunto de ensaios previstos pelas
normas da ABNT: NBR IEC60601-1-2:2006 para o seu licenciamento tecnoldgico. Sao
ensaios de certificacao que sob a orientacdo da ANVISA versam sobre as prescrigoes gerais
de seguranca e compatibilidade eletromagnética. As normas (1) NBR IEC 60601-2-2:2001
que enuncia as prescrigoes de seguranca de equipamentos cirtirgicos de alta frequéncia e
a (2) ABNT NBR IEC/CISPR 11:2012 que relaciona as caracteristicas das perturbagoes
de radiofrequéncia devem ser os norteadores para a producao de equipamentos elétricos
para a saide. (MARQUES, 2016)

A Diretriz Metodolégica do Ministério da Satude permite padronizar e impor cri-
térios para o desenvolvimento de novos Equipamentos Médico-Assistenciais (EMA), que
por determinacao da ANVISA é aplicado a equipamento ou acessério de aplicagao mé-
dica utilizados na assisténcia a saude da populagao. Seguindo essas Diretrizes, o SOFIA

busca atender a todos os dominios que estao envolvidos no desenvolvimento de um EMA
(MARQUES, 2016).

Um padrao de classificagao foi desenhado pela ANVISA para identificacdo do perfil
do equipamento. No caso do SOFIA sua classificacao é Classe 11, produto cirurgicamente

invasivo para uso transitorio em cirurgia que dura menos de 60 minutos e, quanto ao
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grau de protecao e choque elétrico, Classe I, segundo a norma NBR 5410. Quanto ao grau
de protecao do paciente, ele é classificado como Tipo CF, pois fornece o maior grau de
protecao pelo isolamento das saidas aterradas e outras partes acessiveis do equipamento,
limitando ainda mais a intensidade da possivel corrente fluindo através do paciente. Para
esse tipo de equipamento sao necessarios estudos pré-clinicos ou nao clinicos e os estudos

clinicos, conforme as fases ja supracitadas (Manual do SOFIA).

Os estudos pré-clinicos que sdo o objeto dessa avaliacdo ocorrem em modelos
animais e sao preditivos para garantir seguranca aos futuros ensaios clinicos em seres
humanos. Assim, considerando o efeito promissor da ARF é imprescindivel a avaliacao
pré-clinica de todas as variaveis fisicas e de modelagem matematica para o equipamento
SOFTA, mais especificamente, do eletrodo MARINA 5H (MARQUES, 2016) e de suas
variagoes, utilizando um modelo animal e no caso, um modelo da enfermidade ou malig-

nidade envolvida - o hepatocarcinoma.

Esta pesquisa com ratos tem como objetivo final dar suporte para aplicar e testar
futuramente o sistema SOFIA em humanos. Entdo, sob esse prisma, a relevancia desse
estudo avaliativo serd permeada pelos seguintes pontos: (1) serda possivel conhecer efei-
tos biologicos da ARF por meio do equipamento SOFIA que tera tecnologia totalmente
nacional; (2) sera possivel validar o sistema desenvolvido o que serd imprescindivel para
sustentar o préximo passo: a pesquisa clinica fase 1 em humanos. Com isso, este estudo
tem como objetivo avaliar (a) a toxicidade do nitinol - liga de niquel-titdnio (NiTi) do ele-
trodo MARINA 5H (b) a biocompatibilidade do eletrodo durante e apds o procedimento
de ablagao e (c) a eficicia terapéutica do dispositivo SOFIA em ratos Wistar portado-
res de carcinoma hepatico. Todos os procedimentos propostos neste trabalho estdao em

conformidade com a ISO — 10993-4 para avaliacao de equipamentos médicos.

2.5.2 Validacao do equipamento

De acordo com a Unimed (2006), para a abla¢ao por radiofrequéncia (ARF) sua
potencialidade terapéutica é maior para tumores com até 3 c¢m, pois estes sao mais bem
definidos por imagem e é possivel alcangar toda sua dimensao pela ARF. Sua limitacao
esté associada aos riscos de contaminacao do aparato, manipulagao imprecisa pelo profis-
sional e disseminacao tumoral. Para esse procedimento a taxa de mortalidade é de 0,3%,
considerando-se as complicagoes observadas com a técnica (AKAHANE et al., 2005).Em
virtude dessas limitacoes e potencialidades, é imprescindivel a validacao da ARF mediada
pelo novo equipamento produzido no projeto SOFIA tanto com relagao ao procedimento
da termoablacao, parametros de hardware e software e parametros relacionados aos efeitos

biolégicos, sendo esses parametros objetos do presente documento.

A ANVISA como agéncia reguladora de produtos para a satude, dentre outras

funcgoes, elabora um grupo de diretrizes e processos descritivos que permitem estabelecer
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os parametros minimos que gerem a confiabilidade, comparabilidade e rastreabilidade
necessarias para um produto ou substancia ter a seguranca necessaria para ser utilizado
pela populacao. Dados analiticos devem gerar informagoes confidveis para permitir uma
avaliacao denominada validacao. A validagao de um método ou substancia ou equipamento
deve ser um processo continuo e exigem um planejamento da estratégia analitica com
metodologias, técnicas e procedimentos que permitam produzir as evidéncias objetivas
necessarias para sua aprovacao e garantia de qualidade e eficiéncia necessarias ao seu uso
final pelo consumidor (RIBANT et al., 2004).

A validagao do equipamento com utilizagdo de um modelo animal associado a um
modelo tumoral permitira (i) verificar a temperatura maxima para a queima do tecido
alvo sem atingir tecidos sadios adjacentes & massa tumoral, (ii) verificar a variacao de
impedancia do tecido durante a queima, (iii) verificar o funcionamento dos circuitos de
protecao contracorrente de fuga, (iv) avaliar o sistema de controle de abertura das hastes
do eletrodo e a (v) eficiéncia do modelo matematico desenvolvido para prever a &area
tratada em tempo real. Essa validacao permitird garantir a seguranca do equipamento em

fase pré-clinica.

Esse trabalho integra esses dois modelos experimentais citados: modelo animal e
modelo tumoral para garantir a avaliagdo da seguranca do uso clinico da ARF mediada
pelo dispositivo SOFTA. Para tanto, foram consideradas as propriedades termofisicas dos
tecidos envolvidos, bem como a escolha da fonte de calor do dispositivo e tempo de exposi-
¢ao do mesmo no tecido (STOFFNER et al., 2012).Ainda, ha outras varidveis relacionadas
com a resposta de tecidos hepaticos ao aquecimento térmico, como por exemplo, as pro-
priedades do material hepatico, duragao da ablacao, caracteristicas do tumor e geometria

do eletrodo.

Também ¢é proposta a avaliacdo da interferéncia dessas varidveis no processo de
ARF a fim de garantir a validacdo do equipamento e avaliacdo da potencial toxicidade
do eletrodo de niquel-titanio (NiTi) associado ao dispositivo SOFIA em ratos Wistar
portando hepatocarcinoma. Visto que o aquecimento, gerado pelo procedimento de ARF,
pode afetar células saudaveis nas proximidades do eletrodo é fundamental investigar estes

efeitos para avaliagdo do custo-beneficio da terapia.

O modelo experimental para testes pré-clinicos ou nao clinicos, seja para novos
medicamentos ou para equipamento médicos € realizado conforme orientagdes normativas
da ANVISA nas Diretrizes Metodoldgicas - Elaboragao de estudos para avaliagdo de equi-
pamentos médicos-assistenciais e Guia para a realizacao de estudos nao clinicos e clinicos
para registro de heparinas como produto biolégico pela via de desenvolvimento por com-
parabilidade, documentos que auxiliam o pesquisador e empresa certificadora no processo

de regularizacdo de produtos para satude baseados na RDC n® 40 de 27 de agosto de 2015.

Esses documentos orientam para o uso de um modelo animal que permita a trans-
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posicao de informagoes para o ser humano e inclui camundongos, ratos, coelhos, cobaias,
de varias espécies cada um a escolha do pesquisador conforme fatores como disponibili-
dade, tipo de doencga, tipo de linhagem tumoral, tipo de equipamento ou medicamento
e no caso de equipamentos médicos voltados para a oncologia, faz-se necessario o uso de
uma linhagem tumoral compativel com o cancer especifico. Portanto, o modelo experimen-
tal escolhido para o estudo pré-clinico estabelecido nesse estudo segue padroes definidos
por normas nacionais que corroboram com normas internacionais como as da agéncia
regulatoria Food and Drug Administration (FDA) e seu érgao regulador especifico para
equipamentos médicos e radiologicos Center for Devices and Radiological Health e todos
esses 6rgaos sao conduzidos pela Organiza¢do Mundial da Saide (OMS) (KAMPFRATH;
COTTEN, 2013).

2.5.3 O carcinossarcoma Walker 256

O tumor Walker é um carcinossarcoma em que ha trés variantes conforme o lo-
cal de implantacao: carcinoma, carcinossarcoma e sarcoma. Foi identificado em 1928 pelo
professor Goeorge Walker em glandulas mamarias de uma rata albina prenha, por his-
topatologia, esse tumor foi identificado como adenocarcinoma. Nesse momento, foram
iniciadas as técnicas de transplante e o indice de pega alcancava uma média de 56%, hoje
alcanca até 100% e as técnicas sao variadas (WALKER; HEBER, 2009). No caso desse
estudo, a escolha para o implante foi direcionada para o carcinoma hepatico. Atualmente,
o tumor Walker é considerado um excelente modelo de tumor transplantavel com alta
reprodutibilidade (VILLAS-BOAS; MONICO, 1988). A escolha deste modelo de tumor
deve-se a algumas vantagens relativas ao seu desenvolvimento no animal, o que proporci-
ona sua imediata aplicabilidade para pesquisa e curto tempo de sobrevivéncia do animal
reduzindo, assim, o tempo de observacao e, consequentemente, seu sofrimento (ZARUR
et al., 2004).

