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1° Genérico de Micofenolato Mofetil

* Seguranca e eficacia clinica
* Presente nos maiores hospitais do pais
* Garante aos pacientes maior acesso ao tratamento

* Estudos de bioequivaléncia e biodisponibilidade.
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EDITORIAL

JBT - J Bras Transpl, Sdo Paulo. V.9, n.2, p. 509-552, abr/jun 2006

Iransplante de figado — Angustia da espera ao sucesso pos-operatorio

Desde a implantacéo do Sistema Nacional de Transplantes
(SNT), o Brasil se transformou em exemplo de organizacéo
nesta area, no que se refere aos principios que norteiam o
Sistema Unico de Satde — SUS -, a equidade, a integralidade
e a universalidade. Atualmente, a transparéncia do sistema na
alocacdo de 6rgéos e a “administracdo da fila”, demonstram
a maturidade atingida pela comunidade transplantadora e
agéncias reguladoras.

Paradoxalmente, a oferta de enxertos de doadores falecidos
para o sistema parece ter estagnado ou mesmo regredido,
muitas vezes ndo se identificando perspectivas reais de
melhora, talvez reflexo direto do atendimento da satde em
servicos de emergéncia do Pais.

Especificamente ao transplante de figado, esta desproporcao
entre nimero de candidatos e de transplantes se acentua,
uma vez que a indicagéo desta alternativa terapéutica vem
sendo ampliada e assim, se tornou vitima de seu proprio
sucesso. Podemos observar na literatura indices altos de
sobrevivéncia apés o transplante de figado, superiores a
80% em cinco anos, levando a anélises de resultados a longo
prazo, incluindo o aparecimento de doengas cronicas. Como
exemplo, em nosso meio, saltamos de 215 transplantes de
figado com enxertos de doadores falecidos em 1997 para
815 em 2006. Mesmo assim, face a demanda necessaria,
acreditamos que a mortalidade em lista de espera ainda se
encontre em patamares elevados e preocupantes. Algumas
alternativas a escassez de enxertos hepaticos vém sendo
utilizadas, entre elas a modalidade do transplante inter-
vivos, e figados divididos (split-liver), todavia incapazes de
equilibrar esta equacao.

Tradicionalmente, os trabalhos publicados que descrevem
casuisticas de servicos de transplante, mencionam seus nd-
meros de cirurgias e seus indices de sobrevivéncia ou com-
plicacBes, esquecendo, rotineiramente, aqueles individuos
que padeceram em listas de espera e que ndo obtiveram a
chance de concorrer a tais periodos pds-operatorios, fale-
cendo por falta de doadores.

Nesta edi¢do do JBT, além de encontrarmos um artigo de
Godoy e cols. fazendo referéncia ao “mito de Prometeu” e,
instigando o leitor a imaginar algumas das possibilidades
atuais e futuras do mecanismo da regeneracdo hepatica
como beneficio aos pacientes em lista de espera, podemos
encontrar a descricdo, mesmo que incipiente, de Boin e cols.
sobre o aparecimento de neoplasias “de novo” neste grupo

de transplantados. Isto demonstra a viséo de longevidade dos
pacientes submetidos ao transplante de figado, bem como
a problematica envolvida aos pacientes que aguardam pelo
procedimento.

De forma mais evidente de que estas preocupacdes tém sua
importancia destacada, podemos dividir com Brasil e cols.
a angustia na perda de 101 pacientes em lista de espera no
Ceara, nos ultimos dois anos; metade do tempo que levaram
para realizar 154 transplantes em 143 pacientes. Mais evi-
dente ainda é a analise dos 46 pacientes deste grupo de 101
que ndo ultrapassaram 180 dias de vida em lista de espera,
com média de 48 anos de idade no momento de suas mor-
tes. A preocupacdo clara e legitima dos autores se refere a
incapacidade de se encontrar uma metodologia perfeita para
se definir a quem e quando destinar o enxerto disponivel,
mostrando e discutindo provaveis distor¢des do método do
MELD (model for end-stage liver disease).

