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RESUMO

Introdugao: O objetivo da ablagéo por laser endovenoso (EVLA) é abolir o fluxo
sanguineo retrogrado patologico, obliterando persistentemente o lumen venoso. Os
ajustes dos paréametros de comprimento de onda e de densidade de energia linear
endovenosa (LEED) seriam capazes de fornecer o melhor equilibrio entre uma alta
taxa de sucesso anatdbmico e uma baixa taxa de complica¢gdes relacionadas ao
procedimento.

Objetivos: Avaliar as alteragdes histologicas e imuno-histoquimicas da veia safena
magna apos a termoablacao por laser endovenoso utilizando dois comprimentos de
ondas diferentes (1470 x 1940 nm) E diferentes valores de densidade de energia linear
endovenosa (LEED) (50 x 100 J/cm).

Método: Os segmentos de veia do estudo foram obtidos a partir da fleboextracao da
veia safena magna por eversdo. Os grupos foram divididos em um grupo controle e
quatro grupos submetidos a termoablagao ex vivo (GC: Grupo controle; A: 1470 nm,
50 J/icm; B: 1470 nm, 100 J/cm C: 1940 nm, 50 J/cm; D: 1940 nm, 100 J/cm).
Cinguenta segmentos venosos (10 segmentos por grupo) foram analisados. As
alteracdes foram classificadas em alteragdes de baixa temperatura, de temperatura
moderada, de temperatura alta e de temperatura muito alta. Resultados: Na camada
intima as alteracdes de baixa temperatura e as alteracdes de temperatura moderada
foram significativamente mais prevalentes no grupo A (65,4%) do que no grupo D (p
<0,001). Na camada média as altera¢des de baixa temperatura e as altera¢des de
temperatura moderada foram mais prevalentes nos grupos A e C (77,4% e 75,0%,
respectivamente). Na camada adventicia, 100% das alteragdes no grupo A foram de
baixa temperatura e de temperatura moderada.

Conclusodes: O laser de comprimento de onda de 1940 nm com a densidade de
energia linear endovenosa de 100 J / cm, foi excessivamente destrutivo para as
camadas intima e média causando uma alta taxa de danos térmicos de alto grau.
Estes resultados corroboram a possibilidade de se utilizar densidades de energia
endovenosa linear menores com dispositivos de 1940-nm para conseguir a oclusao
eficaz com menos danos térmicos de alto grau para as camadas intima e média, bem
como para evitar danos da camada adventicia e tecidos perivenosos, incluindo
perfuracdo venosa e suas provaveis consequéncias clinicas.

Palavras-chave: Varizes. Laser endovenoso. Ablagao térmica.



ABSTRACT

Introduction: The objective of endovenous laser ablation (EVLA) is to abolish
pathologic retrograde blood flow by persistently obliterating the venous lumen. Optimal
wavelength and linear endovenous energy density (LEED) settings would be able to
provide the best balance between a high anatomical success rate and a low procedure-
related complication rate.

Objectives: To evaluate histological and immunohistochemical changes in the great
saphenous vein after endovenous laser ablation at two different wavelengths (1470 vs.
1940 nm) and linear endovenous energy density values (50 vs.100 J/cm).

Method: Segments were obtained from the conventional eversion removal of great
saphenous vein and divided into a control group and four groups for ex vivo irradiation
(control group; A: 1470 nm, 50 J/cm; B: 1470 nm, 100 J/cm; C: 1940 nm, 50 J/cm; D:
1940 nm, 100 J/cm). Fifty venous segments (n.10/group) were analyzed. Changes
were classified into low-temperature changes, moderate-temperature changes, high-
temperature changes, and very high-temperature changes. Results: In the intima, low-
temperature changes + moderate-temperature changes were significantly more
prevalent in group A (65.4%) than in D (p.0.001). In the media, low-temperature
changes.moderate-temperature changes were achieved mostly in groups A and C
(77.4% and 75.0%, respectively). In adventitia fragments, 100% of changes in group
A were low-temperature changes.moderate-temperature changes. Conclusions: The
1940-nm laser wavelength with linear endovenous energy density of 100 J/cm was
excessively destructive to the intima and media causing a high rate of high-grade
thermal damage. These findings corroborate the possibility of using lower linear
endovenous energy densities with 1940-nm devices to achieve effective occlusion with
less high grade thermal damage to the intima and media, as well as to prevent
damages to the adventitia and perivenous tissues, including venous perforation and
its attendant clinical consequences.

Keywords: Varicose veins. Endovenous thermal ablation.
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1 INTRODUCAO

As varizes de membros inferiores sao frequentemente causa de desconforto,
dor, afastamento do trabalho e deterioragédo da qualidade de vida. (SMITH et al., 2000;
KAPLAN et al., 2003).

A abordagem padréo para o tratamento cirurgico da insuficiéncia da veia safena
com ligadura cirurgica e fleboextragdo tem sido substituida, em pacientes apropriados,
por técnicas menos invasivas tais como escleroterapia, radiofreqiéncia, ou
termoablacéo por laser endovenoso — EVLA. (BEALE; GOUGH, 2005).

O mecanismo de acdo da termoablagdo com laser endovenoso (EVLA) no
tratamento de varizes € baseada na geracédo de calor levando a dano endotelial,
resultando assim no espessamento e fibrose com oclusao nao-trombética das veias
incompetentes. (MIN; KHILNANI; ZIMMET, 2003).

A intensidade de contracdo da parede venosa parece ser importante, pois 0
lumen residual da veia apos o tratamento com laser € sujeito a oclusao pela formagao
de coagulos. Este coagulo posteriormente pode sofrer o processo de recanalizagéo.
Nestes casos, a irradiacdo com laser ndo ¢é suficiente para aquecer a parede do vaso,
porque a energia de luz é quase inteiramente absorvida pelo sangue, e a taxa de
sucesso inicial é principalmente devido a um efeito trombdtico que apds a dissolugcao
do trombo leva a uma recanaliza¢do da veia. (PROEBSTLE et al., 2002).

Alguns estudos indicam que o objetivo de oclusao venosa é conseguido em 88-
100% dos membros com baixas taxas de recanalizacdo e de necessidade de re-
tratamento. (MUNDY et al., 2005).

Os paréametros do tratamento por EVLA demonstraram-se importantes em
alterar os resultados dos pacientes tratados por esta técnica. Incluem-se nesses
parametros a poténcia, o comprimento de onda, a densidade de energia linear
endovenosa (LEED) e o tipo de fibra. (KABNICK, 2012).

Esses paréametros estariam proximos do ideal se conseguissem proporcionar
o melhor equilibrio entre uma elevada taxa de sucesso anatdbmico e uma baixa taxa

de complicacoes relacionadas ao procedimento.
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1.1 OBJETIVOS

A proposta desse estudo é avaliar as alteragbes histologicas e imuno-
histoquimicas da veia safena magna (VSM) submetida a termoabla¢do com laser
endovenoso em modelo ex vivo, utilizando aparelhos de laser com os comprimentos
de onda 1470 nm e 1940 nm e diferentes densidades de energia linear endovenosa
(LEED: 50 J/cm e 100 J/cm).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A PAREDE VENOSA

A parede venosa é constituida por células endoteliais, musculares lisas,
fibroblastos e pericitos entremeados por uma matriz extracelular complexa com a qual
as células interagem e cujo conhecimento de sua constituicédo histoldgica e bioquimica
muito contribuiu para o entendimento da fisiologia e da patologia vascular. (SILVEIRA;
PORTO, 1993).

2.1.1 Tunicas da parede venosa

A estrutura dos vasos sanguineos € constituida por trés tunicas: intima, média
e adventicia. (CORMACK, 1991).

2.1.1.1 Tunica intima

A tunica intima apresenta uma camada de células endoteliais que reveste a
superficie interna do vaso. Esse endotélio apoia-se na camada subendotelial que
consiste em tecido conjuntivo frouxo muito delicado e que ocasionalmente pode
apresentar células musculares lisas esparsas. (RHODIN, 1980).

As veias, principalmente de calibre pequeno ou médio, apresentam valvulas no
seu interior. As valvulas s&o dobras da camada intima das veias, possuem o formato
de semilua e fazem saliéncia para a luz do vaso. S&o formadas por tecido conjuntivo

elastico e revestidas por endotélio nas suas duas faces. (RHODIN, 1980).

2.1.1.2 Tunica média

A tunica média é formada principalmente por fibras musculares lisas, dispostas
circularmente, as quais se agregam quantidades variaveis de elastina, colageno e
proteoglicanas. As células musculares lisas sdo metabolicamente muito ativas nesse
local sendo responsaveis pela sintese do material extracelular: colageno, elastina e
proteoglicanas. (RHODIN, 1980).
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2.1.1.3 Tunica adventicia

A tunica adventicia é formada principalmente de fibras colagenas e elasticas.
Nas veias de meédio calibre a adventicia € muito desenvolvida. Ela se continua
gradativamente com o tecido conjuntivo dos 6rgéos vizinhos e os vasos de grande
calibre em geral apresentam os vasa vasorum (vasos dos vasos).

Os vasa vasorum sao arteriolas e vénulas que se ramificam profusamente e
desempenham fun¢&o nutridora das tunicas adventicia e média, onde devido a grande
espessura da sua parede, os metabolitos nao chegariam por difusao a partir da luz do
vaso. A maior abundancia de vasa vasorum nas veias € atribuida a pobreza do sangue
venoso em nutrientes. (RHODIN, 1980).

2.1.2 A veia safena varicosa

A veia safena magna é constituida por trés tunicas e ndo esta incluida na
classificagao histoldgica geral e arbitraria de veias de grande, médio e pequenos
calibres. E considerada uma veia diferenciada, com adaptacdes funcionais, possuindo
um rico suprimento de musculatura lisa. A tunica intima apresenta endotélio e tecido
conjuntivo subjacente, com uma l&mina elastica interna incompleta, além de fibras
musculares lisas orientadas longitudinalmente ao vaso. (SIMIONESCU, N.;
SIMIONESCU, M.; 1983). A tunica média contém camadas musculares entremeadas
com tecido conjuntivo. A tunica adventicia compode-se de fibras colagenas, fibras
elasticas, vasos sanguineos (vasa vasorum) e células do tecido conjuntivo
(fibroblastos, principalmente).

As veias, em geral, sdo supridas por vasa vasorum em maior quantidade do
gue as artérias, localizadas predominantemente na adventicia e, por vezes,
alcancando a média; apresentando, ainda, um sistema de valvas. Uma vez que a
parede venosa perca sua elasticidade, ha uma tendencia a dilatagdo, em
consequéncia do esforgo para suportar uma coluna de sangue contra a forga da
gravidade. As veias tornam-se irregulares e tortuosas além de exibirem incompetencia
das valvas, passando a ser denominadas varizes. (CORMACK, 1991).

Carvalho et al. (1988) estudaram as alteragdes morfoldgicas e histoquimicas
em veias safenas normais e varicosas e concluiram que:

- A veia varicosa mostra um aumento relativo de musculo liso nos segmentos
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espessados;

- A musculatura lisa da veia safena varicosa se apresentou mais corada do que
a veia normal;

- Existe um aumento da positividade para proteoglicanas acidas na parede das
veias alteradas quando comparada com a veia safena normal;

- As fibras elasticas, dispostas normalmente na média e adventicia da veia
safena normal, apresentam-se fragmentadas nas veias alteradas;

- As fibras elauninicas dispostas nas tunicas média e intima da veia safena
normal, mostram-se aumentadas em numero na veia varicosa. (CARVALHO et al.,
1988).

2.2 MODO DE AGAO DO LASER ENDOVENOSO

O objetivo final do tratamento com o laser endovenoso € a abolicdo do refluxo
patolégico de sangue por obliteragao persistente do lumen da veia. Em geral, isto pode
ser conseguido pelo encolhimento da veia até que sua luz desaparecga
completamente, ou por danos substanciais ao endotélio e a parede da veia levando a
obliteragcdo do lumen secundaria por um coagulo, semelhante ao efeito de um

esclerosante.