A transferéncias das células tumorais podem ser realizadas a partir de células as-
citicas, do implante de fragmentos do tumor sélido em regioes diversas ou transferidas
diretamente de uma cultura de células in vitro. Observa-se na literatura que o tumor de
Walker pode ser utilizado como modelo para cancer de rim (SILVA et al., 2002), pulméao
(NETO et al., 2002), estdmago (OLIVEIRA et al., 1998) e outros 6rgaos, além do figado e
para cada modelo utiliza-se um procedimento préprio de implante e processo de avaliagao
da densidade celular mas, geralmente, utiliza-se o corante de Azul de tripan para a conta-
gem de células na Camara de Neubauer. O processo de manuten¢ao da linhagem sempre
é realizada pela transferéncia de indculos em matrizes de ratos Wistar (MORAES et al.,
2000). No caso de implantacao para hepatocarcinoma, utiliza-se a retirada de fragmentos
tumorais a partir de uma matriz inicial aonde a inoculagao foi realizada com a forma
ascitica (FANG et al., 2010). Para esse procedimento, faz-se uma incisao e a implantagao

ocorre no lobo esquerdo do figado. No caso desse estudo, a forma de transplante escolhida
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foi a forma direta no lébulo esquerdo do figado a partir de uma cultura de células in vitro

para reducao de procedimentos cirtirgicos e de uso de animais.
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3 METODOLOGIA

Para esse estudo foram utilizados experimentos ex vivo com figado bovino para
avaliacado dos parametros do equipamento SOFIA e eletrodo MARINA 5H para potén-
cias abaixo de 50W, experimentos in vivo com suinos para avaliacdo dos parametros do
equipamento SOFIA e eletrodo MARINA 5H em um animal de porte médio em perfusao
sanguinea durante um procedimento de ablacao, experimentos in vitro para analise de
citotoxicidade do eletrodo MARINA 5H e experimentos in vivo com ratos Wistar (albino
de médio porte), da espécie Rattus novergiccus para estudo de um modelo experimental
pré-clinico para um equipamento de radiofrequéncia durante procedimentos de ablagao
térmica para tratar um modelo de carcinossarcoma de células tumorais Walker 256 equi-

valente a um carcinoma hepatocelular humano.

Esse estudo iniciou-se com ajustes de parametros do equipamento SOFIA e eletrodo
MARINA 5H para um animal de pequeno porte (figura 14). O capitulo estd organizado
para sistematizar essa sequéncia experimental citada acrescida do método analitico de
estatistica, nessa ordem de apresentacao. Para cada experimento é descrita a sua relevancia
acrescentada sua caracterizacao e implicagdes no protocolo experimental, no caso das
analises sao descritas as técnicas e a importancia de cada uma no estudo. O conjunto
experimental tem uma relacdo de interdependéncia e cada etapa interfere na posterior.
Considera-se o protocolo experimental proposto como inovador no panorama nacional

para a tecnologia de uso da ARF e capaz de cumprir as normas dos 6rgaos reguladores.
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Figura 14 — Esquema explicativo do modelo experimental proposto como etapa para es-
tudo nao-clinico do SOFIA permitindo a validagao de parametros de funcio-
namento do equipamento SOFIA e eletrodo MARINA 5H envolvendo testes
ez vivo (em figado bovino), in vivo (em ratos Wistar e suinos). Inclui o teste
in vitro (em cultivo de células Walker) para verificacao de toxicidade e bio-
compatibilidade da composicao de niquel-titanio das hastes do eletrodo.

3.1 DESENHO EXPERIMENTAL E MODELO EXPERIMENTAL

Para alcancar os objetivos desse estudo, foi construido um desenho experimental
que permitiu alcancar a meta de avaliagao dos ajustes necessarios para um estudo nao
clinico ou teste pré-clinico do equipamento SOFIA e eletrodo MARINA 5H. Um resumo
do desenho experimental com os grupos animais e controle mais a rotina a ser seguida no
grupo de animais com tumor esta proposto na figura 15 e inseridas as variaveis a serem

avaliadas e os procedimentos envolvidos.

Os procedimentos com as células tumorais foram realizados em fluxo laminar lo-
calizado em sala de biosseguranca 2 no Laboratério de Microscopia Eletronica, Depar-
tamento de Biologia Celular, Instituto de Biologia/UnB. Os procedimentos com figado
bovino foram realizados no Laboratério de Engenharia Biomédica/LaB no prédio SG11
do Campi Darcy Ribeiro da Universidade de Brasilia. Os procedimentos cirirgicos com
os suinos ocorreram rna PUC (Pontificia Universidade Catélica) de Goidnia/GO, sob su-
pervisao da Dr®* Fatima Mrué e supervisao anestésica da veterinaria local. E por fim, os
procedimentos realizados nos ratos Wistar ocorreram no Laboratério de Cirurgia Experi-
mental (CiEx) da Faculdade de Medicina/UnB sob supervisao técnica do veterinario local

responsavel.
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Figura 15 — Esquema explicativo do protocolo experimental com as andlises a serem rea-
lizadas para os testes ex vivo (a), os testes in vivo (b) e (d), os testes in vitro
(c) e a rotina experimental para os grupos de animais com tumor.

3.2 TESTES EX VIVO EM FIGADO BOVINO

Foi realizada uma analise prévia de tempo e poténcia em ensaios ex vivo utilizando-
se figado de boi para avaliacao de dados de temperatura, poténcia, tempo com o eletrodo e
uma analise estatistica final que fornecesse uma avaliacao da variacao do tempo e poténcia
Otimas para cada nivel de abertura do eletrodo em uma poténcia abaixo de 50 W que
¢ a fornecida para humanos ou animais maiores experimentais como um suino. Como a
expectativa desse estudo estava em animais de pequeno porte, ratos Wistar, buscou-se

reduzir essa poténcia em diferentes tempos e aberturas das hastes do eletrodo.

Estes testes ex vivo ocorreram no LAB — Laboratorio de Engenharia Biomédica
na Universidade de Brasilia e compreenderam um grupo de amostras programadas com
analise de cinco repetigoes para cada tempo em cada poténcia escolhida, e esse conjunto
de repeticoes ocorreu para cada nivel de abertura das hastes do eletrodo: menor, com
3 mm (1), mediana, com 4 mm (2) e maior, com 5 mm (3) abertura em trés tempos
diferentes: 1, 3 e 5 minutos e nas poténcias de 5 W, 10 W e 15 W.

3.3 TESTES IN VIVO EM SUINOS

A acdo ablativa do eletrodo in vivo em figado de suinos foi observada para compre-
ensao de seus parametros em animal de grande porte com perfusao sanguinea constante,
no Centro Cirtrgico do Departamento de Medicina da PUC (Pontificia Universidade

Catolica) de Goids, sob a supervisao técnica da professora Dr®* Fatima Mrué. Todos os
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procedimentos realizados ocorreram com a observancia dos preceitos regidos na Diretriz

da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) — animais de prética cirtirgica.

Os animais utilizados pertenciam & PUC e passaram pelo Comité de Etica como
animais para aula da propria da Universidade. Posteriormente,em outubro do ano de
2016,na mesma universidade e também com supervisao técnica da professora Dr® Fatima
Mrué, novos procedimentos foram realizados em figados de suinos, com abdémen aberto

e perfusdo sanguinea, a ablacao por ARF foi realizada diretamente em figado exposto.

3.4 MODELO ANIMAL - RATO WISTAR

Escolheu-se o rato albino Wistar (espécie Rattus novergicus) fémea heterogénica
para ser o modelo animal que permitisse ser uma opg¢ao de facil manipulagdo e manejo,
ciclo de vida curto e que desenvolvesse o CHC de forma similar ao ser humano favore-
cendo a transposicao de dados para o ensaio clinico de Fase I com humanos. Os animais
foram obtidos da Universidade Catdlica de Brasilia (UCB) apds aprovagao do projeto pelo

Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA/UnB), documento em anexo.

O rato Wistar ¢ um animal doécil possui porte médio e adequou-se ao modelo
experimental pré-clinico proposto. Os animais obtidos estavam na fase adulta com média
de 3 a 4 meses de idade pesando na faixa de 200 a 300 gramas. Sua cauda geralmente
apresenta 85% do comprimento de seu corpo, seus olhos sdo exoftalmicos e suas orelhas

sao pequenas em relacao a cabega.

3.4.1 Rotina de manejo e manipulacdo dos animais

Os trés grupos de animais foram mantidos no biotério da Faculdade de Medicina
e no Hospital Veterinario de Pequenos Animais da Universidade de Brasilia com regulari-
dade de iluminacgao - 12 horas de claro e 12 horas de escuro -, racao e agua ad libitum, em
caixas apropriadas para a espécie com maravalha autoclavada (serragem) e estante clima-
tizada a temperatura de 22 a 30°C. Na quinzena antecedente as cirurgias, os animais eram
visitados pela autora constantemente para ambienta-los com sua presenca, alimentando-os
com complementos alimentares como granola, damasco e sementes de abébora reduzindo

a animosidade nos de manipulacao para os procedimentos cirirgicos.

Foram mantidos no maximo 3 animais por caixa reduzindo o estresse em grupos
populosos e nos dias da cirurgia, em seu retorno para o biotério, os animais foram mantidos
aquecidos ao longo do procedimento e apdés o momento para reduzir a probabilidade
de morte por hipotermia. Também eram acrescentados os complementos alimentares e
fornecido um enriquecimento ambiental de tufos de papel pardo cortado em tiras para

estimular a formacao de ninhos, comportamento tipico dessa espécie no ambiente natural.
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Essa forma de manejo e manipulagdo permite reduzir o estresse ja vivenciado pelo

animal e garante resultados com o minimo de influéncia de estresse metabdlico.

3.5 AVALIACAO DOS PARAMETROS CLINICOS E COMPORTAMENTAIS

Uma avaliagdo de parametros clinicos como medida de peso corporeo, aspecto da
urina e fezes, padroes de comportamento e alimentacao. Anélises clinicas sao preditivas de
toxicidade e sdo fundamentais para avaliar um sistema terapéutico. A andalise comporta-

mental refere-se aos sinais clinicos que foram observados sistematicamente e registrados.

Os sinais clinicos avaliacao foram a ocorréncia de diarreia, ulceragoes na pele, hiper
ou hipoatividade, letargia, alteragdes neuroldgicas motoras, dores e caimbras abdominais
e mortes nao esperadas, cianose, consumo de ragao/dgua. Em cada tumor macroscopica-
mente visivel ou palpavel, eram verificadas sua progressao, aparéncia e tamanho. Essas
observacoes eram avaliadas durante todo o periodo experimental e, em particular, até

duas horas apos cada procedimento.

3.6 ANALISE DE TOXICIDADE IN VITRO POR AVALIACAO DE VIABILI-
DADE CELULAR

Essa é uma técnica colorimétrica baseada na absorbancia da concentragao presente
do produto formazan - sal de coloracao arroxeada e insoliivel em agua, obtido apés reducao
do reagente MTT (brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio) - sal de
coloragao amarela e solivel em dgua (figura 16), por acao de desidrogenases mitocondriais,
indicando atividade dessas organelas. Dessa forma, a reducao do MTT a formazan sera

diretamente proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular.