Neste momento, sabemos que a distribuicdo dos enxertos
hepaticos mediante o critério exclusivamente cronoldgico
de inclusdo em lista teve sua importancia, transformando-se,
de forma clara, em regra injustica, substituido entéo, pelo
MELD, que aloca o enxerto para 0 paciente mais grave,
com base em férmula logaritmica e objetiva. Discute-se
ainda a influéncia do critério MELD sobre a mortalidade
em lista de espera, que deveria diminuir, bem como a pos-
sivel piora dos resultados de sobrevivéncia (pela gravidade
dos casos), embora a Secretaria de Estado da Satde de Séo
Paulo disponibilize dados que demonstram o contrario. Vale
aproveitar este editorial para lembra-los de que o MELD ndo
é a solucdo definitiva, mas sim uma evolugdo no critério de
alocacdo de enxertos hepaticos para transplante de figado.
Todavia, se as autoridades responsaveis pela transplantagdo
brasileira ndo voltarem seus olhos para a melhoria nos indi-
ces de notificacdo, doacgdo e captacdo de 6rgdos, poderemos
implementar 0 mais moderno dos métodos de distribuicdo
de enxertos que o mundo desenvolvido nos ensinar, mas
continuaremos convivendo com a tristeza de ver, embaixo
dos nossos olhos, morrerem pessoas com chance real de
sobrevivéncia, lembrando o ditado que diz: “quando falta
pdo, todos gritam e ninguém tem razao”.

Ben-Hur Ferraz-Neto
Editor convidado

Coordenador do Programa de Transplante de Orgéos do Hospital Israelita Albert Einstein
Professor Titular do Departamento de Cirurgia da PUC-SP
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HYPERTENSION, METABOLIC DERANGEMENTS AND RENAL DYSFUNCTION IN
RENAL TRANSPLANT PATIENTS USING CYCLOSPORINE OR TACROLIMUS

Alteracbes metabdlicas, hipertenséo arterial e funcdo renal em transplantados renais com o uso de
Tacrolimo ou Ciclosporina

Luiz Estevam lanhez, David José de Barros Machado

ABSTRACT

Purpose: To assess metabolical and hypertension adverse events and renal function outcomes in patients with renal transplant receiving
neoral cyclosporin or tacrolimus in an outpatient service in Brazil. Methods: All consecutive patients with renal transplant performed at
Hospital Alem&o Oswaldo Cruz between March 2000 and December 2003 were enrolled. Patients were divided in groups | with 24 patients
taking tacrolimus and Il with 23 patients taking neoral cyclosporin. It was compared their metabolical and hypertension adverse events
and renal function outcomes. Results: Both groups presented comparable outcomes at baseline related to age, gender, race, end-stage renal
disease and weight. Serum total cholesterol (186.6 + 42 x 244.1 + 48.1 p= 0.002; mg/dl), low-density lipoprotein (LDL) cholesterol (98.01
+23.3x153.2 £ 41.5 p=0.011; mg/dl) and triglyceride (181.2 + 91.1 x 292.5 + 258.1 — p= 0.012; mg/dl) were significantly lower in patients
receiving tacrolimus than those on cyclosporin. The antihyperlipidaemic medication to control lipid levels required by the cyclosporin
group was strongly greater (70 vs 26%, p=0.04). Significantly more patients on cyclosporin than on tacrolimus presented hypertension (60
vs17%, p=0.009). Post-transplant diabetes mellitus frequency showed no difference between groups (24.1 vs 16.6%). The serum creatinine
level at the third month of tacrolimus treated patients was significantly lower than the cyclosporin treated patients (1.15 0.21vs 1.40 0.38;
p=0,009). Conclusion: Patients receiving maintenance immunosuppression with tacrolimus as opposed to ciclosporin present better renal
function and reduced cardiovascular risk factors.

Keywords: Cyclosporine, Tacrolimus, Dyslipidaemias, Hypertension, Diabetes Mellitus.

INTRODUCTION

Tacrolimus is the last calcineurin inhibitor approved for
clinical use to prevent acute rejection against renal allograft.
Comparison studies of calcineurin inhibitors as cornerstone
immunosuppressants in renal transplantation have demonstrated
that tacrolimus consistently reduces acute rejection rates and,
in some studies, it also improves long-term renal outcome
compared to cyclosporin A (CsA).