2.2.1 Mecanismo de acao do laser

O termo LASER é uma sigla que significa Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation, ou seja, Amplificacdo da Luz por Emissao Estimulada de
Radiacdo. E um dispositivo que produz radiacdo eletromagnética com as seguintes
caracteristicas. (SIEGMAN, 1986; HECHT, 2008):

- Monocromaticidade: todos os fétons emitidos pelo laser séo idénticos, o que
equivale a dizer que todas as ondas apresentam o mesmo comprimento de onda. E a
propriedade associada ao fato de todas as ondas eletromagnéticas em um feixe de
laser apresentarem uma mesma frequéncia e portanto, uma unica cor.

- Coerencia: relaciona-se intimamente com a habilidade do campo de radiacao
exibir padrdes de interferéncias estaveis, sendo também um pré-requisito para o forte
carater unidirecional da luz do laser. As ondas eletromagnéticas (campo elétrico e

magneético da radiacdo luminosa) em um laser oscilam em fase entre si, isto €,
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guardam a mesma relacdo de fase do campo elétrico. Isto equivale a dizer que a
relacao de fase do campo elétrico é mantida fixa, em todas as posi¢coes e tempos
(coeréncia espacial e coeréncia temporal).

- Colimagéo: os feixes de laser sdo normalmente unidirecionais e apresentam
baixa divergéncia. Quanto maior a coeréncia (coeréncia espacial) maior o grau de
colimacao do feixe e menor a divergéncia espacial (menor o &ngulo de abertura com

respeito ao eixo de propagacao do feixe).

2.2.2 Parametros fisicos do laser

O laser de efeito fototérmico provoca reagoes fotofisicas nao radioativas que
podem ser reguladas ajustando-se varios parametros fisicos como: comprimento de
onda, tipo de administragdo de energia e quantidade de energia por area de superficie
(fluéncia: Joule por centimetro quadrado — J/cm2), que dependem da poténcia, tempo
de duracao do pulso e da area de superficie.

Os efeitos fototérmicos envolvidos sdo basicamente efeitos fotofisicos néo
radioativos (movimento vibracional, cruzamento inter-sistemas e converséo interna, e
subsequentes processos de relaxagao vibracional) responsaveis pelo aquecimento
tecidual.

O calor absortivo (J/cm3), gerado in situ, é proporcional ao coeficiente de
absorcao pa (cm') multiplicado pela irradiancia (W/cm2) e dependente linearmente do

tempo de exposicao.

2.2.3 Comprimento de onda e espectro de absorgao

O coeficiente de absorcao de um dado croméforo depende do comprimento de
onda que esta sendo considerado. A partir das teorias basicas, os aparelhos de laser
endovenoso sao divididos em duas categorias baseados nos mecanismos hipotéticos
de acdo: comprimentos de onda especificos para hemoglobina e comprimentos de
onda especificos para agua.

Os lasers com comprimentos de onda especificos para hemoglobina criam
bolhas de vapor no sangue como resultado da absor¢éo da energia do laser pela
hemoglobina. Estas bolhas podem causar danos a parede interna da veia até em local
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remoto a partir da ponta da fibra. Pode ocorrer perfuracdo quando ocorre o contato
direto da ponta da fibra com a parede da veia.

Os lasers de diodo com comprimento de onda 810, 940 e 980 nm s&o
absorvidos pela hemoglobina, sendo que o 980 nm também ¢ absorvido pela agua; ja
os comprimentos de onda de 1320, 1470 e 1940 nm s&o especificos para a agua,
tendo como alvo a agua intersticial na parede da veia. (YU et al., 2013).

O laser de comprimento de onda 1940 nm € aproximadamente 266 vezes mais
absorvido pela agua do que o laser 980 nm e 4,8 vezes mais absorvido pela agua do
que o0 1470 nm. (HALE et al., 1973)

2.2.4 Modo pulsado versus modo continuo

O laser pode ser operado em modo continuo ou pulsado, levando-se em
consideracgao se a poténcia de saida € essencialmente continua ao longo do tempo
(modo continuo), ou é realizada na forma de impulsos de luz em um ou outro intervalo
de tempo (modo pulsado).

Utilizando o modo chaveado eletronicamente, o vaso sanguineo esta exposto
a uma quantidade fixa de energia a distancias iguais. A quantidade total de energia
administrada depende da distancia entre pulsos (0.3 e 2 cm), duracéo de pulso (0.5 e
2 s) e energia (10 e 15 W). Durante o modo continuo, a fibra de laser é tracionada
constantemente e a energia total fornecida depende da velocidade do recuo e da
poténcia.

Na maior parte dos primeiros estudos de EVLA foi utilizado o modo chaveado
eletronicamente, mas a maioria dos estudos recentes utilizam o modo continuo. A
quantificacdo da energia total por unidade de comprimento ou de superficie € mais
dificil de ser feita quando ¢é utilizando o modo pulsado. O modo pulsado também esta
associado com um maior risco de efeitos adversos, tais como perfuragcdo venosa.
(VAN DEN BOS et al., 2008).

2.2.5 Fluéncia e densidade de energia linear endovenosa (LEED)

A fluéncia (J/cm2) é o principal parametro para quantificar a energia emitida,

porém, no que se refere a VSM, devido a heterogeneidade de calibres nos seus

diversos segmentos, € muito dificil estimar a sua area. Por esse motivo a maioria dos
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estudos utiliza, em substituicdo a fluéncia, o pard@metro energia por cm linear (J/cm),
também conhecida por densidade de energia linear endovenosa (LEED). O calculo do
LEED ¢ realizado dividindo a quantidade total de energia depositada (J) pela extensao
da VSM tratada. (VAN DEN BOS et al., 2008).

2.2.6 Tipos de fibras

Existem acessiveis no mercado, basicamento 3 tipos de fibras: fibra nua (Bare
fiber), fibra radial e a fibra radial de duplo anel.

A fibra nua (Bare fiber) direciona um feixe unico de laser para frente a partir de
sua ponta. Enquanto que a fibra radial direciona um feixe unico de laser em toda a
circunferéncia da ponta da fibra (360°) e a fibra radial de duplo anel diferentemente
apresenta-se com feixe duplo de laser também direcionado para toda a circunferéncia
da ponta da fibra (360°). (FIGURA 1)

FIGURA 1 - TIPOS DE FIBRA. FIBRA NUA (BARE FIBER) (A), FIBRA RADIAL (B) E A FIBRA RADIAL
DE DUPLO ANEL (C)

FONTE: O autor (2018).

2.3 TEORIAS DE INTERAGAO LASER-TECIDO

Quatro mecanismos foram identificados contribuindo, pelo menos
teoricamente, para a eficacia do EVLA. Eles séo conhecidos a longo prazo e séo
relacionados a mecanismos térmicos de interacao laser-tecido que fazem com que o
aumento da temperatura da parede da veia seja 0 mecanismo chave da eficacia do
EVLA. (NEUMANN; VAN GEMERT, 2014).
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2.3.1 Teoria das bolhas de vapor (sfeam bubble) e Teoria do tubo de calor

“‘No procedimento de laser endovenoso, bolhas hiperecoicas turbulentas
podem ser claramente vistas na ponta da fibra, enquanto a energia esta sendo
aplicada pela fibra intraluminal, estas bolhas de vapor se movem no sentido oposto e
o fechamento da veia se da mais adiante. Este mecanismo do laser gerando uma
lesa@o induzida indiretamente por bolhas de vapor provenientes do sangue em ebuligao
foi proposta como o mecanismo fisiopatologico da acdo do Laser Endovenoso.”
(VUYLSTEKE et al., 2012).

Essas bolhas de vapor ndo sao estaticas, mas elas estdo em movimento
vigoroso, uma vez que comegam a ser produzidos. Uma mistura de sangue quente e
vapor resultam em uma espécie de um fluxo de jato de tinta, responsavel pela
transferéncia de calor para partes remotas da luz da veia, o que de outra forma nao
estariam acessiveis ao impacto direto do laser. (PROEBSTLE et al., 2002).

Embora inicialmente a teoria de bolhas de vapor tenha tido boa aceitagédo como
uma explicacdo para o mecanismo de acdo de EVLA, ela parece ser imperfeita,
porque nao representa a maioria da energia entregue a veia no procedimento de Laser
Endovenoso. Se o sangue ainda esta presente no lumen dos vasos, as bolhas de
vapor comegam a se formar, quando a temperatura do sangue chega a 100°C. As
bolhas crescem e quando atingem uma area mais fria, elas entram em colapso. A
zona de ebuli¢do €, por conseguinte, no interior do lumen do vaso sanguineo e bolhas
de vapor tém pouco efeito sobre a parede do vaso, principalmente nas veias maiores.
(FAN; ROX-ANDERSON, 2008).

“ O Laser Endovenoso produz bolhas de ebulicdo que emergem dos poros no
interior da ponta de fibra e que percorrem distalmente uma distancia de 20 mm antes
de sofrer condensacéo. Este mecanismo de evaporagao-condensacao torna a veia
como um tubo de calor, onde o transporte de calor mantém uma temperatura
constante de aproximadamente 100°C. Durante o Laser Endovenoso, as observagdes
acima mencionadas indicam que um volume de cilindro da veia com um comprimento
de cerca de 20 mm, € mantida a 100°C. Velocidades de retirada de alguns mm/s, em
seguida, fazem com que pelo menos a parte superficial da parede da veia tratada
figue perto de 100°C durante um tempo suficiente para provocar danos irreversiveis
gerando um mecanismo semelhante a um tubo de calor.” (VUYLSTEKE et al., 2012).
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Em concluséo, este tubo de calor provoca a conducao de calor para a parede
da veia, mas de uma forma ineficiente. O sangue carbonizado absorve uma grande
proporc¢ao da energia emitida e dificulta uma transmisséao eficiente de energia para a
parede da veia.

2.3.2 Teoria do contato direto

“Quando a fibra é introduzida numa veia safena, que geralmente tem algumas
pequenas tortuosidades e curvas, a fibra tem sempre uma tendéncia a esticar a veia.
Como consequéncia desse alongamento, a ponta da fibra frequentemente atinge e
fica em contato com a parede do vaso. Examinando a localizagao da fibra no controle
de ultrassom perioperatério, vemos a ponta da fibra na sua maioria situada muito
excentricamente na veia, com a ponta tocando a parede da veia.” (VUYLSTEKE et al.,
2012).

O contato direto entre a ponta da fibra quente e a parede da veia ocorre
principalmente quando fibras lineares sao utlizadas. Estes pontos de contato
mostram-se como areas de carbonizac¢ao de tecido, e devido a temperaturas de mais
de 200°C, o contato prolongado pode perfurar a parede da veia, um efeito adverso da
utilizacéo de fibras lineares. (PROEBSTLE et al., 2002; MEISSNER et al., 2007).

“Quando se examina uma amostra de veia tratada, observamos uma linha na
parede do vaso danificada por carbonizacao, evidenciando ulceragoes e perfuracdes,
ao passo que o resto da parede permanece inalterada. A carbonizacao da parede da
veia pelo contato direto com a fibra desperdica muita energia e isto por sua vez
aumenta a probabilidade de perfuracao assim como o aumento da dor pds-operatoria,
surgimento de equimoses, reacoes inflamatorias, e recanaliza¢oes.” (VUYLSTEKE et
al., 2012).

E improvavel que o contato direto da fibra com a parede é o principal
mecanismo de interacdo no EVLA, primeiro porque os procedimentos de EVLA sao
eficazes sem a acgdo do contato direto. (VUYLSTEKE et al., 2008). E em segundo
lugar, parece improvavel que uma linha de desnaturagdo de cerca de 0,6 mm de
largura na parede do vaso possa atingir a obliteracdo permanente de toda a
circunferéncia da veia. (MALSKAT et al., 2014).