3.6.1 Modelo de células normais - Fibroblastos

Para o grupo controle positivo de MTT foi utilizada uma cultura de células pri-
marias de fibroblastos obtidas de polpa de dente humano e transferida para garrafas de
cultura para sua manutengao e expansao utilizando-se o meio DMEM (Dulbecco “s modi-
fied Eagle “s medium, meio sintético complexo). Uma garrafa de 250 mL foi utilizada para
o teste de viabilidade celular. Os fibroblastos sao células aderentes com longas projecoes
de adesdao. As culturas primarias sao obtidas a partir de um fragmento de um tecido
e as células que sobreviverem apods a desagregacao na garrafa de cultura formam uma
monocamada inicial. Essa monocamada foi formada e estabelecida uma cultura de fibro-
blastos para o teste em questdo. Esse tipo de cultura permite analisar as caracteristicas
genotipicas e fenotipicas do tipo celular cultivado. E nesse estudo foi a referéncia de cé-
lulas nao-neoplasicas. A manutencao e expansao dessa cultura ocorreu em estufa imida
a 65,6°C e 5% de CO,
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Figura 16 — Reagao de reducao do MTT em formazan por agdo de desidrogenases mi-
tocondriais. (Disponivel em <cursobioquimica.iq.usp.br> acesso em 15 fev
2018, imagem adaptada pela autora)

3.6.2 Procedimento da analise de viabilidade celular

Uilizou-se para comparacao o grupo de células normais de fibroblastos e um grupo
experimental de uma aliquota da cultura de células in vitro Walker256. Fez-se o cultivo
em placas de 24 pocos de cada grupo por 24 horas apds realizacdo da contagem das cé-
lulas em cédmara de Neubauer. Para cada poco, foram colocadas 1 x 10° células de cada
linhagem. Os pogos foram organizados em triplicatas como descritas a seguir: 3 (trés) po-
cos com fibroblastos e meio DMEM (Dulbecco s modified Fagle “s medium, meio sintético
complexo) sem eletrodo e outros 3 (trés) com os mesmos componentes, mas com uma
haste do eletrodo posicionada no fundo do pogo; 3 (trés) pogos com células Walker 256
e meio RPMI, (Roswell Park Memorial Institute medium, meio sintético complexo) sem
eletrodo e outros 3 (trés) com os mesmos componentes, mas com uma haste do eletrodo
posicionada no fundo do poco. As hastes foram esterilizadas previamente utilizando-se

luz ultravioleta por 20 minutos.

Apés 72 horas, 350 pli do reagente MTT foi adicionado a cada pogo (em fluxo
laminar com luz fria desligada) e apds 4 horas, estando a placa acondicionada em papel
aluminio, adicionou-se 500 pL. de DMSO (dimetilsulféxido) e logo apés fez-se a ressuspen-
sao para ser realizada em seguida a leitura em espectrofotometro no comprimento de onda
de 595 nm préprio para identificagdo do Formazan. A proposta de uso desse protocolo

para avaliagao de toxicidade conforme proposto por (MOSMANN, 1983).

O protocolo de cultivo celular utilizado para o modelo tumoral do carcinossarcoma
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Walker 256 esta descrito a seguir na se¢ao Modelo Tumoral.

3.7 MODELO TUMORAL

3.7.1 Implante tumoral do carcinossarcoma Walker em ratos Wistar.

Inicialmente, foi necessario acompanhar e avaliar o modelo tumoral de carcinossar-
coma no grupo de ratos Wistar para acompanhar seu crescimento e verificar sua expansao,
presenca ou auséncia de metdastase, para coleta de dados clinicos comportamentais dos
animais com o tumor e acompanhar o padrao do crescimento tumoral ao longo do tempo

previsto para o experimento.

O carcinossarcoma Walker 256 foi implantado de forma direta para desenvolver
um carcinoma hepatocelular de ratos e favorecer a transposicao dos dados obtidos para
o ser humano, observando que o rato é o modelo animal mais utilizado por ser de facil
manipulacao, tempo de vida curto e desenvolvimento similar de carcinoma hepatocelular

humano, com as mesmas caracteristicas e prognostico.

A obtencao das células tumorais é o procedimento prévio ao implante em que se
utiliza a cultura de células in vitro para transferéncia das células. Esse procedimento
ocorreu em etapas e se iniciou apds a obtengao da linhagem tumoral Walker 256 (LLC-
WRC) da Sigma-Aldrich a partir de linhagem in vitro (figura 17) que se caracteriza como
uma linhagem aderente (que se adere a superficies lisas como uma garrafa de cultura). As
etapas prévias a inoculagdo incluem: (1) criocongelamento de aliquotas de células
em freezer a — 80°C para reserva temporaria realizada a cada dois meses e em nitrogénio
liquido, para reserva a longo prazo, realizada a cada semestre; (2) descongelamento de
aliquotas de células para experimentacao; (3) manutengao da linhagem a partir de
aliquotas descongeladas utilizando-e a técnica de passagens ou repique em garrafas de
cultura; (4) expansao celular das garrafas de cultura;(5) contagem das células em
camara de Neubauer utilizando-se o corante Azul de tripan; (6) transferéncia de uma
aliquota de 100 pL. com a densidade celular necessaria para o implante direto no 16bulo

do figado (7) implante direto no l6bulo do figado apés anestesia e incisao.
(1) CRIOCONGELAMENTO DE ALIQUOTAS DE CELULAS

Para esse procedimento as células presentes na garrafa de cultura foram primeira-
mente desaderidas utilizando-se a enzima tripsina 0,25% EDTA por 4 minutos em estufa
a 37°C, apoés essa etapa, as células foram transferidas para um falcon de 15 mL a 300
g por 3 (trés) minutos. As células foram ressuspendidas em solugéo de criocongelamento
(aproximadamente 1 x 10°/500 pL) em solucdo de criocongelamento que contém DMSO
(dimetilsulf6xido) e o meio de cultura adequado a essa linhagem - o RPMI (Roswell Park
Memorial Institute medium). A solugdo é fracionada em aliquotas e transferidas para

criotubos que serao levados para o freezer de -80°C e apds 24h, algumas amostras sao
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Figura 17 — Criotubo com pellet de células Walker 256 obtido da Sigma-Aldrich.(Arquivo
pessoal)

transferidas para o nitrogénio liquido.
(2) DESCONGELAMENTO DE ALIQUOTAS DE CELULAS

Foram selecionados pelo menos 3 a 4 criotubos armazenados no freezer de -80°C
levados ao banho-maria previamente aquecido a 37°C. Realizou-se a transferéncia do con-
teido para um falcon de 15 mL contendo 5 mL de meio RPMI completo pré-aquecido.
O falcon foi centrifugado a 300 g por 3 minutos, retirado o sobrenadante e ressuspendido
em 5 mL de meio RPMI e transferido seu conteido para uma garrafa de cultura 75 mL.

A garrafa estufa foi mantida em estufa timida a 37°C com 5% de COs.
(3) MANUTENCAO DA LINHAGEM

Esse procedimento ocorreu a cada 2 dias em média para garantir a sobrevivéncias
das células de forma saudavel e manutencao de suas caracteristicas da linhagem. Usou-se
o mesmo procedimento de remocao das células aderidas na placa com tripsina utilizado
na etapa (1), o que permitiu transferir aliquotas de células para outras garrafas que foram
mantidas em estufa imida a 37°C e 5% de CO, impedindo que fatores limitantes ao cres-
cimento celular como espago e alimento (presente no meio de cultura RPMI) impedissem

sua proliferacdo e manutencao.
(4) EXPANSAO CELULAR

Apo6s a remocao das células da placa com tripsina, aliquotas das células foram
transferidas para garrafas de cultura de 250 mL inicialmente até alcancar 3 garrafas de

600 mL para favorecer sua proliferacao e aumentar sua populacao até alcancar a densidade
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de 3 x 107 suficiente para a inoculacio direta.
(5) CONTAGEM CELULAR

Também apods a remocao das células da placa com tripsina de 3 garrafas de cultura
de 600mL, esse conteido celular foi transferido para 3 falcons de 15 mL, centrifugadas a
300 g por 3 minutos e depois ressuspendidas em 5 mL de meio RPMI. Apds a ressuspensao,
100 puL com PBS (tampao fosfato-salino) e azul de tripan sdao levados para a contagem

em camara de neubauer.
(6) TRANSFERENCIA

A transferéncia foi realizada logo apds a contagem de células em que uma aliquota
de 0,1 mL foi colocada em uma seringa de 1 mL, levada ao gelo e deslocada até o local

aonde os procedimentos cirurgicos com os animais foram realizados.

A figura 18 mostra a sequéncia de etapas desses procedimentos de (1) a (7).

(5) Contagem de células

(1) Células . ) Camarade
criocongeladas (4) Expansdo de células Neubauer

\_ Garrafa de cultura t f

() Transferéncia das células
para a seringa

/.f " y :‘
criotubo _—-.—-J -_j J 4

N
(2)e(3) ? (7) Implante direto
Descangelamento e 2 .‘ " no animal

manutencdo V. "

Cultivo das células em estufaa
65,6°Ca 5% de CO,

Figura 18 — Etapas do cultivo de células in vitro até o implante direto realizado no lobo
esquerdo do figado do rato.(Autoria prépria)

(7) IMPLANTE DIRETO

Para transferéncia do tumor, a solucao de 0,1 mL com o tumor Walker foi inoculada
com uma seringa de 1 mL contendo duas op¢oes de densidade celular: 3 x 107 de células e
1 x 107 de células com agulha 3 G1/2 sob visdo direta no lobo esquerdo do figado conforme
imagem da figura 19. Essa inoculacao ocorreu apos incisao de 5 cm, préxima ao processo
xiféide, com lamina de bisturi de n® 1lestando os animais anestesiados com quetamina
10% e xilazina 2% intraperitoneal conforme o peso do animal. Logo apds a inoculacao das

células, a incisao foi suturada com fio de catgut 4.0 para o peritonio e mononylon 4.0 para o
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Pingasusadascomo |
afastadores

células tumorais

Figura 19 — Imagem da incisao no rato Wistar e implante do tumor de Walker por ino-
culagdo no 16bulo esquerdo do figado (ZARUR et al., 2004, adaptado pela
autora.)

tegumento em plano Unico. A solug@o possuia a mesma densidade de células tumorais para
cada implante, garantindo uma formacao tumoral equivalente ao carcinoma hepatocelular
para os 10 ratos Wistar. A viabilidade das células frescas foi determinada por meio de
coloracao com Azul de Tripan 0,2% utilizando-se 25 pL da coloragao para 10uL de células
observadas em microscopio invertido. Também foram realizados implantes diretos com
as mesmas opgoes de densidade celular na forma subcutanea no flanco do animal e na
forma intramuscular no musculo de sua pata. Os procedimentos pés-implante seguintes

se repetiram em todos os casos.