Also, it has shown to be superior to cyclosporin with lesser
nephrotoxicity, lesser cardiovascular adverse events (less
Instituigao: hypertensive effect and less hypercholesterolaemia) although
it increases the risk of post-transplant diabetes mellitus
(PTDM) 1234

The two leading causes for the late renal allograft loss are
chronic allograft nephropathy and death with a functioning
graft4, which are determined by previously enlisted factors,
including acute and chronic rejection, renal function and

Servigo de Transplante Renal do Hospital Alemao Oswaldo Cruz, Sdo Paulo — SP

Correspondéncia:
Luiz Estevam lanhez
Rua Jodo Julido, 331

CEP 01323-903 — Sdo Paulo - SP - Brasil cardiovascular risk factors. Therefore, the use of tacrolimo
Fone: (11) 3549-0000 can extend renal survival. 234
E-mail: leianhez@aol.com Our purpose was to evaluate metabolical and hypertension

adverse events and renal function outcomes in patients with
renal transplant receiving neoral cyclosporin or tacrolimus in
Recebido em: 24.01.2006 Aceito em: 20.04.2006 an outpatient service in Brazil.

JBT J Bras Transpl. 2006; 9:517-521
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METHODS

All consecutive renal transplant patients followed in an outpatient
service by the main author were enrolled. The renal transplantations
were performed at Hospital Aleméao Oswaldo Cruz between March
2000 and December 2003. Patients were divided in two groups,
according to the imunossupressor: groups: I, 24 patients taking
tacrolimus, and 1, 23 patients taking neoral cyclosporin.

It was an open-label, prospective, parallel-group study designed
to evaluate either tacrolimus (Prograf®) or cyclosporin-ME
immunosuppressive therapy. Patients received adjunctive
medication consisting of mycophenolate mofetil (MMF;
CellCept®) and corticosteroids.

Therapy with calcineurin inhibitors started orally 5 days
before transplantation with live donor and immediately before
transplantation with deceased donor. The initial dose of tacrolimus
was 0.2 mg/kg twice/day with subsequent dosage adjustments
performed to achieve whole-blood trough levels of 10-15 ng/ml
in the first month, and 5-10 ng/ml thereafter. Neoral cyclosporin
was administered at an initial daily dose of 8 mg/kg in two divided
doses adjusted to maintain whole-blood trough levels between 250
and 350 ng/ml, and 2-hour level at about 1400 ng/ml in the first
month, and whole-blood trough levels between 150 and 200 ng/ml
and 2-hour level between 800 and 1200 ng/ml thereafter. Trough
blood concentrations were measured by IMx Tacrolimo 11 assay
for tacrolimus and monoclonal antibody assay for cyclosporin.

MMF was administered at an initial dose of 2g/day, and
azathioprine was given at an initial dose of 2 mg/kg, with
subsequent dosage adjustments based on tolerability and
adverse effects.

Metilprednisolone (500 mg) was intravenously given immediately
before transplantation, and prednisone started at 1 mg/kg in the
2nd postoperative day and tapered until 0.1mg/kg at the end of
the second month.

In the third month after transplantation, the total serum
cholesterol, high-density lipoprotein (HDL) cholesterol,
low-density lipoprotein (LDL) cholesterol; triglyceride and
homocysteine levels were recorded. Patients were weekly
evaluated in the first two post-transplantation months, with
creatinine and calcineurin inhibitor serum levels measured the
day before the medical visit. Glucose and urinalysis were done
every two-weeks or as necessary. Arterial pressure and weight
were recorded in all medical visits.

The study was undertaken in accordance with the Declaration
of Helsinki. Informed consent was obtained from all
participants.

[Chi]2 and Fisher's exact tests were used to compare categorical
variables. The Mann-Whitney U-test and “t test” were used to
compare continuous variables. For all statistical tests, P-values
of <0.05 were considered statistically significant. Mean values
are given with SDs.

RESULTS

Both groups were comparable at the baseline as to age, gender,
race, end-stage renal disease, and weight. Demographic data are
summarized in Table I.

By the third month, patients enrolled had immunosupressive
regimen compared the donor type. It was found no differences
between both groups’ doses data (Table I1), except as to the MMF
doses which were smaller in group I.