26

2.3.3 Teoria da Transferéncia de calor da camada de sangue carbonizado

Uma vez que a camada preta formada pelo sangue aderido na ponta da fibra
absorve fortemente a luz emitida, torna-se extremamente quente, a cerca de 1000 °C,
e provoca danos. (DISSELHOFF et al., 2008). O fluxo de calor € capaz de causar
lesao irreversivel da parede venosa. (VAN DEN BOS et al., 2009; AMZAYYB et al.,
2010).

Este mecanismo foi amplamente conhecido, durante muitos anos.
(VERDAASDONK et al., 1991). No entanto a descricdo desse mecanismo provocou
forte oposicao em parte porque a camada preta formada na ponta da fibra absorve
todos os comprimentos de onda igualmente bem, sugerindo, assim, praticamente
nenhuma influéncia do comprimento de onda na eficacia do EVLA quando a fibra
optica utilizada é uma fibra de contato.

2.3.4 Absorgéao de energia pela parede da veia

‘A energia de luz entregue a partir da ponta da fibra intraluminal pode ser
absorvido pela agua, sangue, ou pela parede da veia. O cromoforo Optico da parede
da veia é a agua. Se a luz é absorvida pelo sangue intraluminal, o efeito inicial sera
uma obliteragdo trombdtica. No entanto, essa energia luminosa pode ser absorvida
diretamente pela parede da veia, sem contato direto entre a ponta da fibra e a parede
interna da veia. Um estudo histologico in vivo em um modelo animal mostrou que,
evitando o contato direto e centrando a ponta da fibra intraluminalmente, uma necrose
mais circunferencial da parede da veia pode ser notada. Isso prova que o contato
direto ndao é necessario para conseguir uma destruicdo eficiente da parede da veia.”
(VUYLSTEKE et al., 2012).

“A energia de luz entregue intraluminalmente pode ser dispersado pelo sangue
ou absorvido pelo citoplasma celular das células na parede da veia. Devido ao
mecanismo fototermolitico, a temperatura deste citoplasma vai subir e a desnaturacao
de proteinas comegara a ocorrer quando esta temperatura atingir valores acima dos
42 °C. Se este aumento de temperatura excede o intervalo de 50°C a 60°C, ocorre a
desnaturacao irreversivel das proteinas intracelulares que conduzem a necrose
celular. Um aumento de temperatura até 50°C ou mais foi medido no tecido ou no
fluido tumescente ao retirar a fibra de laser.” (VUYLSTEKE et al., 2012).
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2.4 TECNICAS HISTOLOGICAS E IMUNO-HISTOQUIMICAS

2.4 1 Hematoxilina-eosina

Uma das técnicas histolégicas mais utilizadas é a que reune dois corantes
chamados hematoxilina e eosina, cuja mistura € denominada abreviadamente HE ou
H&E. Essa técnica € usada especialmente para a demonstracdo de estruturas de
tecido gerais, onde as manchas de tecidos em tons de azul, rosa e vermelho
reconhecem as células malignas e nao malignas, bem como varias substéncias
intracelulares e extracelulares necessarias para o diagndstico de condigbes de
doencas em tecidos e células. (AVWIORO, 2010).

Araujo et al. (2016), fizeram um estudo piloto para validacdo de um modelo
experimental através da termoablacao ex vivo de um segmento de VSM insuficiente
com aparelho de laser diodo com comprimento de onda de 1470-nm, fibra radial,
utilizando de 7 Watts de poténcia e mecanismo de tracdo automatica. Apds a
realizagdo da técnica histologica para estudo da morfologia do tecido, pode-se
observar que apds a termoablagcdo endovenosa as células musculares nao se

apresentaram aderidas, evidenciando uma desorganizagao do tecido (FIGURA 2).

FIGURA 2 - TEQNICA HISTOI:OGICA DE HE NA PORGAO CENTRAL DA VEIA SUBMETIDA A
TERMOABLACAO; AMPLIACOES DE 200X (A) E 400X (B). OBSERVA-SE QUE AS CELULAS
MUSCULARES NAO SE APRESENTAM ADERIDAS EVIDENCIANDO UMA DESORGANIZACAO
DO TECIDO

FONTE: O autor (2018).
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2.4.2 Histoquimica de fibra elastica

A técnica de histoquimica de fibra elastica caracteriza-se por evidenciar as fibras
elasticas na cor marrom claro. As fibras elasticas encontram-se normalmente
dispostas nas camadas média e adventicia da veia safena normal; apresentando-se
fragmentadas em veias varicosas.

No estudo piloto de Araujo et al. (2016), ao se realizar a analise na por¢ao central
da veia submetida a termoablacao foi evidenciado uma baixa quantidade de marcacao
para esta proteina (FIGURA 3).

FIGURA 3 - TECNICA HISTOQEJiMICA DE FIBRA ELASTICA NA PORGCAO CENTRAL DA VEIA
SUBMETIDA A TERMOABLACAO; AMPLIACOES DE 200X (A) E 400X (B). EVIDENCIADO FIBRAS
ELASTICAS DESCONTINUAS E DESORGANIZADAS (COR MARROM CLARO)

O TER

FONTE: O autor (2018).

2.4.3 Histoquimica de Tricromico de Gomori

As coloragdes “tricrbmicas” sao utilizadas principalmente para distinguir o
colageno a partir do tecido muscular. Em geral, estas coloragcdes consistem em
corantes nucleares, colagénios e citoplasmicos em mordentes como, por exemplo, o
acido fosfotungstico ou acido fosfomolibdico. Historicamente, o primeiro sistema
tricromico foi introduzido por Mallory. Posteriormente, foram apresentadas
modifica¢des por Masson, Foot e Gomori. (GOMORI, 1950).
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A técnica histoquimica de Tricromico de Gomori caracteriza-se por demonstrar
as fibras musculares na cor marrom e vermelha. No estudo piloto de Araujo et al.
(2016), ao se realizar a analise da por¢ao central da veia submetida a termoablagao
pode-se observar a baixa quantidade de coloragédo vermelha (fibras musculares)
(FIGURA 4).

FIGURA 4 - TECNICA HISTOQUiMICNA DE TRICRQMICO DE GOMORI NA PORGAO CENTRAL DA
VEIA SUBMETIDA A TERMOABLACAO; AMPLIACOES DE 200X (A) E 400X (B). EVIDENCIADO
BAIXA QUANTIDADE DE COLORACAO VERMELHA (FIBRAS MUSCULARES)

FONTE: O autor (2018).

2.4.4 Imuno-histoquimica de actina de musculo liso

O gene da actina do musculo liso € ativado durante os estagios iniciais da
formacgao embrionaria cardiovascular. Também aparece durante o desenvolvimento
vascular periférico e torna-se uma proteina abundante em células musculares
lisas adultas. A expressao tecido especifico da actina de musculo liso parece ser
necessaria para a principal capacidade de geracéo de forga da célula muscular lisa
vascular. (SCHILDMEYER 2000).

A expressao imunohistoquimica de actina de musculo liso quando revelada
com Horseadish Peroxidase e 3,3'-Diaminobenzidine (DAB), forma precipitados na cor
marrom onde ha interagdo com o anticorpo especifico. No estudo piloto de Araujo et
al. (2016), ao se realizar a analise da porgéo central da veia submetida a termoablag¢ao
foi observado uma desorganiza¢do das fibras musculares associada a uma baixa

expressao do marcador especifico desse tipo de célula (FIGURA 5).
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FIGURA 5 - EXPRESSAO IMUNOHISTOQUIMICA DE ACTINA DE MUSCULO LISO DA PORGAO
CENTRAL DA VEIA SUBMETIDA A TERMOABLAGAO; AMPLIAGCOES DE 100X (A) E 200X (B).
EVIDENCIADO A DESORGANIZAGAO DAS FIBRAS MUSCULARES E TAMBEM BAIXA
EXPRESSAO DO MARCADOR ESPECIFICO DESSE TIPO DE CELULA

FONTE: O autor (2018).
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3 CASUISTICA E METODO

Este estudo faz parte da linha de pesquisa em Métodos de detecgao precoce
e avaliagao de fatores prognodsticos em afecgdes cirurgicas, do Programa de Pos-
Graduacgao em Clinica Cirurgica da Universidade Federal do Parana — UFPR.

A normatizacdo do trabalho segue as recomendagdes do Sistema de
Bibliotecas (SIBl) da Universidade Federal do Parana (UFPR) estabelecidas no
Manual de Normalizacdo de Documentos Cientificos (20015).

3.1 COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS

O projeto de pesquisa do presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital Angelina Caron (HAC) no dia
01/06/2015, sob o registro CAAE: 45209015.9.0000.5226 e segue as diretrizes do
Ministério da Saude (cf. ANEXO).

3.2 AMOSTRA

Os critérios de inclusao foram pacientes entre 18 a 70 anos de ambos 0s sexos,
submetidos previamente ao exame de ecografia vascular com Doppler, com indica¢ao
de safenectomia através da técnica de fleboextragdo por eversao, cujas medidas de
diametros da veia safena magna estavam compreendidas entre 3 mm e 10 mm e que
concordaram em participar do estudo assinando o termo de consentimento.

Os critérios de exclusao foram pacientes cujos didmetros pré-operatorios da
veia safena magna foram menores que 3 mm e/ou maiores que 10 mm, pacientes com
historia de tromboflebite prévia na veia safena magna ou que ndo concordaram em
participar do estudo e/ou ndo assinaram o termo de consentimento.

Para obtencdo da veia safena magna para realizagdo desse estudo, os
pacientes com programacao para tratamento cirurgico de varizes convencional
assinaram termo de consentimento autorizando a utilizagdo ex vivo da veia safena
magna removida através de fleboextragdo por eversao. Assim como autorizaram a
coleta de 20 ml de sangue para posterior utilizagdo no modelo ex vivo da pesquisa. O
sangue utilizado para esse estudo foi posteriormente descartado em lixo proprio
hospitalar.
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Foram selecionados cinco pacientes que ja seriam submetidos ao tratamento
cirurgico de varizes através de safenectomia magna pela técnica de eversao e apos
a realizagao da fleboextracdo da VSM um total de 10 segmentos com cerca de 20 cm
foram preparados e encaminhados para a realizacao da termoablacao experimental.

3.3 DESCRICAO DO MODELO EXPERIMENTAL

Para realizacdo da termoablacao da VSM ex vivo, foi utilizado um modelo
experimental descrito por Araujo et al. (2016), confeccionado com tubos de vidro e
introdutores  valvulados, capaz de reproduzir condi¢gdes fisiologicas dos
procedimentos de termoablagéo tais como tumescéncia e fluxo sanguineo.

3.3.1 Materiais utilizados

Os materiais utilizados para a confeccao do modelo experimental desse estudo
s&o mostrados na figura 6. (FIGURA 6).
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FIGURA 6 - MATERIAIS UTILIZADOS PARA A CONFECCAO
DO MODELO EXPERIMENTAL

[T |

FONTE: O autor (2018).

Um tubo de vidro 20 mm x 20 cm com corte nas 2 extremidades; B- Fita Métrica; C- Duas
tampas de borracha para tubo de vidro; D- Dois introdutores valvulados curtos 8 French; E-
Duas seringas descartaveis de 20 ml; F- Termdmetro digital tipo espeto (escala de temperatura
-45 a +2300C); G- Uma agulha hipodérmica descartavel — 40 x 12; H- Fios de algod&o 2-0 sem
agulha; I- Soro fisiolégico 0,9% - Frasco de 100 ml; J- Sangue total coletado de um voluntario
humano em frasco com anticoagulante EDTA — 20 ml; K- Fibra de laser; L- Mecanismo de
tragdo mecanica automatica da fibra.
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3.3.2 Etapas para preparo do modelo experimental

Para preparo do modelo experimental foi realizado inicialmente o corte nas
duas extremidades do tubo de vidro; seguido da proje¢ao dos introdutores valvulados
de 8 F através das tampas de borracha. A veia que vai ser estudada deve entédo ser
passada através do tubo de vidro, esticada e fixada (fio algodao 2-0) em suas
extremidades nas bainhas dos introdutores.