Apoés esse procedimento, os animais receberam uma dose de Meloxicam (1mg/kg)
por 2 dias, sendo a primeira logo apds a sutura, apds essa etapa, os animais foram man-
tidos em observagao até sua recuperacao anestésica no biotério para acompanhamento
do crescimento do tumor e posterior procedimento de ablagao. Apds 6 dias, o animal foi
conduzido ao procedimento de ablacao por ARF. Os animais foram mantidos no biotério
até a eutandsia que ocorreu trés dias apds a ARF (DIA 9). Os animais foram eutanasiados

com o anestésico isofluorano inalatério.
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3.7.2 Ablacao

No dia 6, foi realizado o procedimento de ablagao por ARF, o abdémen do rato foi
aberto utilizando-se material estéril. Os eletrodos foram inseridos cuidadosamente para
evitar danos aos vasos e a ablagdo realizada usando o dispositivo SOFIA (figura 20). A
anestesia do animal foi realizada com quetamina 10% e xilazina 2% intraperitoneal com

seringa de 1mlL.

Ground pad

ik,

Figura 20 — Procedimento de ablagdo no rato utilizando o modo manual do SOFIA e su-
porte para o eletrodo MARINA 5H realizado em ambiente estéril na Cirurgia
Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia.(Arquivo
pessoal)

Para o procedimento foi realizada nova incisdo de 6 cm para introdugao passiva do
eletrodo formato guarda-chuva no lobo do figado. A incisao foi feita apds tosa dos pélos
da regiao frontal e assepsia com solucao de iodo a 1%. O circuito foi fechado estando
o eletrodo ground pad na regiao dorsal do animal iniciando o tratamento ablativo. Na
figura 21 tem-se a disposi¢ao do plano de terra com um corte de 6 cm x 6 cm na camada
isolante de acrilico (material de cor preta) aonde o animal foi disposto com o dorso tosado
anteriormente (para evitar isolamento) e garantir a condugao somente nessa regiao. Apos

o procedimento, a incisao foi suturada com os mesmos critérios utilizados para o implante
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de células. Nos dois dias contados a partir da ablacao foi realizada a analgesia do animal

com Meloxicam (1mg/kg) e o animal foi mantido no biotério até o dia 9.

PLANO DE TERRA

Figura 21 — Plano de terra do eletrodo de retorno. Esta figura mostra o isolante acrilico
(material de cor preta), o material condutor (suporte metélico) e o corte
retangular nas dimensoes 6 x 6 cm que permitia a condugao somente nessa
regiao aonde o animal foi posicionado deitado com o dorso para baixo, com
as patas afixadas e j4 com a incisao realizada. O animal estava anestesiado.
(Arquivo pessoal)

3.8 REVISAO SISTEMATICA COM METANALISE

Uma revisao sistémica duplo cego foi realizada nas bases de dados: PUBMED, SCI-
ELO, LILACS, BIREME, COCHRANE, SCIENCE DIRECT, IEEE. As palavras-chaves
utilizadas foram: "CARCINOMA HEPATOCELULAR”, “PRIMARY LIVER CANCER”,
“REVIEW”, “RADIOFREQUENCY”, “HEPATIC ABLATION DEVICE”, “CATHETER
ABLATION”, “RECURRENCE”, “MORTALITY”, “MORBIDITY”, “LOCAL TUMOR
PROGRESSION”, “RECURRENCE”, com os conectivos logicos“AND” e “OR” para a
ampliacdo dos termos de busca. Essas palavras-chaves foram usadas para buscar referén-
cias que envolvessem a ablagdo por radiofrequéncia em hepatocarcinoma celular percuta-
nea envolvendo eletrodos monopolares, bipolares ou multipolares. Inclusion Criteria Os
critérios de inclusdo para os estudos foram: estudos com pacientes com CHC em esta-

diamento 0 ou A conforme a classificacao de BLCL, submetidos a RFA com geradores
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comerciais e eletrodos monopolar, bipolar ou multipolar; estudos com a RFA combinada
com outras terapias (quimioembolizagao, crioablacdo, ressecgao etc); avaliagdes dos volu-
mes ou area de ablagao feitos por imagem e andlise de sobrevida, com as taxas de sobrevida
e de recorréncia da doenca nos pacientes. Ainda no caso de revisoes e estudos qualita-
tivos sobre ablacao por radiofrequéncia ou sobre carcinoma hepatocelular, considerou-se
os ultimos cinco anos e a selecao final considerou os trabalhos a partir de 2015 que se

observaram serem bastante abrangentes e com duplicidade de dados com os mais antigos.

Os critérios de exclusao adotados excluiram CHC com didmetros maiores que 3
cm, as neoplasias que ndo eram carcinoma hepatocelular ou outras enfermidades, outros
tipos de ablagao que nao fossem a RFA, técnicas de ablagdo que nao fossem conjugadas
com RFA. O tamanho do tumor versus a recorréncia foi o conceito central a ser abordado.
A recorréncia foi analisada no aspecto geral quanto a sua origem e também foi avaliada
de forma especifica quanto ao padrao denominado Local Tumor Progression (LTP) ja
estabelecido na literatura e que considera uma formacao tumoral recorrente localizada
na area ablada. Esse critério se diferencia do padrao antagbénico denominado Intrahepatic
Distant Recurrence (IDR) que caracteriza uma recorréncia de origem sistémica, portanto

quando a recorréncia é analisada no aspecto geral os dois padroes foram considerados.

Utilizou-se dois autores desse artigo de forma independente para avaliagao dos da-
dos obtidos. No caso, eles realizaram a extragao de dados e avaliaram: (1) o tipo de estudo;
(2) ano de publicacao e autores; (3) o objetivo da revisao desse artigo; (4) as contribuigoes
inéditas ou relevantes nos estudos randémicos e nao-randomicos. As divergéncias foram

resolvidas em discussio.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Conforme orientacdes do Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA, UnB),
(FONTELLES et al., 2010) e (PAES, 1998) nesse estudo foi adotada uma anélise pareada
(teste “t” de Student) no delineamento experimental definido para os grupos de ratos
que permitiu a reducao da variabilidade das medidas e necessidade numérica amostral
bem como maior comparabilidade entre os individuos de acordo com os célculos a seguir

(equacoes 1 e 2).

Na figura 15 estd definida a distribuicao amostral dos trés grupos de ratos que
estiveram envolvidos com o implante tumoral. Os trés grupos seguem uma distribuicao
fixa de nimero amostral de cinco animais para cada ensaio. Reforca-se que o delineamento
exige que os grupos apresentem o mesmo tamanho amostral (n); entdo, o tamanho da
amostra foi calculado para cada um dos grupos isoladamente e multiplicado pelo ntimero

total de grupos (3 grupos). O software usado para realizar o célculo foi o BioEstat versao
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5.0, programa distribuido gratuitamente. A féormula empregada foi:

25>
n= ﬁ[zaﬂ + 2] (1)

De acordo com dados da literatura (FONTELLES et al., 2010), para o calculo do
n, considerando-se o teste “t” de Student, o erro alfa corresponde a 0,05 (o = 0,05) e
poder do teste = 0,80, logo o z,
2 = Valor do erro alfa (bicaudal) é 20,025 = 1,96 e para o poder de teste adotado o z3 =
Valor do erro beta é z5 = 0,84. Assim, adotamos d = diferenca minima a ser detectada,
com base no delineamento experimental realizado preliminarmente em suinos (detalhado
na secgao 9.4.2) de 2 cm de area entre os grupos, e adotou-se um desvio padrao 1,2 cm.

Desta forma, o n amostral resultou em:

(1.2)2
n =2 22) [(1.96 + 0.84)*
1.22
n=="-(7,84) (2)
2
n=>9,6

Logo, a amostra definida é de 15 animais no total, o que corresponde ao n de 5
animais para cada grupo experimental, sendo que temos um total de 3 grupos de estudo.
Para analisar a viabilidade celular estimada pela técnica de MTT dos grupos experimen-
tais realizou-se também o teste "t" de Student nao pareado para avaliar a reducao da
porcentagem de células viaveis devido a citotoxicidade do eletrodo. A anéalise estatistica
considerou a populagao inicial de células de cada grupo como 100%. Em todos os casos

diferencas foram consideradas significantes quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 TESTE PRE-CLINICO INOVADOR NA SAUDE PUBLICA

O estabelecimento de um modelo experimental para a validagdo do equipamento
SOFIA e o eletrodo MARINA 5H é inédito no Sistema Unico de Satde para ensaio pré-
clinico para um equipamento de ablacao por radiofrequéncia com tecnologia nacional
e de baixo custo. Utiliza as possibilidades de modelos animais e celulares e estabelece
uma sequéncia de testes experimentais elegendo o teste in vitro como opgao inicial para
determinacao de toxicidade estabelecendo-se como parametro para comparagao com dados

hematolégicosin vivo de toxicidade.

Observa-se no mercado de equipamentos médicos que ha empresas com forneci-
mento de servico de andlise de ensaios pré-clinicos e a orientacao do 6érgao regulador
ANVISA ainda é pobre na condugao do pesquisador nas suas resolugoes para esse tipo
de ensaio para equipamentos médicos. A orientacdo ja estd mais ampla e direcionada
para medicamentos. Um ensaio pré-clinico de um equipamento médico envolve etapas que

avangam além dos testes de metrologia do equipamento previamente realizados.

E fundamental a interacio entre dreas médicas, bioldgicas e engenharias na criacio
de novos EMAs percebe-se que a interface entre areas ainda surge como desafio e é fun-
damental um trabalho integrado dentro do projeto para que haja interacao de linguagens
técnicas especificas para resolugdo de problemas. Essa integracao ja citada em capitulo
anterior nesse estudo exige um quantitativo alto de pesquisadores de todos os niveis de
formacao abrangendo desde a Iniciagdo cientifica, alunos em trabalho de conclusao de

curso, mestrandos, doutorandos e p6s doutorandos.

Por ser um conjunto de muitas pessoas interagindo fez-se necessaria uma equipe
de gestao administrativa que possuisse esse conhecimento técnico e orientasse a gestao de
atividades e fomentos necessarios para aquisicao de materiais e disponibilidade de bolsas
para permitir a disponibilidade de cada pesquisador imerso no trabalho de pesquisa.
Na construcao do projeto pré-clinico ficou clara a necessidade de pesquisadores da area
biologica interagindo com os engenheiros envolvidos com a construcao do equipamento e
do eletrodo para percepcao e compreensao das interferéncias envolvidas com a ablacao

realizada pelo sofia em animais.

Com esse protocolo experimental textitin vivo, é possivel assegurar a integragao
das partes do equipamento apos os testes tradicionais metrologicos e prever a viabilidade
do eletrodo e sua atuagao sobre o érgao do animal. A efetividade dos testes garantira
sem divida uma mudanca no perfil de internacao de pacientes para tratamento de CHC,

reduzindo os custos da saude publica com essa parcela da populagao que precisara de
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somente um dia pos-procedimento para observacao durante essas 24h dos efeitos adversos
que possam originar-se da intervencao laparoscopica. A progressao positiva do prognos-
tico pela reducao do estadiamento por uma possibilidade de cura sem a necessidade de
resseccao — reduzindo as chances de complicagoes tipicas de um procedimento cirirgico ou
transplante — reduzindo a quantidade de pacientes na fila com risco de 6bito pelo tempo

de espera.

4.1.1 Testes ex vivo em bovinos e testes in vivo em suinos e ratos Wistar

Ja nos resultados preliminares em suinos e os posteriores em ratos foi evidenciada
a relevancia da observacao do comportamento do equipamento. No caso dos suinos, o for-
mato do dorso do animal dificultou o fechamento do circuito no eletrodo de retorno devido
um mal posicionamento do eletrodo ground pad, a anatomia do figado com lobos pouco
espessos, a perfusao sanguinea e diversidade de impedancia de cada 6rgao interfererem na
estabilidade do funcionamento do equipamento e foram variaveis que trouxeram desafios
para a equipe multidisciplinar. Nos dois casos, essas variaveis interferiram no tempo do

procedimento e na sua eficiéncia ablativa.

A andlise dos resultados dos ensaios ex vivo utilizando-se figado de boi para ava-
liacao de dados de temperatura e poténcia permitiu a definicdo dos parametros do equi-
pamento de ablagdo SOFIA para utilizacdo no modelo animal e modelo experimental
descrito nesse estudo. A partir dos dados obtidos com os experimentos ex vivo, percebeu-
se que ocorre uma area tipicamente arredondada e bem definida com uma area menor
mais escura proxima ao local de insercao do eletrodo que macroscopicamente é identi-
ficada como area de carbonizagdo. As melhores opgoes de poténcia foram 10 W em 3

minutos de ablagdo e 15 W em 1 minuto de ablacao (figura 22).

ea de ablacdo (a)

Figura 22 — Regiao de ablacao a 15 W de poténcia em 1 minuto de ablacdo realizada
em figado bovino ex wvivo escolhida como a melhor relacdo de poténcia e
tempo para uma ablagdo com poténcias abaixo de 50W. (a) éarea total de
ablagdo comparada com a (b) area de carbonizagdo ou area menor préxima
a regiao de inser¢ao do eletrodo aonde macroscopicamente gera uma area de
cor castanho-escuro.
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A avaliacao das areas concéntricas menor e maior foi realizada pela anélise da dis-
persao e desvio padrao utilizando o software Excel para construcdo de um histograma
com os valores dessas duas areas concéntricas tipicas em testes ex vivo: a area completa
de ablacao comparada com a area préxima a regiao de inser¢ao do eletrodo aonde macros-
copicamente ja ocorre um processo de carbonizacao gerando uma area de cor castanho-
escuro. Também foi analisada a curva de temperatura utilizando o software MATLAB
(MathWorks) para acompanhar o aumento de temperatura ao longo do tempo na regiao
de acdo do eletrodo. Os melhores resultados foram com a abertura de 3 mm (menor) e
nas poténcias de 10 W e tempo de 3 minutos (figura 23 e figura 24) e poténcia de 15 W,
no tempo de 1 min (figura 25 e figura 26).
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Figura 23 — Grafico de temperatura com a indicagdo do momento do roll-off quando a
temperatura alcanga 100°C (temperatura méxima) e a indicagdo da tempe-
ratura minima para haver ablagdo que sao 50°C (temperatura minima) para
a poténcia de 10W.O tempo antes de alcancar 50 °C foi de 18 segundos e o
intervalo de tempo entre 50°C e 100°C foi de 136 segundos.

Quando a ablagao realizada ex vivo é comparada com a ablacao realizada em sui-
nos, percebe-se a interferéncia da impedancia dos outros tecidos presentes nos sistemas
fisiologicos de um animal vivo, além da redugao da energia liberada pela ARF por inter-
feréncia da perfusao sanguinea e diferencas entre as impedancias de cada 6rgao, além do
figado. As areas abladas nao sdo facilmente localizadas e por ser o figado do porco dife-
rente em espessura do figado bovino, a formacao da area ablada nem sempre é homogénea

como a encontrada no figado bovino (figura 27).
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Diametro da area total e 4&rea menor para poténcia de 10W
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Figura 24 — Histograma com os trés tempos definidos: 1, 3 e 5 minutos com a indicacao da
escolha do melhor tempo para a poténcia de 10 W devido a maior proximidade
dos pontos da area concéntrica menor e a area concéntrica maior. O indicador
de dispersao de areas obtidas considera o desvio padrao do diametro de 9,86
+ 1,58 e desvio padrao do didmetro da area menor 4,82 + 0,21.
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Figura 25 — Grafico de temperatura com a indicagdo do momento do roll-off quando a
temperatura alcanga 100°C (temperatura méaxima) e a indicagao da tempe-
ratura minima para haver ablagdo que sao 50°C (temperatura minima) para
a poténcia de 15W.0O tempo antes de alcancar 50 °C foi de 12 segundos e o
intervalo de tempo entre 50°C e 100°C foi de 47 segundos.
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Diametro da area total e area menor para poténcia de 15W
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Figura 26 — Histograma com os trés tempos definidos: 1, 3 e 5 minutos com a indicacao da
escolha do melhor tempo para a poténcia de 10 W devido a maior proximidade
dos pontos da drea concéntrica menor e a area concéntrica maior. O indicador
de dispersao de areas obtidas considera o desvio padrao do didmetro de 6,17
+ 0,88 e desvio padrao do didmetro da area menor 3,57 £ 0,50.

Nos experimentos em figado de suinos realizada no Centro Cirurgico do Departa-
mento de Medicina da PUC (Pontificia Universidade Catélica) de Goids seus resultados
permitiram uma compreensao dos parametros do equipamento SOFIA em animal com
perfusdo sanguinea constante. Os porcos sdo animais com anatomia e fisiologia seme-
lhante a do ser humano, além de uma semelhanca na patogénese das doencas tipicamente
humanas, por essa razao torna-se um excelente parametro para obtencao de informacoes
acerca do funcionamento de um equipamento médico-assistencial, pois os dados podem
ser extrapolados para o ser humano. Os resultados permitiram observar que a uma potén-
cia de 10W, a tensao se manteve constante e a manutencao da poténcia também ocorreu
ao longo do processo até o momento de roll-off provavelmente devido a impedancia do

tecido hepatico do animal que impede a propagacao da energia local.

No caso da ablacao realizada em rato Wistar no grupo de animais sem tumor,
com ARF, observou-se a formacao de uma area de queimadura tipica, com vermelhidao
e defini¢do de raios oriundos da energia liberada ao longo do eletrodo. Nao foi possivel
identificar uma area de necrose real no aspecto macroscépico. O resultado final foi o
alcance da estabilidade da poténcia entregue de 2,5 W durante 3 minutos, em modo

manual do equipamento SOFIA com o eletrodo MARINA 5H. Esse resultado permite
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Figura 27 — (a) Procedimento de ablagao em figado exposto em suino fémea perfundido
ocorrido na PUC/GO. No detalhe (b) observa-se a secgao de parte de um lobo
do figado aonde a regiao foi ablada mostrando a espessura do lobo. (Arquivo
pessoal).

Afa

verificar que a impedancia do organismo do animal interfere no retorno de informacgoes
recebida pelo equipamento e diferentemente do resultado ez wvivo, a instabilidade esta
presente também na tensdao. Na figura 28 pode-se observar a area de ablacao produzida

em um dos lobos do figado do animal.



Capitulo 4. Resultados 67

-
A
o
=

A i

N

Figura 28 — (a) Procedimento de ablagao em figado de rato Wistar fémea sob efeito de
anestesia e realizada diretamente no lobo direito do figado em incisdo de
5 cm realizada préxima ao processo xiféide. Resultado obtido sob poténcia
de 2,5 W por 3 minutos.Observa-se a area de ablagdo obtida pelo uso do
equipamento SOFIA e eletrodo MARINA 5H, a regidao central proxima ao
eletrodo nao tem uma area tipica de carbonizagao e o restante da area de
ablagdo ocorre uma queima com pouca evidéncia de ablagao real. (Arquivo
pessoal)

4.1.2 Estudo sistematico com metanalise de area de necrose versus recorréncia

Como resultado de publicacao a partir desse estudo, uma metandlise permitiu
posicionar a técnica de ablacao por radiofrequéncia para tumores menores que 3 cm como
segura e eficiente mesmo quando comparada a ressecgao cirurgica como relatado pela
pesquisa de (POMPILI et al., 2013). Os estudos de (BRUNELLO et al., 2013) e (NA et
al., 2017) confirmaram com metodologias diferentes a seguranca e eficiéncia da técnica,
(BRUNELLO et al., 2013) analisou uma amostra de 209 pacientes de centros clinicos
diferentes por 10 anos e no caso do estudo de (NA et al., 2017) esse levantamento originou-

se de uma revisdo de 37 casos de um mesmo centro clinico.

Kono et al. (2014) verificou os fatores clinicos que influenciam a recorréncia em
tumores menores que 3 cm e comprovou a sua influéncia independente do tipo histologico
do tumor e sua dimensao, a partir de uma analise da taxa cumulativa de recorréncia com-
provando a importancia da anamnese clinica do paciente e a construcao do estadiamento

com uma equipe multidisciplinar como recomendado pelas sociedades de oncologia.

Liao et al. (2017) comprovou em seu estudo prospectivo com dois grupos amostrais
definidos de forma aleatoria para o margeamento de seguranca durante o procedimento

ablativo aos quais denominou margens amplas (maior que 10 mm) ou margens estreitas
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(de 5 mm a 10 mm) e seu resultado demonstrou que quanto maior o margeamento menor

a recorréncia.