Nesse momento sao colocadas as tampas de borracha nas extremidades do
tubo e é realizada a infusédo de soro fisiologico 0,9% no sistema através da torneirinha
de um dos introdutores, seguido da punc¢éo de uma das tampas de borracha com uma
agulha hipodermica e infusdo de soro fisiolégico no espagco ao redor da veia
(tumescéncia). O termdmetro digital do tipo espeto também é implantado através de
uma das tampas de borracha. A fibra de laser é entdo introduzida no interior da veia
através de um dos introdutores e procede-se a inje¢gdo de sangue através da
torneirinha do introdutor e aspiracao do conteudo pela outra torneirinha, para simular
um fluxo continuo de sangue. Nesse momento as condi¢des fisiologicas estdo

estabelecidas e pode-se dar inicio a termoablagéo (FIGURA 7).
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FIGURA 7 — ETAPAS PARA PREPARO DO MODELO EXPERIMENTAL

FONTE: O autor (2018).

A- Corte nas duas extermidades do tudo de vidro; B- Projegdo dos introdutores valvulados de 8 F
através das tampas de borracha; C- Passagem da veia através do tubo de ensaio, sendo a mesma
esticada e fixada em ambos os lados nas bainhas dos introdutores; D- Colocagédo das tampas de
borracha nas extremidades do tubo; E- Infuséo de soro fisiologico 0,9% no sistema; F- Pungéo de uma
das tampas de borracha e infusédo de soro fisiolégico no espago ao redor da veia (tumescéncia); G-
Implante do termdmetro digital do tipo espeto através de uma das tampas de borracha do sistema; H-
Passagem da fibra de laser através de um dos introdutores; |- Injegéo de sangue através de torneirinha
do introdutor e aspiragao do contetdo pela outra torneirinha, para similar um fluxo continuo de sangue;
J- Inicio da termoablacgéo.

3.4 DESENHO DO ESTUDO

As veias obtidas da cirurgia foram imediatamente seccionadas em segmentos
de cerca de 20 cm de comprimento; assim como também foram seccionados

segmentos de 3 cm de veia de cada amostra para composi¢cao de um grupo controle.
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Os segmentos de veia safena magna de cerca de 20 cm foram posteriormente
recolocados na sua posigao fisioldgica e preparados para posterior utilizagdo no
modelo experimental. No momento de sua utilizagao foram esticados e amarrados nas
duas extremidades da bainha (FIGURA 8).

(FIGURA 8) - MODELO EXPERIMENTAL COM O SEGMENTO DE VEIA SAFENA
ESTICADO E AMARRADO

FONTE: O autor (2018).

Posteriormente o tubo de vidro foi preenchido com soro fisiolégico em
temperatura ambiente. A fibra de laser radial foi introduzida no interior da veia através
de um dos introdutores e nesse momento foi realizada a inje¢cdo de sangue humano
com anticoagulante EDTA através da torneirinha do introdutor e aspiracédo do
conteudo pela outra torneirinha. Nesse momento em que as condi¢des fisioldgicas
foram estabelecidas deu-se inicio a termoablacao (FIGURA 9).
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(FIGURA 9) - MODELO EXPERIMENTAL NO INiCIO DA TERMOABLACAO

FONTE: O autor (2018).
As experiéncias foram realizadas com dois geradores de laser diodo emissor

de 1470-nm e 1940 nm (DMC, Brasil) (FIGURA 10), fibra radial (DMC, Brasil) e
sistema de tragdo automatica da fibra (CoolTouch Corporation, EUA).

FIGURA 10 - GERADORES DE LASER DIODO EMISSOR DE 1470-NM (A) E 1940 NM (B)

1470 nm

FONTE: O autor (2018).

Dez segmentos de VSM distintos foram submetidos a termoablacdo. Cada
segmento de veia preparado para utilizagdo no modelo experimental foi irradiado com
4 configuragdes de paréametros diferentes (TABELA 1).
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TABELA 1 - GRUPOS DE PARAMETROS DE TERMOABLAGAO (A, B, C E D)

GRUPO | COMPRIMENTO DE POTENCIA/LEED VELOCIDADE DE FIBRA
ONDA TRACAO

A 1470 nm 5W /50 1mm/seg Radial

B 1470 nm 10W /100 1mm/seg Radial

C 1940 nm 5W /50 1mm/seg Radial

D 1940 nm 10W /100 1mm/seg Radial

FONTE: O autor (2018).

Sendo que cada grupo foi constituido de segmentos de 3 cm de extenséo,
tendo sido deixado um intervalo de 2 cm de entre esses segmentos para compor uma

zona de transigao livre dos efeitos da termoablagao (FIGURA 11).

FIGURA 11 - DIVISAO DOS GRUPOS DE PARAMETROS DE TERMOABLACAO 3
(A, B, C E D) (----) ZONA DE TRANSIGAO LIVRE DOS EFEITOS DA TERMOABLAGAO

FONTE: O autor (2018).

3.5 ESTUDO ANATOMO-PATOLOGICO E IMUNO-HISTOQUIMICO

Imediatamente apo6s a irradiagéo, cada segmento de VSM foi removido do
sistema e posteriormente foram seccionados os segmentos de 3 cm irradiados com
cada configuragao. Os 50 espécimes resultantes foram fixados em formalina a 10% e
constituiram grupo controle GC (GC1, GC2, GC3, CG4, CG5, CG6, CG7, CG8, CGY
e CG10) e quatro grupos experimentais do estudo: grupo A (A1, A2, A3, A4, A5, A6,
A7, A8, A9 e A10); grupo B (B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9 € B10); grupo C (C1,
C2, C3, C4, C5,C6, C7,C8, C9 e C10); e grupo D (D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7, D8,
D9 e D10).
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O médico patologista encarregado pela realizacéo das analises histologicas e
imuno-histoquimicas nao teve conhecimento da composigéo e disposi¢ao dos grupos
formados pelos diferentes parametros. No laboratério as pecas foram seccionadas em
sua porcao central, transversalmente ao maior eixo, de 1 em 1 mm, para
processamento histolégico e inclusdo em parafina. De cada pec¢a foram realizadas
l&minas coradas pelas técnicas de hematoxilina e eosina (HE), histoquimica para fibra
elastica, histoquimica de tricrdbmico de Gomori, e imuno-histoquimica de actina de
musculo liso.

As alteracdes foram classificadas em 4 categorias: lesdes por temperatura
baixa (LTCs) indicadas por edema do musculo liso ou fibras elasticas (FIGURA 12),
lesdes por temperatura moderada (MTCs), incluindo a fusdo ou vacuolizagéo das
fibras elasticas (FIGURA 13) e (FIGURA 14); lesdes por temperatura alta (HTCs),
incluindo carbonizag¢ao do tecido (FIGURA 15) e lesdes por temperatura muito alta
(VHTCs), caracterizada pela perda de tecido (FIGURA 16).

FIGURA 12 — ANALISE HISTOQUIMICA DE FIBRAS ELASTICAS NO CENTRO DE SEGMENTO DE
VSM NAO SUBMETIDA A TERMOABLAGAO; OBSERVAR QUE AS FIBRAS (CORADAS EM
MARROM ESCURO) SAO REGULARES, CONTINUAS E ORGANIZADAS (A) E LESAO POR
TEMPERATURA BAIXA (LTC) EM SEGMENTO DE VSM APOS A TERMOABLAGAO,
EVIDENCIANDO DESORGANIZAGAO E EDEMA / ESPACAMENTO DAS FIBRAS ELASTICAS (B)

FONTE: O autor (2018)
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FIGURA 13 - APARENCIA HISTOLOGICA NO CENTRO DE SEGMENTO DE VSM NAO
SUBMETIDA A TERMOABLAGAO (A) E LESAO POR TEMPERATURA MODERADA (MTC)
EVIDENCIANDO EOSINOFILIA DA CAMADA MEDIA, COM VACUOLIZAGAO DA INTIMA E
MEDIA EM PORCAO MAIS LUMINAL (B) (HEMATOXILINA E EOSINA - HE)

=] ET AR ) (TR T i G

FONTE: O autor (2018).

FIGURA 14 - COLORAGCAO DO TRIQROMICO DE GOMORI NO CENTRO DE SEGMENTO DE VSM
NAO SUBMETIDA A TERMOABLACAO (A) E NA LESAO POR TEMPERATURA MODERADA
(MTC), EVIDENCIANDO MUDANGCA DA AFINIDADE TINTORIAL (VERMELHO) E VACUOLIZACAO

(B)
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FONTE: O autor (2018).
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FIGURA 15 - LESAO POR TEMPERATURA ALTA (HTC) EVIDENCIADA NA COLORAGAO DE
HEMATOXILINA E EOSINA - HE (A) E COLORAGAO DO TRICROMICO DE GOMORI (B),
MOSTRANDO CARBONIZAGAO DA INTIMA, VACUOLIZAGAO DA MEDIA, EVIDENTE
EOSINOFILIA E ALTERAGAO DA AFINIDADE TINTORIAL POR DESNATURAGAO DAS
PROTEINAS

FONTE: O autor (2018).

FIGURA 16 - LESAO POR TEMPERATURA MUITO ALTA (VHTCS), EVIDENCIADA NA
COLORAGAO DE HEMATOXILINA E EOSINA - HE (A) E COLORAGCAO DO TRICROMICO DE
GOMORI (B), MOSTRANDO PERDA DE SUBSTANCIA (NESTE CASO DE INTIMA, MEDIA E
ADVENTICIA, COM PERFURAGAO), ALEM DE ALTERAGOES DE HTC E MTC NAS
ADJACENCIAS

FONTE: O autor (2018).
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Foram analisados 208 fragmentos. As alteragbes previamente classificadas
para a analise histoldgica e imuno-histoquimicas em 4 categorias (LTCs, MTCs, HTCs
e VHTCs); foram reagrupadas para analise estatistica em 2 categorias: lesées de
baixo grau (LTCs + MTCs) e lesdes de alto grau (HTCs + VHTCs) de acordo com a
gravidade e considerando o fato de que a geragao de temperaturas altas o suficiente
para causar carbonizacgéo ou a ulceragao (HTCs + VHTCs) é excessiva.

Em cada camada da parede vascular os grupos foram comparados dois a dois,
testando-se a hipotese nula de probabilidade de leséo de alto grau igual, nos dois
grupos sob comparagao, versus a hipotese alternativa de probabilidades diferentes.
Para tanto foi considerado o teste Exato de Fisher efetuando-se a corre¢ao de
Bonferroni para o valor de p. O nivel de significancia global considerado em cada
camada foi de 0,05, e devido a correcao de Bonferroni valores de p menores do que
0,008 indicaram significancia estatistica. Os dados foram analisados com o programa
computacional IBM SPSS Statistics v20.
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4 RESULTADOS
4.1 CAMADA INTIMA

Todos os 208 fragmentos (100%) apresentaram alguma altera¢do na camada
intima: 52 no grupo A (25,00%), 50 no grupo B (24,0%), 52 no grupo C (25,0%) e 54
no grupo D (26,0%). As alteracdes na camada intima estratificadas pela intensidade
da lesdo térmica em baixo grau (LTCs + MTCs) vs. alto grau (HTCs + VHTCs), em

cada grupo experimental estdo expressos no GRAFICO 1.

GRAFICO 1 -GRAU DE ALTENRAQAO DA CAMADAJNTIMA, DIVIDIDOS DE ACORDO COM A
INTENSIDADE DA EXPOSICAO TERMICA EM LESOES DE BAIXO GRAU (LTCS + MTCS) E
LESOES DE ALTO GRAU (HTCS + VHTCS) EM CADA GRUPO

80,0%

68,5%
70,0% 65,4%

0,
60,0% S7,7%
52,0%
—_— 48,0%
e 42,3%

40,0% 34,6%
31,5%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%
A B C D

| Baixo Grau M Alto Grau
(LTCs + MTCs)  (HTCs + VHTCs)

FONTE: O autor (2018).