O tamanho do tumor versus a recorréncia foi o conceito central a ser abordado.
A recorréncia foi analisada no aspecto geral quanto a sua origem e também foi avaliada
de forma especifica quanto ao padrao denominado Local Tumor Progression (LTP) ja
estabelecido na literatura e que considera uma formacao tumoral recorrente localizada
na area ablada. Esse critério se diferencia do padrao antagdnico denominado Intrahepatic
Distant Recurrence (IDR) que caracteriza uma recorréncia de origem sistémica, portanto

quando a recorréncia é analisada no aspecto geral os dois padroes foram considerados.

As taxas agrupadas de recorréncia e LTP foram utilizadas como os efeitos principais
desta metanalise. Para efetuar o agrupamento dos efeitos utilizou-se o método da variancia
inversa para o célculo dos pesos, das proporg¢oes agrupadas e o respectivo intervalo de
confianca de 95%. A heterogeneidade dos dados foi avaliada pelo teste Cochrane Q e I?
sendo considerada uma heterogeneidade significativa se 12 > 50, neste caso um modelo
efeitos aleatorio DerSimonian-Liard e se [2 < 50 um modelo de efeitos fixo foi adotado
para a combinacao das taxas. A andlise estatistica foi feita por meio do software R 3.4.1.

Os graficos estao no artigo reproduzido no anexo desse estudo.

Verifica-se que algumas varidveis se interpoe na recorréncia do tumor e que podem
ser identificadas em uma linha temporal desde o inicio do procedimento até o follow up
do paciente. Essas variaveis ja estao definidas na literatura e é possivel identificar alguns
momentos de intervengao essenciais para evitar a recorréncia além do sucesso terapéutico
da ablagao do tumor (figura 29). Os momentos ideais de intervengoes sao descritos a seguir:
(1) insergao do eletrodo no paciente; (2) procedimento de ablagao em si; (3) momento da
finalizacao do procedimento, ainda com o eletrodo posicionado e imageamento disponivel
com identificacdo de dreas nao totalmente abladas; (4) identificacao de regides residuais
do tumor durante o follow up do paciente com o uso de imagens e novo procedimento
ablativo para sua imediata eliminacao. Essas etapas estao ilustradas na figura 6 em uma

sequéncia temporal com a descricao da forma de atuacgao pelo clinico.

Portanto, com a metandlise apresentada é possivel afirmar que a técnica de radi-
ofrequéncia ainda é o procedimento mais seguro e eficiente para tumores menor que 3
cm e que a margem de seguranca ainda deve ser um fator de preocupacao do clinico so-
mada ao quadro clinico do paciente. Permite-nos identificar que a atual fronteira de novas
tecnologias surgidas nessa tultima década designadas para superacao das limitagoes da
técnica. O cenario nacional brasileiro o estimulo sao fundamentais para os investimentos
de construcdo e nacionalizacio de um equipamento para uso do Sistema Unico de Satde
(SUS).
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Figura 29 — Etapas desde o inicio do procedimento de ablacao por radiofrequéncia até o
follow up do paciente com identificagdo dos momentos em que uma interven-
¢ao é possivel e permite reduzir a recorréncia tumoral. (Arquivo pessoal)

4.1.3 Analise da toxicidade in vitro do eletrodo MARINA 5H

Utilizando dois tipos de células: normal (fibroblasto) e tumoral (carcinossarcoma
Walker 256) obteve-se como resultado a auséncia de citotoxicidade na presenca de hastes
inteiras do eletrodo MARINA 5H no tempo de 72h. Considerando-se uma significancia
estatistica de 5%, os dados coletados nao levaram a rejeicao da hipétese nula de que as
médias dos grupos controle e tumor sejam iguais estatisticamente. Utilizou-se o método
estatistico t-student nao-pareado para realizar uma comparacdo dos grupos no Graph
Pad 5.0, ndo havendo diferenca estatistica quando se comparou a triplicata de controle
e eletrodo para cada linhagem. A média da linhagem de fibroblastos para os dois grupos
foi de 105,8 + 5,76 e para a linhagem Walker foi de 100 £ 11,15 e a representacao grafica
utilizada foi a de boxplot para melhor visualizagao dos valores obtidos para a porcentagem

de células viaveis (figura 30).

Esse resultado corrobora com a expectativa ja consolidada do uso da liga de niquel-
titanio (NiTi) como material biocompativel e que a presenga do niquel como metal pesado
na sua constituicado nao gera a producao de residuos que possam ser liberados para o

metabolismo de um organismo complexo.
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Figura 30 — Grafico boxplot para a viabilidade celular. Este grafico indica a dispersao das
duas linhagens de células e seus grupos controle correspondentes. PodeDe
acordo com a dispersao e teste t student- ndo houve variacao significativa
entre os grupos. A dispersao dos dados indica para o grupo NiTi Walker uma
pequena diminui¢ao na média. Tal diminuigao se deve a morte das células em
uma das triplicatas devido a superpopulagao, mas ainda assim o intervalo de
confianca dos dados sao equivalentes.

4.1.4 Validacao do modelo animal para pré-clinico

Nos testes realizados de ablagdo com o rato Wistar observou-se que o SOFIA
necessita ser utilizado em seu modo manual devido as dimensoes do animal e da sua
impedancia. Ajustes para evitar o isolamento elétrico foram necessarios como a raspagem
do dorso, além da raspagem na area frontal para o procedimento cirtirgico. Tentou-se
utilizar o gel condutor, mas a conducao se tornou muito elevada e a carbonizacao foi

rapidamente alcangada sem produgao de ablacao efetiva.

Por fim, consolidou-se o uso de poténcia 2,5 W por 3 a 4 minutos com a abertura
menor de 3 mm das hastes do eletrodo gerando uma &area de ablacao razoavel, mas ainda
com sinais de vermelhidao por queimadura e nao necrose efetiva (figura 28). Apesar de nao
ser possivel considerar a ablacao efetiva, nesses parametros, foi possivel estabelecer um
funcionamento continuo do equipamento com poténcia constante. Sao necessarios novos
ajustes no eletrodo para uma area de ablacao efetiva. Considerou-se o modelo animal rato

Wistar excelente para novos testes pré-clinicos e um modelo ja consolidado por outras



Capitulo 4. Resultados 71

pesquisas com ARF (KUDO, 2017; LYON et al., 2017).

4.1.5 Validacao do modelo tumoral Walker 256 para pré-clinico

A linhagem Walker 256 apesar de aparecer na literatura até 2008 como sendo
de 100% de pega, houve uma dificuldade de efetivacdo do implante. Foram realizadas
tentativas com mais de uma possibilidade de densidade celular: 3 x 107, proposto por
Zarur (2004), 1 x 10° proposto por Kuczera (2007), 1 x 107 proposto por Oliveira (2006),
mas sem sucesso. Observa-se que ha poucos trabalhos recentes e os encontrados nao foram
elucidativos quanto as técnicas de implantagao. Também foram realizados testes em mais
de um local de inoculacao da aliquota celular: implante direto no figado, no flanco direito,

intramuscular e subcutanea.

Observou-se que o local de inoculagao foi identificado pelo organismo no caso do
implante direto no figado, subcutaneo no flanco e¢ intramuscular na pata, mas
o sistema imunologico do animal foi capaz de conter a proliferacao celular. Esse fato
estd muito associado a perda de agressividade tumorigénica de células cultivadas in vi-
tro e ja é conhecido na literatura (BORGHETTI, 2015). Nesse caso recomenda-se uma
imunomodulacao das células tumorais em um animal-hospedeiro produzindo uma ascite
intraperitonealmente. Apés geralmente 5 dias, o liquido ascitico é retirado e inoculado em

outro animal apés proliferacao em cultura.

Outra opgao, seria optar por outras linhagens celulares como a H22 que se apresenta
como um adenocarcinoma (YAN, 2017) e a linhagem de MH-3924A (Morris-Hepatoma)
de hepatoma (BETHLEMFALVA-HORA, 2014). Sendo as duas para ratos Wistar e ja

testadas na literatura para estudo com equipamentos de radiofrequéncia.

Uma tultima possibilidade seria o uso da técnica de inducao quimica, em que a

inoculagao das células ocorre de forma intraperitoneal e o crescimento do tumor acontece
ao longo de 3 a 4 meses em média (CARNEIRO, 2017).

Por fim, foi possivel caracterizar a linhagem tumoral quanto as suas caracteristicas
como linhagem aderente que se apresenta como uma célula com projegoes de adesao lon-
gas e grande em dimensao (figura 31). Sua capacidade de proliferagao in vitro é vigorosa
fazendo-se necesséarias passagens de 2 em 2 dias e permitindo alcangar uma densidade
superior & 3 x 107. Considerando a curva logaritmica tipica de crescimento de células iso-
ladas, percebeu-se que seu tempo de leg apds o descongelamento é lento podendo alcancar
3 semanas e seu tempo de [og para proliferacao apds a recuperacao pos-descongelamento

é rapido e pode ocorrer em até 1 dia.
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Figura 31 — Foto obtida em microscopio invertido da marca Zeiss com camera acoplada
para obtencao de imagem com o aplicativo Jimage da cultura em garrafa
de células Walker 256. E nitida a caracteristica de aderéncia da populagao
celular e as dimensoes celulares (Arquivo pessoal).
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5 DISCUSSAO E CONCLUSAO

5.1 DISCUSSAO

No contexto atual de inovacao nacional em tecnologia para equipamentos médicos
de ablacao hepatica, o grupo de pesquisa da Prof* Dr®* Suélia, criou o equipamento SO-
FIA, para geracao de ARF para ser utilizado em casos de CHC. Nesse mesmo contexto,
o eletrodo considerado padrao para esse tipo de intervencao é o modelo guarda-chuva
LeVeenTM da Boston Scientific tendo sido usado como padrao para a construgao do ele-
trodo MARINA 5H de niquel-titdnio (NiTi), formato guarda-chuva de 5 hastes que se
integra ao equipamento SOFIA. A viabilidade elétrica, térmica e mecanica, do eletrodo
MARINA 5H foi avaliada utilizando modelo matematico em COMSOL a partir de testes
realizados in vitro e in vivo com simulacao numérica e modelagem da equagdo COLE
COLE adaptada. Partindo desse ponto da pesquisa, todos esses dados foram utilizados

para a realizacao desse estudo.

O processo de confeccao desse eletrodo envolveu avaliagdo puramente mecanica e
térmica, a liga do material escolhido foi a LEMF, a curvatura dos fios foi realizada em forno
de témpera e definida apds varios experimentos a melhor opgao para a memorizacao em
forma de semi-circunferéncia e op¢ao de solda foi a micro-soldagem a laser e consolidada
como melhor opcao apds analise em microscopia de varredura. Diante desse cenario existe
a necessidade de avaliacao dos aspectos que envolvem as caracteristicas do tecido hepatico,
as alteracoes que acontecem em nivel celular nos processos de apoptose e necrose, esse
ultimo objetivo fim desse procedimento de ablagao, a influéncia do sistema no qual essas
células estao inseridas, ou seja, o organismo e suas variaveis como a perfusao sanguinea.
As caracteristicas dos materiais que constituem o eletrodo e seu processo de fabricacao
e que interagirda com esse tecido, portanto, a liga de niquel-titanio e a micro-soldagem a
laser das hastes envolveram a proposta central desse estudo que foi a validagao do eletrodo
MARINA 5H de niquel-titanio (NiTi) em seus aspectos biolégicos. Soma-se a influéncia
do seu formato e a quantidade de hastes integrados a influéncia do equipamento SOFIA

sobre o eletrodo e suas variaveis.

Com a busca por uma melhor probabilidade de sucesso significativo na técnica
de ablagao ou para uma melhor compreensao do eletrodo que permita promover a area
de ablagdo méaxima que minimize, e se possivel, elimine por completo a possibilidade de
recidiva, nesse estudo também foi necessario avaliar as influéncias do equipamento sobre
a atuacao do eletrodo como a variacao da poténcia entregue, condutividade e tensao
e a interferéncia do formato escolhido do eletrodo, no caso 5 hastes com curvatura de

semi-circunferéncia que sao fatores que também atuarao em conjunto para uma necrose
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completa.

O equipamento ao enviar uma corrente de alta frequéncia de 300 kHz a 1 GHz
causa a agitacdo dos ions Na~ , K~ , ClI” presentes no citoplasma e matriz extracelular
do tecido hepadtico, essa agitagdo permite a transferéncia do calor por condugao (ZHANG
et al., 2016)e no caso das células tumorais ja consolidada na literatura como termolabil
e que aumentos de temperatura acima de 42°C sao suficientes para causar sua morte,

diferentemente das células normais que sao termicamente mais resistentes suportando até

52°-54°C (SOUSA, 2015).

O niquel é um metal pesado presente na nossa vida diaria devido a sua propriedade
de formacao de ligas com elevada resisténcia ao aquecimento e corrosao e por isso muito
utilizadas em implantes e equipamentos médicos, mas também no processamento de ali-
mentos (CAMPOS Jr., 2015). Portanto, nosso trato digestério estd exposto ao contato
com essa liga de alguma forma na vida diaria. Mas, mesmo diante dessa perspectiva e
considerando o aumento de temperatura local causada pela ARF no eletrodo pelo periodo
de tempo do procedimento, a analise in vitro garante que o comportamento celular da

area de queima estd isenta de contaminagao.

A partir dos dados da técnicas de MTT para viabilidade celular, pode-se validar o
eletrodo como atéxico e sem alteragao de metabolismo do tecido biolégico, e a partir desse
dado, é possivel inferir um indicador biolégico que influenciard as duas principais areas
de ablacao - letal e subletal e que ao ser analisado pela bioequacao de transferéncia de
calor de Pennes utilizada para modelagem de um fenémeno fisico de aquecimento elétrico-
térmico ocorrendo em um sistema bioldgico, trara influéncia ao parametro do metabolismo
do tecido bioldgico que resulta do metabolismo celular oriundo da agitagao dos ions intra
e extracelulares. Como proposta de trabalhos futuros, uma simulagao no COMSOL aonde
se realizaria uma distribuicdao da curva de temperatura com os parametros pertinentes a

esse modelo desse estudo e outro para comparagao ¢ sugerida.

5.2 CONCLUSAO

Considera-se que um novo desenho para o protocolo pré-clinico foi efetivado para
a tecnologia nacional de equipamentos médicos assistenciais e os resultados permitiram
identificar os ajustes necessarios para que esse protocolo se estabelega como um modelo a
ser reproduzido para estudos pré-clinicos ou nao-clinicos. O modelo tumoral Walker apesar
de nao ter sido possivel efetivar sua implantacao nesse estudo, nao o descarta como um
bom modelo tumoral, apenas sdo necessarias novas analises para definir o melhor protocolo
para sua utilizacao. A sua capacidade de rapida proliferacao in vitro é altamente vantajosa
e capacidade de aderéncia faz-se pressupor que ha alta probabilidade de adesao ao tecido

de um organismo vivo.
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No parametro de avaliagao da influéncia na resposta bioldgica do eletrodo quanto
ao seu formato e interagdo com o equipamento, também se observou nos testes in vivo e
ex vivo que a poténcia entregue, nao a fornecida, tem correlagdo com alguns parametros
no eletrodo e equipamento, havendo uma integracao desses fatores na resultante da area
de ablagao e distribuicao da temperatura ao longo das hastes e o tempo necessario para
que isso ocorra. Os componentes dessa teia de fatores envolve a teoria da agitacao dos
ions,o eletrodo expansivel e sua quantidade de hastes, o circuito fechado, o eletrodo de
dispersao, todos esses fatores tanto serdo impactados pelo metabolismo celular do tecido,
quanto impactarao essa agitagao ionica e os fatores internos celulares e de interagao entre

células como tecido.

A partir dos dados dos testes ex vivo em figado bovino e in vivo em suinos e rato
Wistar se observa a diferenca no comportamento do equipamento e eletrodo. No primeiro
caso, a temperatura e poténcia entregue sao estaveis e a formacao da area de ablacao é
facilmente previsivel. Ao se comparar os dados macroscépicos da area ablada, percebe-se
que o teste com o rato Wistar necessitou de ajustes relacionados a diferenga de impedancia
do organismo do animal como um todo por ser a informacao retornada ao equipamento
para ajuste de sua poténcia, que nesse caso, mostrou-se mais instavel e bem menor que o

esperado de 10 a 15 W para 2,5 W em um tempo de 3 minutos.

Esta claro pelo teste in vitro de toxicidade que a liga de niquel-titdnio (NiTi) nao
é citotoxica quanto as enzimas envolvidas no teste de viabilidade celular utilizado in vitro
e possui grau de biocompatibilidade nao havendo formacgao de residuos danosos em nivel
celular. Esse resultado foi obtido utilizando-se como parametro células de fibroblastos
humanos oriundos de cultura primaria saudavel com boa proliferacao que forneceu um
quantitativo 6timo de 5,5 x 10° células, esse pardmetro permite indicar que o eletrodo
MARINA 5H também nao possui citotoxicidade para as células tumorais na mesma via
enzimatica, mas ainda é possivel extrapolar e afirmar que nao havera uma transferéncia
entre células pos-procedimento, o que seria arriscado em casos de area subletal, como
também nao é citotéxico para a margem de seguranca de 1 cm comumente incluida pelos
clinicos para garantir que nao haja recorréncia e que por se constituir de células normais
que possuem caracteristicas diferentes de uma célula neoplasica poderia ter alteragoes
metabodlicas celulares e transferir essa citotoxicidade para o restante do tecido. Portanto,
considera-se eletrodo MARINA 5H pronto para as proximas etapas com outros testes in
vitro e novos testes com animais que fornecerao resultados in vivo visualizando um quadro

completo de garantias para a fase clinica usar o eletrodo MARINA 5H.

Diante desse contexto, é possivel concluir com esse estudo que o eletrodo MARINA
5H nao apresentou citotoxicidade, é biocompativel, sua configuracdo de 5 hastes com
curvatura de semi-circunferéncia combinada a poténcia entregue de 50W do equipamento

SOFTA forma uma area provavel de necrose entre 2 e 3 cm no aspecto macroscopico.
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TRABALHOS FUTUROS

Propoe-se que em trabalhos futuros sejam realizadas as seguintes analises:

» Novas técnicas de implante do tumor Walker em ratos Wistar;

o Complementacao de andlise de toxicidade in vivo do eletrodo MARINA 5H com
técnicas de anatomohistopatologia, imunohistoquimica e avaliagao metabdlica com

verificacdo de niveis enzimas renais e hepaticas do animal;

o Simulacado no COMSOL aonde se realizaria uma distribuicao da curva de tempe-
ratura com os parametros pertinentes a esse modelo desse estudo e outro para

comparacao;

o Avaliagdo da possibilidade de recorréncia em animais apds ablagdo com o equipa-

mento SOFIA e andlise dos fatores envolvidos.
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ANEXO B - GLOSSARIO

Ablacao = acao de tirar, arrancar, remover uma parte de orgao ou tecido.
Adenomatosa = Relacionado a adenoma (tipo de tumor nao-cancerigeno ou benigno de
origem glandular) ou a hiperplasia glandular.

Aflatoxina = substancia toxica e cancerigena produzida por alguns tipos de fungos,
eventualmente encontrada em produtos agricolas estocados.

Alfafetoproteina = Dosagem sérica de alfa-fetoproteina (AFP). O exame laboratorial
mais comumente utilizado em pacientes com suspeita de cancer hepético (o carcinoma
hepatocelular, ou CHC) é a dosagem sérica de alfa-fetoproteina (AFP), uma proteina
normalmente produzida por células hepaticas imaturas do feto.

Alteracao génica = Alteracao em algum gene.

Anamnese = Consiste no historico de todos os sintomas narrados pelo paciente sobre
determinado caso clinico.

Anatomopatolégico = Diagnéstico das doencgas baseado no exame macroscopico de pe-
¢as cirurgicas e microscopicos para o exame de células e tecidos.

Carcinoma = tumor maligno originario de tecidos epiteliais ou glandulares, que tende a
invadir tecidos circundantes, originando metastases.

Carbonizacgao celular = Quando a célula é exposta a temperaturas préoximas a 100 °C
ocorre um processo quimico de combustao incompleta.

Carcinogénese = A carcinogénese, também denominada oncogénese, é o processo no
qual as células normais se transformam em células cancerigenas, ou seja, o processo de
formacao do cancer. Esse processo acontece lentamente, podendo levar varios anos até
que uma célula cancerosa prolifere e dé origem a um tumor visivel.

Carcinogenético = Fator que pode estimular um processo de carcinogénese.
Carcinossarcoma = E um tumor maligno com caracteristicas de carcinoma e sarcoma.
Cianose = Coloracao azul violacea da pele e das mucosas devida a oxigenacao insufi-
ciente do sangue e ligada a vérias causas (disttirbio de hematose, insuficiéncia cardiaca,
entre outros).

Cirrose hepatica = é uma doenca que afeta todo o figado, caracterizada pela formacao
de nédulos de hepatécitos (células do figado) envoltos por fibrose difusa. E o estdgio fi-
nal, difuso e teoricamente irreversivel da fibrose hepatica avancada, que leva a perda da
arquitetura normal do érgao.