Os grupos foram comparados dois a dois, testando-se a hipotese nula de
probabilidade de lesdo de alto grau (HTCs e VHTCs) igual nos dois grupos sob
comparacao versus a hipdtese alternativa de probabilidades diferentes.

O grupo A foi o que apresentou a maioria das lesdes de baixo grau na camada
intima (LTCs e MTCs) (65,4%) com diferenga significativa quando comparado ao
grupo D (p 0,001). O grupo D foi o que apresentou a maioria das lesdes de alto grau
(HTCs e VHTCs) (68,5%) com diferenc¢a significativa quando foi comparado ao grupo
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A (p 0,001). Na TABELA 2 sao apresentados os valores de p das comparagdes
efetuadas.

TABELA 2 - VALORES DE P DOS TESTES ESTATISTICOS DA
COMPARACAO DOS GRUPOS DOIS A DOIS, PARA OS GRAUS
DE ALTERAGAO DA CAMADA iNTIMA

Grupos sob comparacgao Valor de p*
AxB 0,109
AxC 0,030
AxD 0,001
BxC 0,691
BxD 0,109
CxD 0,314

(*) Teste Exato de Fisher; valor de p corrigido pelo critério de Bonferroni; p<0,008
FONTE: O autor (2018).

4.2 CAMADA MEDIA

Um total de 207 fragmentos (99,51%) exibiu alguma alteragdo na camada
media: 53 no grupo A (25,6%), 49 no grupo B (23,7%), 52 no grupo C (25,1%) e 53 no
grupo D (25,6%). Essas alteracdes estao descritas no GRAFICO 2.
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GRAFICO 2 -VARIAGAO DO GRAU DE ALTERNAQAO DA CAMADA MNEDIA, DIVIDIDOS DE
ACORDO COM A INTENSIDADE DA EXPOSICAO TERMICA EM LESOES DE BAIXO GRAU (LTCS
+ MTCS) E LESOES DE ALTO GRAU (HTCS + VHTCS) EM CADA GRUPO

90,0%

77,4%

80,0% 75,0%

70,0%

60.0% 57,1% 56,6%

50,0% 42,9% 43,4%
40,0%

30,0% 22.6% 25,0%
20,0%

10,0%

0,0%
A B C D

Baixo Grau " Alto Grau
(LTCs + MTCs) — (HTCs + VHTCs)

FONTE: O autor (2018).

Os grupos foram comparados dois a dois, testando-se a hipotese nula de
probabilidade de lesdo de alto grau (HTCs e VHTCs) igual nos dois grupos sob
comparacao versus a hipdtese alternativa de probabilidades diferentes.

Os grupos A e C foram os que apresentaram a maioria das lesdes de baixo
grau (LTCs e MTCs) (77,4% e 75,0% respectivamente) na camada meédia sem
diferencga significativa entre eles. O grupo D foi 0 que apresentou a maioria das lesdes
de alto grau (HTCs e VHTCs) (56,6%) na camada média; com diferenca significativa
quando foi comparado ao grupo A (p < 0,001) e C (p 0,001). Na TABELA 3 sao
apresentados os valores de p das comparacoes efetuadas.

TABELA 3 - VALORES DE P DOS TESTES ESTATiSTICO§ DA COMPARACAO DOS
GRUPOS DOIS A DOIS, PARA OS GRAUS DE ALTERAGCAO DA CAMADA MEDIA

Grupos sob comparacgao Valor de p*
AxB 0,035
AxC 0,822
AxD <0,001
BxC 0,063
BxD 0,234
CxD 0,001

(*) Teste Exato de Fisher; valor de p corrigido pelo critério de Bonferroni; p<0,008
FONTE: O autor (2018).
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4.3 CAMADA ADVENTICIA

Um total de 65 fragmentos (31,25%) apresentou alguma alteragdo na camada
adventicia: 14 no grupo A (21,5%), 11 no grupo B (16,9%), 10 no grupo C (15,4%) e
30 no grupo D (46,2 %). Essas alteracdes estdo descritas no GRAFICO 3.

GRAFICO 3 -VARIAGAO DO GRAU DE ALTERNAQAO DA CAMADA AI?VENTiCIA, DIVIDIDOS DE
ACORDO COM A INTENSIDADE DA EXPOSICAO TERMICA EM LESOES DE BAIXO GRAU (LTCS
+ MTCS) E LESOES DE ALTO GRAU (HTCS + VHTCS) EM CADA GRUPO

120,0%
100,0%
100,0%
80,0% 70.0% 73,3%
60,0% 54,5%
45,5%
40,0% o
30,0% 26,7%
20,0%
0,0%
0,0%
A B C D

4 Baixo Grau W Alto Grau
(LTCs + MTCs) (HTCs + VHTCs

FONTE: O autor (2018).

Os grupos foram comparados dois a dois, testando-se a hipotese nula de
probabilidade de lesdo de alto grau (HTCs e VHTCs) igual nos dois grupos sob
comparacao versus a hipdtese alternativa de probabilidades diferentes.

No grupo A 100 % das lesdes foram de baixo grau (LTCs e MTCs). O grupo C
foi 0 que apresentou a maioria das lesdes de alto grau (HTCs e VHTCs), com diferenga
significativa quando comparada ao grupo A (P < 0,001). Na TABELA 4 sao

apresentados os valores de p das comparacoes efetuadas.



TABELA 4 - VALORES DE P DOS TESTES ESTATiSTICO§ DA COMPARACAO DOS
GRUPOS DOIS A DOIS, PARA OS GRAUS DE ALTERAGAO DA CAMADA ADVENTICIA

Grupos sob comparacgao Valor de p*
AxB 0,009
AxC <0,001
AxD 0,041
BxC 0,387
BxD 0,280
CxD 0,024

(*) Teste Exato de Fisher; valor de p corrigido pelo critério de Bonferroni; p<0,008

FONTE: O autor (2018).
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5 DISCUSSAO

As Varizes de Membros inferiores sao um problema médico comum. EVLA
demonstrou ser um tratamento minimamente invasivo com resultados excelentes em
termos de uma alta taxa de sucesso técnico e baixa taxa de complicacéo.
(PROEBSTLE et al., 2003).

5.1 ALTERAGOES HISTOLOGICAS APOS A TERMOABLACAO

O objetivo da EVLA ¢é causar dano circunferencial irreversivel a parede do vaso,
evocando reagoes inflamatodrias que incluem infiltragao celular e reacoes fibrogénicas.
Esses eventos inflamatérios levam a oclusdo permanente da veia incompetente. A
geracao de temperaturas altas o suficiente para causar carbonizagao ou a ulceragao
€ excessiva. A carbonizacdo da parede da veia aumenta a probabilidade de
perfuracdo assim como o aumento das intercorréncias clinicas tais como dor pos-
operatoria, equimoses e recanalizagdes. (VUYLSTEKE et al., 2011).

Gaspar (2010) em seu estudo sobre os efeitos histologicos imediatos do
endolaser na safena magna para tratamento da doenga venosa crénica, evidenciou
que a fototermolise produziu alteragdes histomorfologicas e histomorfométricas na
parede da veia safena magna, predominantes na tunica intima, sem maior penetragao
para a média ou adventicia; com exce¢ao da concentracdo de colageno que
aumentou indistintamente nas trés camadas, demonstrando elevado grau de
seguranca e eficacia do endolaser eco-guiado.

Corcos et al. (2005) avaliaram as alteragboes histoldgicas produzidas nas
paredes dos vasos apos irradiacao por laser e descreveu as mudangas como necrose,
vacuolizacao, delaminagéo, coagulagao, perda de tecido e perfuragdo. Cada mudanca
reflete a temperatura especifica alcan¢cada durante o procedimento.

Yamamoto e Sakata (2014) simplificaram as altera¢des histoldgicas em LTCs,
MTCs, HTCs e VHTCs. A resposta celular do tecido biologico aquecido segue uma
sequéncia de eventos bem descrita. Aquecimento prolongado em 42 °C a 45 °C
resulta em danos reversiveis, subletais, que nado podem ser observados
microscopicamente. LTCs: Acima de 50 °C a 60°C, a proteina perde sua estrutura,
resultando em necrose irreversivel, desnaturacdo e coagulacédo de células.

Microscopicamente podem ser vistos o edema das fibras musculares e elasticas.



49

MTCs: A fusado das células aumenta a temperaturas de 90 °C a 100 °C, causando a
unido de muitas fibras e perda dos seus compontentes intracelulares. A agua dos
tecidos vaporiza, resultando em formacao de vapor e dessecacao do tecido. O
encolhimento do tecido dessecado leva a formacgéo de pequenas lacunas (vacuolos)
entre as fibras. HTCs: Compostos orgéanicos aquecidos de 200 °C a 300 °C, sob
condigdes deficientes de oxigénio, liberam nitrogénio, hidrogénio e outros
componentes e comeg¢am a dissociar. VHTCs: O contato direto entre a ponta de fibra
excessivamente quente e a parede do vaso levam a ulceracao e perfuracao da veia.

Veias submetidas ao procecimento de EVLA, quando retiradas imediatamente
apos o tratamento, mostram destruigéo irregular da parede da veia com perfuragdes
e ulceragoes devido ao contato direto entre a ponta da fibra e da parede da veia. O
outro lado da veia ndo € danificado e permanece sem alteragdes. (SCHMEDT et al.,
2006).

Veias retiradas apos uma semana da realizacdo de EVLA mostram tecido
inflamatorio celular na sua periferia com a formacdo de novos vasos pequenos €
migragao de fibroblastos e fagocitos. Estes infiltrados de tecido necro-inflamatorios
ocorrem na parede da veia de fora para dentro. Grandes areas da parede da veia sao
destruidas, e as células musculares ficam necrosadas, mas em uma distribuicao
desigual. Esta destruicdo € muito mais extensa do que nas amostras retiradas da veia
imediatamente apds o tratamento. Especialmente sao vistas areas de perfuracao e
destruicdo do tecido perivenoso. Nestes pontos, a organizagdo e a migragdo de
células sao muito mais lentos e limitados. Ocorre também a carbonizacao no ponto de
contato direto da fibra de laser com a parede da veia. (VUYLSTEKE et al., 2009).

Na analise das veias retiradas duas a trés semanas apos a realizagao de EVLA,
a organizacao em torno das paredes se torna muito extensa. Infiltrados inflamatérios
dissolvem o tecido destruido e ocorre a formacao de tecido cicatricial. Numerosas
citocinas e fatores de crescimento podem influenciar no nivel de proliferacido dos
fibroblastos, bem como a sua transi¢ao para miofibroblastos. O trauma endoluminal e
perivascular desestabilizam a estrutura em camadas da parede do vaso, provocando
a ativacédo de fibroblastos adventiciais, conduzindo a migracao celular. (BUSH;
SHAMMA; HAMMOND, 2008).
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5.2 COMPRIMENTOS DE ONDA

Os comprimentos de onda utilizados inicialmente no tratamento de insuficiéncia
venosa estavam na extremidade inferior do espectro (810, 940, 980 e 1064 nm) e
tinham a hemoglobina como alvo. Foram desenvolvidos aparelhos de laser com
comprimento de onda maior (1320, 1470, 1940 nm) e que tem a agua como alvo.

Tem sido discutido se esses sistemas produzem acado mais seletiva na parede
da veia e menos acao indiretamente por bolhas de vapor, como demonstrado com os
lasers de diodo de comprimento de onda 810-980 nm. (PROEBSTLE et al., 2002).

Resultados apos EVLA com um laser de diodo de 1320 nm mostraram bons
indices de obliteragdo e uma taxa menor de hematomas e dor. (GOLDMAN;
MAURICIO; RAO, 2004).

Foi demonstrado que os pacientes tratados utilizando laser de diodo com
comprimentos de onda maiores apresentaram maior conforto pos-operatoério, melhor
satisfagao e aceitagdo do processo e relataram menos dor pds-operatdria, usando
menos analgésicos e foram menos propensos a ter equimoses. (DOGANCI;
DEMIRKILIC, 2010).

A Utilizac&o de lasers de comprimento de onda maiores (1320, 1470, 1500 nm)
resulta em mais vacuolizacdo da camada muscular da parede da veia resultando em
uma intensa destrui¢cao térmica. (BUSH; SHAMMA; HAMMOND, 2008).

Vuylsteke et al. (2009) estudaram as diferengas na destruicdo da parede da
veia produzidas por dois tipos de laser, os lasers de diodo de 980 e 1500 nm, durante
o tratamento com laser endovenoso (EVLA) da veia safena em um modelo animal
(cabras). Observaram que a energia fornecida a partir do laser de diodo 980 nm ¢é
menos absorvida pelas células da parede da veia e induz mais convecg¢ao local de
energia térmica, explicando ulcera¢des mais profundas e carbonizagdo mais intensa
nos pontos de impacto direto do laser. Ja o laser de 1500 nm proporcionou uma
destruicdo menos excéntrica da parede da veia com ulceragdes menos penetrantes;
0 que poderia se correlacionar clinicamente com a destruicdo de tecido menos
perigosa e menor dor pos-operatoria.

Sroka et al. (2012) estudaram incialmente os efeitos histologicos do laser em
modelo de pé de boi cheio de sangue. Utilizando um LEED de 30 J/cm evidenciaram,
apos uma analise histologica com HE, uma destruicdo circular da intima e uma

vacuolizacao e delaminagao da camada média. Posteriormente realizaram um estudo
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observacional, prospectivo utilizando um aparelho de laser com comprimento de onda
de 1940nm, fibra radial e mecanismo de tracdo automatica da fibra com velocidade
padronizada de 1mm/s. Obtiveram uma eliminagao do refluxo em 100% das veias
safenas insuficientes bem como uma reducdo significativa do diametro das veias
tratadas em 6 meses de acompanhamento. O perfil de risco se correlacionou com
outras opgoes de tratamento endovenoso, com baixos indices de dor e de utilizagao
de analgésicos no pos-operatorio, indicando um alto nivel de conforto do paciente.
(SROKA et al., 2015).

Viarengo et al. fizeram uma analise retrospectiva de pacientes com
insuficiéncia venosa crénica (CEAP) C2 a C6, submetidos a termoablag¢ao
endovenosa de varizes tronculares, com laser com comprimento de onda de 1940 nm
e LEED meédio de 45,3 J/cm. Evidenciaram taxa de sucesso imediato de 100% e tardio
de 95,1%. Nao foi encontrado nenhuma recanalizac&o nas veias tratadas com LEED
superior a 30 J/cm. Os autores concluiram que o laser 1940 nm mostrou-se seguro e
efetivo, em médio e longo prazo, para os parametros propostos, em segmentos
venosos com até 10 mm de diédmetro. (VIARENGO et al., 2017).

No entanto Poluektova et al. (2013) em um estudo com modelo matematico
sobre o0 tema demonstrou que, com a mesma quantidade de energia entregue, a
temperatura da parede da veia seria maior com comprimentos de onda préoximos a
1950 nm somente em calibres menores que 1mm. Nas outras situacoes, teoricamente
teriamos que entregar maiores quantidades de energias para chegarmos a mesma
temperatura atingida pelo comprimento de onda 1470 nm. Essa ocorréncia foi
justificada devido ao fato da alta absor¢édo dos comprimentos de onda proximos a
1950 nm proporcionarem uma capacidade de penetragao do calor reduzida. Ou seja,
o calor ficaria “retido” muito préximo de onde é emitido. (POLUEKTOVA et al., 2013).

No presente estudo a termoablagdo com laser de comprimento de onda 1940
nm LEED de 100 J / cm resultou em uma taxa mais alta de lesao térmica de alto grau
(HTCs e VHTCs) nas camadas intima e média; sendo também o grupo com mais
fragmentos (46,2%) evidenciando altera¢des na camada adventicia. Estes achados
contrariam 0 modelo matematico proposto por Poluektova et al. 2013, evidenciando
que os comprimentos de onda proximos ao 1950 nm (estudado por Poluektova et al.
2013) nao proporcionaram no presente estudo uma capacidade de penetragao

reduzida, mesmo em veias de 3 a 10 mm, atingindo portanto com agressividade as
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camadas intima e média e sendo o grupo com mais alteragdes na camada adventicia;
guando utilizado LEED de 100 J/cm.

5.3 DENSIDADE DE ENERGIA LINEAR ENDOVENOSA (LEED)

Timperman, Sichlau e Ryu (2004) realizaram um estudo com o uso de laser de
comprimento de onda 810 e 940 nm e reportaram uma diferenga significativa no
fornecimento de energia do laser entre "sucesso" e "falhas" (63,4 J / cm contra 46,6 J
/ cm, p <0,0001). Neste estudo, ndo houve falhas no tratamento com uma dose de
laser > 80 J/cm embora em um estudo posterior do mesmo autor onde foram tratadas
100 veias safenas magnas com 95 J / cm, obteve-se uma termoablagéo bem sucedida
em 95% dos membros. Além disso, eles concluiram que n&do houve diferenga
significativa entre os resultados em pacientes tratados com comprimentos de onda de
laser diferentes.

Bueno et al. (2012), em um estudo de série de casos evidenciaram que a
utilizacdo do laser de 1.470 nm mostrou-se um bom método para tratamento das veias
safenas, com resultados semelhantes ao laser de 980 nm e com uso de menores
densidades de energia e menor poténcia.

Park et al. (2014), concluiram que o EVLA realizado com aparelho de laser
1470 nm e utilizando baixa energia, LEED de 80 J / cm ou inferior, € uma opc¢éo eficaz,
segura, e tecnicamente bem-sucedida para o tratamento de veias safenas
incompetentes.

Aktas et al. (2015), compararam a eficacia dos comprimentos de onda de 1470
e 980 nm no que diz respeito a poténcia de saida, complicacoes, taxas de
recanalizacao e a resposta ao tratamento; tendo sido concluido que o laser de diodo
e 1470 nm com fibra de ponta radial é seguro e eficaz para o EVLA. Uma energia
menor (LEED de 50-60 J/cm) foi eficaz para a oclusdo VSM e a resposta ao
tratamento, avaliado pela melhora do escore de gravidade clinica, foi melhor com o
laser de diodo com comprimento de onda de 1470 nm.

No presente estudo quando comparados os mesmos parametros de LEED (50
J/cm ou 100 J/ecm) ndo houve diferenga no comprimento de onda (1470 x 1940 nm)

nas camadas intima e media. Na camada adventicia e com LEED menor (50 J/cm) o
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comprimento de onda 1470 nm mostrou-se superior para a presencga de lesdes de
baixo grau (LTCs e MTCs).

5.4 TIPOS DE FIBRAS

Schmedt et al. (2006) estudaram os efeitos da fibra linear em um um modelo
ex-vivo que evidenciou que a utilizagao dessas fibras gera uma aplicagéo desigual de
energia de luz fazendo-se necessario a utilizagdo de uma maior energia para
assegurar a destruicao da parede da veia e evitar recanaliza¢gdes. Por carboniza¢ao
da parede da veia (contato direto) uma grande quantidade de energia é perdida e
também aumenta a probabilidade de perfuracao.

Kabnick (2012) em um estudo com um método in vitro para quantificar o
potencial para a dor e hematomas por comparacéo do grau de perfuracéo de vasos
no que diz respeito ao comprimento de onda e fibras; chegou a conclusao de que
nenhum comprimento de onda foi superior quando comparado com o tipo de fibra
utilizado. As fibras de ponta revestidas demonstraram um grau significativamente
menor de perfuracao em relacao as fibras de ponta nua, tanto com os aparelhos de
comprimento de onda de 810 ou 1470 nm. Conclui-se que as fibras de ponta
revestidas sdo superiores em termos de recuperacao, dor e hematomas pos-
operatorios.

Hirokawa e Kurihara (2014), em seu estudo utilizando laser 1470 nm, obtiveram
incidéncias de contusdes e dor significativamente reduzidas pelo uso da fibra radial
em comparacao com a utilizacao da fibra linear, proporcionando um tratamento menos
invasivo.

Yamamoto e Sakata (2014) estudaram a influéncia dos diferentes
comprimentos de onda 980- 1470 nm e das fibras convencional, radial e dois anéis
nas alteracoes histologicas da veia safena magna submetida a termoablagao ex vivo.
Concluiram que as fibras radiais e dois anéis combinadas com o laser de comprimento
de onda 1470-nm podem aquecer e realizar a termoablacdo das paredes dos vasos
de uma forma circunferencial e uniforme; sendo que a utilizacio da fibra de dois anéis
proporciona uma maior uniformidade com uma incidéncia reduzida de aderéncia.

Portanto seguindo os melhores resultados da literatura; no presente estudo foi
optado e utilizado a fibra de configuragao radial.



54

5.5 TUMESCENCIA PERIVENOSA

A realizagao de tumescéncia perivenosa de grandes volumes de anestésico
diluido sob a orientagdo de ultrassom vascular tem varios propaositos. Ela protege os
tecidos perivasculares dos efeitos térmicos, servindo como um dissipador de calor e
também diminui o didmetro da veia tratada para permitir uma melhor absorcao da
energia pelo cromoforo alvo na parede da veia. (MEMETOGLU, et al., 2010).

Outra questao a ser considerada € que examinando a localizac¢ao da fibra no
controle com ultrassom intraoperatorio, fica evidente que a ponta da fibra, na maioria
dos procedimentos, encontra-se situada em uma posi¢cado excéntrica com a ponta
tocando a parede da veia. A realizacdo da tumescéncia perivenosa tem, portanto
também como um dos objetivos induzir espasmo da veia em torno da fibra, podendo
diminuir este efeito.

Mas, mesmo assim, especialmente em veias maiores, a ponta da fibra
permanece excéntrica; principalmente quando se trata da fibra convencional. Em tal
situagao, quando a energia € fornecida a partir da ponta da fibra, ocorre um contato
direto entre a ponta da fibra e a parede da veia resultando em uma desigual aplica¢ao
de energia gerando ulceragdo ou até uma perfuracdo da veia. Estas perfuragdes
provocam também posteriormente o aparecimento de equimoses; além de aumentar
a possibilidade de recanalizacao da veia tratada devido a uma destruicéo
circunferencial incompleta das estruturas da parede do vaso, permitindo sua
regeneracgao.

Dumantepe e Uyar (2015) desenvolveram um estudo com o objetivo de
comparar a percepcao da dor e efeitos colaterais durante e apoés a EVLA com um
laser de diodo 1470 nm usando anestesia tumescence com temperatura fria ou
temperatura ambiente e concluiu que o liquido tumescente frio € mais seguro do que
a temperatura ambiente e produz melhores escores de dor na escala visual analdgica.

No presente estudo o modelo experimental utilizado simulava os efeitos
fisiologicos da realizagdo da tumescéncia fazendo a fung¢do de dissipar calor e
também diminuindo o diametro da veia tratada permitindo uma melhor absor¢céo da

energia na parede da veia através do seu croméforo alvo.



55

5.6 DIAMETROS DA VEIA SAFENA MAGNA

Proebstle et al. (2004) concluiram que a fluéncia do laser (energia do laser por
cm? de veia) foi um fator de risco para a niao obliteragdo e que os regimes de
tratamento devem basear-se neste tipo de calculo.

Proebstle, Moehler e Herdemann (2006), utilizando um laser de comprimento
de onda 940 nm, produziram dados que sugerem que o fornecimento de energia
necessaria para alcancar a termoablacdo da VSM e baixas taxas de recanalizagao é
dependente ndo s6 da quantidade de energia fornecida, mas também do diametro da
veia. Neste trabalho concluiu-se que 6,3 J / cm de energia foram necessarios para
cada 1 mm de didametro da VSM para que a termoablacao fosse eficaz. Assim, para
uma veia 10 mm de didmetro seria o equivalente a 63 J/ cm.