Delegoes = Mutacao caracterizada pela remogao de um segmento de um cromossomo ou
de moléculas da constituicao do DNA.

Desidrogenases = Sao enzimas que catalisam reacoes de retirada de hidrogénio de uma
substancia que atua como substrato.

Diabetes tipo 2 = é um disturbio metabdlico caracterizado pelo elevado nivel de glicose
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no sangue, resisténcia a insulina e relativa falta de insulina.

Eletroporacao = Consiste na injecao do quimioterapico dentro das artérias que irrigam
o tumor, seguido de seu fechamento.

Epigenético = ¢ um termo usado na biologia para se referir a caracteristicas de or-
ganismos unicelulares e multicelulares (como as modificagbes de cromatina e DNA) que
sao estaveis ao longo de diversas divisoes celulares mas que nao envolvem mudancas na
sequéncia de DNA do organismo.

Estadiameto = A necessidade de se classificar os casos de cancer em estadios baseia-se
na constatacao de que as taxas de sobrevida sao diferentes quando a doenca esté restrita
ao 6rgao de origem ou quando ela se estende a outros 6rgaos. Estadiar um caso de neo-
plasia maligna significa avaliar o seu grau de disseminacao.

Esteato-hepatite ndo alcodlica = Esteato-hepatite nao alcodlica (EHNA) representa
a forma inflamatéria que pode levar a fibrose avancada, cirrose e hepatocarcinoma, origi-
néaria da Doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA), entidade clinica patologica
na qual ocorre excessivo acimulo de triglicerideos no figado.

Ezx vivo = Refere-se a experimentos realizados em tecidos ou orgaos fora do organismo
vivo.

Exoftalmico = Projecao do globo ocular para fora de sua érbita; exoftalmo, proptose.
Fatores etiol6gicos = Fatores ambientais ou nao que favorecem o surgimento de uma
doencga.

Fenotipica = Sao as caracteristicas observaveis ou caracteres de um organismo ou po-
pulagdo, como: morfologia, desenvolvimento, propriedades bioquimicas ou fisiologicas e
comportamento.

Fibroblastos = E a célula constituinte do tecido conjuntivo e sua func¢do é formar a
substancia fundamental amorfa.

Genes aberrantes = Genes que tém sua expressao aumentada causando danos na célula
e no organismo a que pertence.

Gene supressor = E um gene que reduz a probabilidade de uma célula num organismo
multicelular se tornar um tumor. Uma mutagao ou delecao de tal gene ird aumentar a
probabilidade de formagao de um tumor.

Genétipo = E a composicio genética elementar de um organismo, sio as caracteristicas
internas de um individuo, caracteristicas passadas dos pais para os filhos.

Hepatécito = (hepar = figado + kytos = celula), o componente estrutural bésico do
figado.

Habitos etilicos = habitos de abuso de ingestao de bebidas alcodlicas (adicgao)
Hiperplasia = O aumento de tamanho de um érgao ou tecido, causada pela multipli-
cacao do nimero de células. Na grande maioria dos casos, esse crescimento anormal do
nimero de células nao é cancer (é benigno) e pode indicar uma inflamacao.

Imagenologia = E um termo que nao consta da maioria dos dicionarios de Portugués.
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O conceito é usado para mencionar o conjunto das técnicas e dos procedimentos que per-
mitem obter imagens do corpo humano com fins clinicos ou cientificos.

In vivo = Refere-se a experimentos realizados em tecidos, orgaos dentro do organismo
vivo.

Letargia = Estado de profunda e prolongada inconsciéncia, semelhante ao sono profundo,
do qual a pessoa pode ser despertada, mas ao qual retorna logo a seguir.

Malignidade = E a tendéncia de uma doenca, especialmente tumores, de se tornarem
progressivamente piores e potencialmente causar a morte.

Metéastase = E a implantacdo de um foco tumoral & distancia do tumor original, decor-
rente da disseminagao do cancer para outros 6rgaos.

Morbimortalidade = Relagao entre o niimero de casos de enfermidade ou de morte e
o nimero de habitantes em dado lugar e momento; Relagdo entre a morbidade e a mor-
talidade. Mutagoes pontuais = Afeta uma tnica posicdo no gene. Isto pode causar
mudancgas na proteina por ele codificada.

Necrose = Morte celular.

Neoplasia = neo (novo) + plasia (crescimento), “novos crescimentos”. Especificadamente
uma proliferacao descontrolada de células, que pode ser benigna ou maligna e por fim, o
cancer ¢ o termo utilizado para designar uma neoplasia maligna.

Noédulo displasico = Sao lesdes pré-neopléasicas em doentes com cirrose hepatica.
Percutanea = Terapia que se aplica na pele ou através dela.

Perfusao = A maneira pelo qual um liquido atravessa os tecidos ou 6rgaos lenta e con-
tinuamente

Procedimentos acessérios = Procedimentos para tratamentos oncolégicos que auxi-
liam a reducgao do estadiamento da doenca.

Protrombina des-gama carboxi = A des-gama-carboxi protrombina (DCP) é uma
forma alterada de protrombina, um fator de coagulacao produzido pelo figado. A DCP
pode ser produzida por tumores hepaticos e os niveis ficam aumentados quando o indivi-
duo apresenta carcinoma hepatocelular (CHC).

Quimioembolizagcao = Consiste na injecao do quimioterapico dentro das artérias que
irrigam o tumor, seguido de seu fechamento.

Oncogene = Gene que causa a transformagao de uma célula normal em cancerosa.
Radioembolizagao = Uso de radiacao direta sobre o tumor, nao prejudicando o figado
saudavel. A radiagdo é produzida por esferas radiativas microscopicas carregadas com
itrio-90, elemento que emite radiagao de escassa penetracao.

Roll off = Ponto critico na ablagao onde ha um aumento abrupto da curva de impedan-
cia

Resseccao = ou Ressecacao, intervencao cirurgica para extracao total ou parcial de um
orgao ou de uma neoformacgao patoldgica.

Recidiva = Reaparecimento de uma doenga ou de um sintoma, apds periodo de cura
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mais ou menos longo; recorréncia.

Sarcoma = tumor maligno, formado pela proliferacao de células de origem embrioldgica
mesodérmica; neoplasma maligno de tecido conjuntivo que pode ocorrer em musculo, 0sso
etc.

Sindrome metabdlica = E um termo médico para designar o conjunto de fatores de
risco fortemente relacionados com o desenvolvimento de doencas cardiacas, acidente vas-
cular cerebral(AVC) e Diabetes mellitus tipo II. Esse conjunto de doengas tem em sua
base a resisténcia insulinica.

Sorafenib = Droga inibidora de proteinas que tém como alvo varios processos que esti-
mulam o crescimento de um tumor.

Soroalbumina = Principal proteina presente no plasma, essencial para o transporte de
acidos graxos e pela regulacao do volume do sangue; seroalbumina.

Transarterial = E também conhecida como embolizacio transarterial. Neste procedi-
mento um cateter é inserido numa artéria através de um pequeno corte no interior da
coxa até chegar a artéria hepatica. Neste momento, um corante é injetado na corrente
sanguinea para monitorar o caminho do cateter através de angiografia. Quando o cateter
estd no lugar pequenas esferas sao injetadas na artéria para obstrui-la.

Triagem sorolégica = Utilizar técnicas laboratoriais de diagndstico hematologico em
relacdo a um conjunto de doengas. No caso desse estudo, a triagem ¢é realizada em relagao
as hepatites virais e cirrose.

Tumografia multifasica = Imagens de tumografias computadorizadas que sao realiza-
das em mais de uma fase. Pode ser uma fase com meio de contraste intravenoso (primeira
andlise) e posteriormente outra fase sem contraste (segunda anélise) para aumentar a

quantidade de informacoes para um diagnostico.



88

ANEXO C - COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

DECLARACAO DA APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS - UNIVERSIDADE DE BRASILIA - Protocolo n° 5/2017, em 9/03/2017.
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Profa. Dra. Paula Diniz Galera
Coordenadora da CEUA - UnB

*Este documento se restringe a avaliagao ética do projeto supracitado e n&o substitui outras licengas e permissées que porventura se fagam necessarias.




	Folha de rosto
	Dedicatória
	Agradecimentos
	Resumo
	Abstract
	Sumário
	Lista de ilustrações
	Lista de abreviaturas e siglas
	Introdução
	Contextualização e Formulação do Problema
	A ablação por radiofrequência e o carcinoma hepatocelular
	Problematização e Justificativa
	Organização do documento

	Objetivos
	Objetivo Geral 
	Objetivos Específicos


	Fundamentação Teórica
	O CARCINOMA HEPATOCELULAR (CHC)
	Evolução da doença
	Formas de tratamento
	Prognóstico e causas de recidiva ou recorrência

	A ABLAÇÃO POR RADIOFREQUÊNCIA
	Procedimento de ablação por ARF

	O PROJETO SOFIA
	O equipamento de ablação por radiofrequência SOFIA
	Eletrodo MARINA 5H

	PROCESSO DE NECROSE E APOPTOSE DURANTE A ABLAÇÃO POR RADIOFREQUÊNCIA
	TESTES PRÉ-CLÍNICOS
	Importância, normas e protocolos associados
	Validação do equipamento
	O carcinossarcoma Walker 256


	Metodologia
	Desenho experimental e modelo experimental
	Testes ex vivo em fígado bovino
	Testes in vivo em suínos
	Modelo animal - rato Wistar
	Rotina de manejo e manipulação dos animais

	Avaliação dos parâmetros clínicos e comportamentais
	Análise de toxicidade in vitro por avaliação de viabilidade celular
	Modelo de células normais - Fibroblastos
	Procedimento da análise de viabilidade celular

	Modelo tumoral
	Implante tumoral do carcinossarcoma Walker em ratos Wistar.
	Ablação

	Revisão sistemática com metanálise
	Análise estatística

	Resultados
	Teste pré-clínico inovador na saúde pública
	Testes ex vivo em bovinos e testes in vivo em suínos e ratos Wistar
	Estudo sistemático com metanálise de área de necrose versus recorrência
	Análise da toxicidade in vitro do eletrodo MARINA 5H
	Validação do modelo animal para pré-clínico
	Validação do modelo tumoral Walker 256 para pré-clínico


	Discussão e Conclusão
	Discussão
	Conclusão

	Trabalhos Futuros
	REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	Publicações
	Glossário
	Comitê de Ética no Uso de Animais - CEUA