Corcos et al. (2005) estudando as alteragdes morfologicas venosas imediatas
produzidas na VSM pelo laser de diodo endovenoso de 808 nm concluiram que um
tempo de exposicdo mais curto, obtido principalmente através do aumento da
velocidade de retracéo da fibra (1 milimetro m/s), € recomendavel em segmentos da
VSM até 10 mm de diametro. Um tempo de exposi¢do mais longa, obtido por uma
lenta retragao da fibra pode ser utilizado com sucesso em segmentos maiores de 17
mm de diametro

Starodubtsev et al. (2014), em um estudo para avaliar a seguranca e eficacia
do uso do comprimento de onda do laser 1560 nm, para tratamento da doenc¢a venosa
cronica em pacientes com diametros aumentados do segmento proximal da veia
safena magna, mostraram a seguranga e eficacia da técnica e evidenciaram que a
realizacdo do EVLA tem de ser personalizada de acordo com o didmetro da veia.

Tal argumento pode ser falho, ja que o didmetro da veia no momento da
ablacdo € significativamente reduzido devido ao espasmo induzido apds a
cateterizagdo, juntamente com o efeito da infiltracdo de liquido tumescente. Além
disso, a veia pode nao ter um diametro uniforme em todo o seu comprimento fazendo
com que o calculo fique ainda mais dificil.

Florescu, Curry e Buckenham (2014), avaliaram a eficacia da terapia laser
endovenoso na ablacao da VSM com um diametro superior a 1,0 cm e concluiram que
a ablacao para VSM grandes (= 1,0 cm e muito grandes = 2,0 cm) nao diferiram de
uma coorte de pacientes com VSM < 1,0 cm e de resultados publicados para VSMs <
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1,0 cm. A ablagao com sucesso foi alcancada em 100% das veias independentes do
tamanho durante o seguimento de 6 semanas.

Neste estudo foram tratadas veias de calibres entre 3 a 10 mm nao permitindo,
portanto, uma projecéo de resultados principalmente com relagéo a veias de calibres

maiores do que 10 mm.

5.7 LIMITACOES DO ESTUDO

Embora essas experiéncias ex vivo parecam promissoras elas possuem
algumas limitagdes como: 0 segmento de veia pode sofrer algumas altera¢des durante
a sua retirada; a possibilidade de analise apenas dos efeitos imediados do tratamento
e a impossibilidade do estudo do tecido perivascular.

Neste estudo foram tratadas veias de calibres entre 3 a 10 mm n&o permitindo,
portanto, uma projecao de resultados principalmente quanto a veias de calibres
menores que 3 mm ou maiores do que 10 mm.

Foram utilizados neste trabalho LEEDs de 50 J/cm e 100 J/cm nao permitindo
avaliar nesse estudo os resultados especificos do comprimento de onda 1940 nm, em
relagdo aos seus antecessores, se for considerado a utilizagao de LEEDs inferiores a
50 J/cm.



57

6 CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel concluir que:

1. O laser de comprimento de onda 1470 nm e LEED 50 J/cm provocou mais
lesdes de baixo grau (LTCs e MTCs) em todas as camadas (intima, média e
adventicia).

2. O laser de comprimento de onda 1940 nm e LEED 100 J/cm provocou mais
lesdes de alto grau (HTCs e VHTCs) nas camadas intima e média; e foi o grupo mais
predominante (46,2%) dentre o total de fragmentos que mostraram alguma altera¢ao
na camada adventicia.

3. Nas camadas intima e média a comparac¢ao dos dois comprimentos de onda
(1470 nm x 1940 nm) para o mesmo paréametro de LEED (50 J/cm ou 100 J/cm) nao
apresentou diferencga significativa.

4. Na camada adventicia a comparacdo dos dois comprimentos de onda
(1470nm x 1940 nm) para o mesmo LEED 50 J/cm mostrou uma superioridade do
comprimento de onda 1470 nm para a presenca de lesdes de baixo grau (LTCs e
MTCs).

5. Esses achados corroboram a possibilidade de se utilizar LEEDs mais baixos
com dispositivos de 1940 nm para se conseguir ocluséo efetiva com menos destruicao
de alto grau da camada intima e média; bem como prevenir danos na camada
adventicia, perfuracbes e suas possiveis alteracdoes no tecido perivenoso e

consequéncias clinicas.
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Apresentagao do Projsto:

As varnizes de membros inferiores tem sido considerado um problema estético que afeta o emocional &
também como uma fonte de incapacidade. Sio frequentements causa de desconforto, dor, afastamento do
trabalho e deterioragio da quakidade de vida.

A abordagem padrio para o tratamento cirGrgico da insuficiéncia venosa da veia safena com ligadura
cirlrgica e fisboextragiio tem sido substituida, em pacientss apropriados, por técnicas menos invasivas tais
como escleroterapia, radiofreqhéncia, ou termoablagio por laser endovenoso — EVLA

O mecanismo de aglio da termoablagio com laser endovenoso (EVLA) no tratamento de varizes & baseada
na geragio de calor levando a dano endotslial, resultando assim no espessamento e fibrose com oclusio
A imensidade de contragiio da parede venosa parece ser importants, pois o lmen residual da veia apés o
tratamento com laser & sujsito a ocluslio pela formagiio de codgulos. Este codgulo posteriormente pode
sofrer 0 processo de recanaizagho. Nestes casos, a irradiagio com laser nfio & suficients para aguecer a
parade do vaso, porgue a energia de luz & quass inteiraments absorvida pelo sangus, & a taxa de suUCess0
inicial & principalments devido a um efeito trombético que apbs a dissoluglio do trombo leva a uma
recanalizagiio da veia.
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Os criténios de inclusio sarfio pacientss entre 18 e 70 anos de ambos os sexos, submetidos previaments a0
exame de ecodoppler vascular com indicagio de safenectomia através da técnica de fleboextraghio por
eversho, cujas medidas de didmetros da veia safena magna estiio compreendidas entre 3 mm & 10 mm &
que concordarem am participar do estudo assinando o termo de consentimanto.

Os critérios de exclusiio serfio pacientes cujos didmetros pré-operatbrios da veia safena magna so
menores que 3 mm &/ou maiores que 10 mm ou que ndio concordarem em participar do estudo a/ou ndo
assinarem o termo de consentimento.

Para obtenglio da veia safena magna para realizagho desse estudo, os pacientes j& programados para
tratamento cirlrgico de varizes convencional assinarfio termo de consantimanto autorizando a utilizaglio ex
vivo da veia que serd removida através de flsbosxtraglo por eversiio. Assim como autorizarfo a coleta de
20 ml de sangue para postenor utilizaglio no modslo ex vivo da pesquisa.

As veias obtidas serllo seccionas em segmentos de cerca de 20 cm de comprimento. Para a realizagho do
procadimento de termoablagio ex vivo serd utilizado o modelo expenmental descrito por Yamamoto and
Sakata8, composto de tubos de acrilico, tampbes de bomracha, agulhas de injeglo, @ bainhas 7F Esse
modslo experimental permitird a reprodugio das condighes fisiologicas da veia safena magna durants a
realizagio da termoablagio.

O segmento de veia safena magna obtido serd esticado @ amarrado nas duas extremidades da bainha,
postenorments o tubo vai ser preenchido com soro fisiolégico em temperatura ambiente & o sangue humano
com anticoagulants EDTA seré injstado para preenchimento do segmento da veia safena magna.

A termoablagiio & a traglio da fibra viio ser iniciados simultaneaments & as veias safenas magnas serfio
irradiadas ao longo de um comprimento de aproximadamente 18 cm.

Serlio utilizados aparelhos de laser com diferentss comprimentos de onda, poténcias & densidade de
enargia linear endovenocsa média (Jem) — LEED, diferentss caracteristicas das fibras; bem como o sistama
de tragiio autométca da fibra serd ajustado para deslocar a fibra em diferentss velocidades.

Dez segmentos de VSM serfio submetidos a termoablagiio em cada configuraghio. A presanga ou auséncia
de aderéncias entre as fibras e as paredes das veias (degola) serd registrada. Imediataments apés a
irradiagdio, cada VSM ser& removida e aberta longitudinaiments. A circunferncia do segmento irradiado (A)
vai ser madida, assim como a circunferéncia de um segmento suficientements distants do segmento
irradiado para ser considerado como néio irradiado (B). A relagho de encolhimento seré calculada utilizando
a férmula 1- (A / B).
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Os segmentos de VSM submetidas a termoablagiio viio ser fixados em formalina a 109 e contadas
transversaiments. Os cortes serfio corados com um azan trichrome stain antes de ser apresentados para
andlise histologica.

As aleragdes histolégicas serfio classificadas em 4 grupos: alteragbes de baixa temperatura (LTCs),
indicadas por edema do misculo liso ou fibras eldsticas; alteragdes de media temperatura

(MTCs), incluindo a fuslo ou vacuolizagiio das fibras eldsticas; aiteragbes de alta temperatura (HTCs),
incluindo carbonizaglio do tecido e alteragbes de muito alta temperatura (VHTCs), caractenzada pela perda
de tecido.

Trée pontos de medigio serlio escolhidos em cada segmento de veia submetida a termoablaglio, o primeiro
ponto vai ser fixado no centro da veia seccionada e 0 segundo e tercairo pontos equidistantes nas bordas
em ambos os lados. As médias dos valores medidos serfio calculados a partir dos trée pontos nos vasos
irradiados.

Andlise de vanifncia & 0 mé&odo de Tuksy serlio utilizados para comparar a relagio de encolhimento entre
os diferentas niveis de poténcia & velocidades de trago da fibra em cada ambients, e o teste t de Student
serd utlizado para comparar a relagio ds sncolhimento entre os dois compnmentos de onda.

Os célculos estatisticos viio ser realizados na planilha eletrénica (Microsoft Excsl 2011).

Objstivo da Pesquiza:

Avaliar as ateragbes histolégicas da veia safena magna submstida a termoablagiio com lassr em modslo ex
vivo, utilizando diferentes comprimentos

de onda, poténcias, velocidades de tragiio e tipos de fibras.

Avaliagao dos Rizcos e Beneficios:

Os resultados desse estudo ajudarfio para que aumentsm os conhecmentos sobre os importantss fatores
que influsnciam nos par@metros utilizado no procadimento de termoablagio com o laser endovenoso,
melhorando desta forma os resultados dos pacientes tratados por esta técnica

A simples doagdio voluntéria da veia safena magna que vai ser retirada devido ao problema de varizes, niio
acamretard em nenhum dano, considerando também que ela serd avaliada postenorments em laboratbrio e
que rotineiraments seria descartada apds a cirurgia.

A colsta de sangus (20 mi) nao oferecs Nscos previsiveis.
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Comentarios & Consideragoes sobre a Pesquisa:

O protocolo possui estrutura adequada as resolugbes da CNS 466/12, contém todos os documentos
exigidos, a organizagiio dos documentos & adequada em sua seqléncia e apresantagdo, foi fornecida copia
digital de todos os documentos que permita copiaricolar.

A Folha de Rosto foi preenchida comretaments,

O projeto, possui exaqibilidade na proposta, clareza dos objstivos, a compatibilidade entre objstives
resultados esperados, a fundamentaglio tebrica @ metodolégica, a descrigho dos procedimentos que seriio
realizados, a apresentagiio de beneficios e riscos, a presenga de retorno de beneficios para o sujeito e a
comunidade.

A tabela para coleta de dados, & bem estruturada e possui clareza que vai garantir a colsta adequada
dos dados.

O Cronograma de Execuglio, tem prazos para cada fase adegquados & evoluglio @ cumprimento do
projeto.

O Orgamento & adequado para suprnr as necessidades financeiras do projeto.

O TCLE apresenta-se em conformidade &s resolugdes CNS 196/96 e CONEP 251/87, contendo as
informagdes necessérias & utiizando-se de linguagem adequada para o bom entendimento por pare de
qualquer nivel sbcio-cultural que os pacientes possam apressentar.

A instituigho Sociedads Hopitalar Angslina Caron onde seré realizado o projeto, estd comprometida
com o projsto e tem capacidade em exscuti-lo.

Congideragoes sobre o2 Termos de apresentagao obrigatoria:

Carta datada de 18 de maio de 2015, encaminhando ao CEP para andlise os saguintes documentos:
- Folha de rosto

- Projeto de pesquisa em poruguée

- Termo de Consentimanto Livre e Esclarecido ( TCLE )

- Curniculum Vitae dos pesquisadorss e identificagiio na Plataforma Lattes

- Instrumento para colsta de dados

- Cronograma de sxscugio

- Orgamento

- Cépia digital que permita “copiar/colar” de todos os documentos

- Declaragio do orientador afirmando ter kdo e revisado todo o protocolo & assumindo a co-responsabiidade
pela documentagiio em sua forma e conta(do.
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Recomendagoes:

Diants do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Angelina Caron — CEP-HAC, de acordo com
as atribuighes definidas na Resoluglio CNS 466/12, manifesta-se pela APROVAGAO com recomendagdes
do projeto de pesquisa. "ANALISE HISTOLOGICA DA VEIA SAFENA MAGNA SUBMETIDA A
TERMOABLAGAO COM LASER EM MODELO EX VIVO, UTILIZANDO DIFERENTES COMPRIMENTOS
DE ONDA, POTENCIAS, VELOCIDADES DE TRAGAO E TIPOS DE FIBRAS", nos termos em que estd
proposto.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Nio foram detectadas falhas metodolégicas ou éticas, nio havendo, portanto, pendéncias no referido
projeto.

Porém recomendamos que ndlo se utiize de frases como "Os resultados desse estudo ajudariio para que
aumentam os conhecimentos sobre os importantes fatores que influenciam nos parimetros utilizado no
procadimento de termoablagio com o laser endovenoso, melhorando desta forma os resuitados dos
pacientss tratados por esta técnica.” Pois como se trata de um estudo que ainda nio foi realizado, ndo &
possivel promster como resultado 0 aumento de conhecimento em relagio ao tema proposto.

Situagio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagiao da CONEP:

Nio
Consideragoes Finais a critério do CEP:

CAMPINA GRANDE DO SUL, 01 de Junho de 2015

Assinado por:
Fabio Okipney
(Coordenador)
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TERMO DE ENTIM IN LIVRE E ESCLARE

Titulo do Projeto: ANALISE HISTOLOGICA DA VEIA SAFENA MAGNA
SUBMETIDA A TERMOABLACAO COM LASER EM MODELO EX VIVO,
UTILIZANDO DIFERENTES COMPRIMENTOS DE ONDA, POTENCIAS,
VELOCIDADES DE TRAGAO E TIPOS DE FIBRAS.

Investigador: Walter Junior Boim de Araujo

Local da Pesquisa: Hospital Angelina Caron

Enderego e telefone: Rodovia do Caqui, 1150 - Recanto Verde, Aracatuba,
Campina Grande do Sul - PR, 83430-000 (41) 3679-8100

PR DA INFORMA PACIENTE E MENTO DE
CONSENTIMENTO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa, coordenada
por um profissional de saide agora denominado pesquisador. Para poder
participar, é necessario que vocd lela este documento com atencgdo. Ele pode
conter palavras que vocé ndo entende. Por favor, peca aocs responsaveis pelo
estudo para explicar qualquer palavra ou procedimento que vocé ndo entenda
claramente.

O propdsito deste documento é dar a vocd as informagdes sobre a
pesquisa e, se assinado, dard a sua permissdo para participar no estudo. O
documento descreve o objetivo, procedimentos, beneficios e eventuais riscos ou
desconfortos caso queira participar. Vocd s6 deve participar do estudo se voch
quiser. Vocé pode se recusar a participar ou se retirar deste estudo a qualquer

momento.

Versao data 1
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INTRODUCAO

Varizes sio velas dilatadas, tortuosas e alongadas, que apresentam
refluxo (sangue no sentido contrario) causando aumento de pressdo
progressiva, de carater cronico, provocando sinais e sintomas a médio e longo
prazo, que podem ser de grau leve no inicio, como dor e inchago nas pemas,
assim como de grau acentuado posteriormente, como Uulceras e trombose
venosa.

O laser é uma espécie de luz muito especifica com capacidade muito
seletiva de emitir energia térmica e, desde a sua descoberta na década de 60,
tem sido empregado no tratamento de varias afecgdes.

Diversos estudos clinicos usando modelos matematicos foram realizados
na tentativa de descobrir a energia e o comprimento de onda ideal do Laser
Endovenoso para melhorar as taxas de oclusdo (fechamento) da vela safena
magna varicosa.

O presente estudo pretende responder a seguinte questdo: Quais as
alteragdes histologicas encontradas nas velas safenas magnas submetidas a
termoablagio com laser em modelo ex vivo (em laboratério) utilizando diferentes
comprimentos de onda, poténcias e velocidades de trag3o da fibra.
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PR! O DO ESTUDO
Avaliar as alteragbes histologicas da veia safena magna submetida a
termoablacio com laser em modelo ex vivo, utilizando diferentes comprimentos
de onda, poténcias e velocidades de tragdo da fibra.
SELECAO
4 Critérios de Inclusdo:
© Pacientes entre 18 e 70 anos de ambos 0s sexos;
© Paclentes submetidos previamente ao exame de ecodoppler vascular
com indicagdo de safenectomia através da técnica de fleboextragdo
por eversao, cujas medidas de didmetros da veia safena magna esto
compreendidas entre 3 mm e 10 mm
© Concordarem em participar do estudo e assinaram o termo de
consentimento.
4 Critérios de Exclusao:
e Pacientes cujos diadmetros pré-operatérios da vela safena magna sado
menores que 3 mm e/ou mailores que 10 mm
©  Nao concordarem em participar do estudo e/ou ndo assinaram o termo

de consentimento.

73



PROCEDIMENTOS
Tire suas davidas referentes a sua participagio voluntaria nesse estudo:

1. Como & o ftratamento cirirgico convencional de retirada da Safena
(Safenectomia)?

Durante um procedimento de cirurgia de varizes convencional
(Safenectomia), o drurgido faz uma incisdo (corte) na virilha e no tomozelo ou
joelho e utiizando um instrumental cirGrgico conhecido como fleboextrator puxa

@ retira a vela de sua pema.

2. Quem serd responsavel pela indicacao e realizagdo da minha cirurgia?
Vocé serad submetido(a) ao tratamento cirdrgico convencional de varizes
conforme proposto e indicado pelo seu cirurgido vascular responsavel pelo seu

3. Onde ser4 realizada a minha cirurgia?
Serd em ambiente hospitalar, no Hospital Angelina Caron, situado na
Rodovia do Caqui, 1150, Bairro Aragatuba, Campina Grande do Sul - PR.
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4. O que vai ser feito com a veia safena retirada do meu corpo?

Geralmente quando um paciente tem indicagdo cirirgica e é submetido a
safenectomia (retirada da veia safena) essa vela é descartada apds a drurgia.
Nesse estudo a veia safena que sera retirada de vocé devido ao problema de
varizes e que seria descartada de rolina, serd preparada para posterior

utilizagdo em um experimento em laboratério chamado de termoablagdo com
laser endovenoso.

5. Existem riscos potenciais efou complicagbes assocladas ao meu
procedimento de doagdo de sangue (20 ml)?

A coleta de sangue (20 mi) ndo oferece riscos previsiveis. A permissio
para a coleta de sangue & voluntaria e consentida e sera garantido o direito de

recusar-se ao procedimento, sem qualquer prejuizo profissional ou pessoal.

6. O que vai ser feito com o sangue retirado do meu corpo?

Nesse estudo o sangue que sera doado por vocé (20 ml) sera preparado
e utilizado em um experimento em laboratério chamado de termoablagdo com
laser endovenoso.

7. O que se pretende analisar com essa pesquisa?

O objetivo é avaliar em laboratério, as alteragbes histologicas do tecido
da vela safena retirada de seu corpo, utilizando diferentes comprimentos de
onda, poténcias e velocidade de tragdo da fibra do laser.

Versdo data 5
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8. Existem riscos potenciais efou complicagbes assocladas ao meu
procedimento?

Como acontece com qualquer intervengao médica, potenciais riscos e
complicagbes também existem e nesse caso a indicagdo de sua cirurgia e o
préprio ato cirirgico serdo de responsabilidade do Cirurgido Vascular
responsavel pela sua dirurgia.

A simples doagdo voluntaria da veia safena magna que vai ser retirada do
seu corpo devido ao problema de varizes, ndo acarretara em nenhum dano para
vocé, considerando também que ela serd avaliada posteriormente em laboratério
@ que rotineiramente seria descartada apdés a cirurgia.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA:
Sua decisdo em participar deste estudo é voluntaria. Vocé pode decidir

ndo participar no estudo. Uma vez que vocé decidiu participar do estudo, vocd
pode retirar seu consentimento e participacgio a qualquer momento. Se vocé
decidir ndo continuar no estudo e retirar sua participacdo, vocd ndo perdera
qualquer beneficio ao qual vocé tem direito.

CUSTOS
N3o haverd nenhum custo a vocd relacionado diretamente aos

procedimentos cirirgicos previstos no estudo.
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PA PELA PARTICIP.

Sua participacdo é voluntiria, portanto vocd ndo serd pago por sua
participagio neste estudo.

PERMI PARA REVI DE REGI ONFIDE E E
ACESSO AOS REGISTROS:

O Investigador responsavel pelo estudo e equipe ird coletar informagdes
sobre vocé. Em todos esses registros um codigo substituird seu nome. Todos os
dados coletados serdo mantidos de forma confidencial. Os dados coletados
serdo usados para a avaliagdo do estudo, membros das Autoridades de Saulde
ou do Comité de Etica, podem revisar os dados fornecidos. Os dados também
podem ser usados em publicagbes cientificas sobre o assunto pesquisado.
Porém, sua identidade ndo sera revelada em qualquer circunstanda.

Vocé tem direito de acesso aos seus dados. Vocd pode discutir esta
questio mais adiante com seu médico do estudo.

CONTATO PARA PERGUNTAS

Se vocé ou seus parentes tiver (em) alguma divida com relagdo ao
estudo, direitos do paciente, ou no caso de danos relacionados ao estudo, vocé
deve contatar o Investigador do estudo Dr. Walter Junior Boim de Araujo ou sua
equipe; Celular: (41) 9946-2670. Se vocé tiver davidas sobre seus direitos como
um paciente de pesquisa, vocd pode contatar Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos (CEP) do Hospital Angelina Caron, pelo telefone: 3679-8100. O

Versao data 7
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CEP trata-se de um grupo de individuos com conhecimento cientificos e ndo
clentificos que realizam a revisdio ética inicial e continuada do estudo de
pesquisa para manté-lo seguro e proteger seus direitos.
DECLARACAO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE:

Eu | e discuti com o investigador responsavel pelo presente estudo os
detalhes descritos neste documento. Entendo que eu sou livre para aceltar ou
recusar, @ que eu posso interromper minha participacdo a qualquer momento
sem dar uma razdo. Eu concordo que os dados coletados para o estudo sejam
usados para o propésito acima descrito

Eu entendi a informagio apresentada neste termo de consentimento. Eu
tive a oportunidade para fazer perguntas e todas as minhas perguntas foram
respondidas.

Eu receberel uma cOpia assinada e datada deste Documento de
Consentimento Informado.

NOME DO PACIENTE ASSINATURA DATA

NOME DO INVESTIGADOR ASSINATURA DATA
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