JBT J Bras Transpl. 2006;9:517-521

Table I: Demographic data

Group 1 Group Il p
Tacrolimus Heoral Cyclosporine
n ‘ 24 23
Age (years) ‘ 4.8 H143 49.6 110.2 NS
M 16 20
Gender HS
F ] 3
White Fa | 22
Yellow 1 1
Race HS
Afro 2 L]
Braalian
BHH 3 T
DM 3 5
E nd-stage
ADPKED T 4 HS
renal disease
CGn T 4
ESRDu 4 3
Weigh (Kg) 714 #1545 791114 HS

BHN - begin hypertensive nephrosclerosis; DM - diabetes mellitus
nephropathy; ADPKD - autosomal dominant polycystic kidney disease;
CGn - Chronic glomerolophritis; ESRDue - end-stage renal disease of
unknown etiology.

Table IlI- Immunosupressive regimen by the donor type and differences
between the two groups doses data.

Group | Group Il [

up 15 14 NS
Donar =n] 7 8
DD 2 1

AZA, g 0 NS
Drugs hMF 19 1
without AZA or MMF il 2

| Prednisore mghkg 011 0.1 NS

Doses MMF mofkg 192+ 49 219+ 432 0,04

AZA mokg 1.7+ 029 1.7+ 05 NS

UD - Unrealated donor; RD - Related donor; DD - Deceased donor; AZA
- Azathioprine; MMF - Mycophenolate Mofetil.

Mean doses and whole-blood trough levels of tacrolimus and
cyclosporin at third month are shown in Table 111. No patients
required any change in their immunosuppressive therapy.
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Table Ill - Mean doses and whole-blood trough levels of tacrolimus and
cyclosporin

Tacrelimus Neoral Cyclospeorin

Doses (muoikg) 0.10 + 0.05 3.02+0.56
Range (mgidl) 0.03 - 0.17 1.8 - 4.0
Serum Levell (ng/ml) 7.6 +2.7 173.7T + 25 .4
Range (ng/ml) 3 -11 94 -264

Serum lipid levels and homocysteinaemia are presented in
Figure I. Total serum cholesterol, low-density lipoprotein (LDL)
cholesterol and triglyceride were significantly lower in patients
receiving tacrolimus than those on cyclosporin. There were no
differences in HDL cholesterol levels between groups.

Figure | - Serum lipid levels and homocysteinaemia. Serum total
cholesterol, low-density lipoprotein (LDL) cholesterol and triglyceride were
significantly lower in patients receiving tacrolimus than those

on cyclosporin.
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Frequency of patients with lipid disturbances as to I11 Diretrizes
Brasileiras sobre Dislipidemia da Sociedade Brasileira de
Cardiologia categorized as total serum cholesterol > 200 mg/
dl, LDL cholesterol > 100 mg/dl, HDL cholesterol < 40 mg/dl
and triglyceride > 150 mg/dl are presented in Figure Il. Fewer
than 1/3 of tacrolimus treated patients and greater than 2/3
of cyclosporin treated patients had lipid disturbances and the
antihyperlipidaemic medication to control lipid levels required
by the cyclosporin group was strongly greater.

Figure Il - Frequency of patients with lipid disturbances according to
the Il Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemia da Sociedade Brasileira
de Cardiologia. Data are categorized as serum total cholesterol > 200
mg/dl, LDL cholesterol > 100 mg/dl, HDL cholesterol < 40 mg/dl e
triglyceride > 150 mg/dl.
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Frequency of patients presenting hypertension and post-
transplant diabetes mellitus are shown in Figure 111. Significantly
more patients on cyclosporin than on tacrolimus presented
hypertension.

Figure Ill - Frequency of patients presenting hypertension and post-
transplant diabetes mellitus.

p=0.009
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60%
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0% T :
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The serum creatinine level at the third month of tacrolimus
patients was significantly lower than the cyclosporin patients
(1.15+£0.21 vs 1.40+0.38; p=0,009). Allograft rejection incidence
was not different between groups (20%); there was no early graft
loss. All PTDM cases were treated with oral hypoglycemic drugs;
there were no need of using insulin. Post-transplant diabetes
mellitus in tacrolimus patients were diagnosed in 4 patients in
the first month and in 1 patient at the 2nd month. Patients on
cyclosporin presented PTDM at the 1st, 3rd, 15th and 36th month.
Two PTDM cases on tacrolimus were transient.

DISCUSSION

Data from multicentric and from the author’s studies had already
proved that tacrolimus is more efficient than cyclosporin to reduce
rejection crises and in preservating the renal function1-3. In this
study, although enrolling a small number of patients followed by
the main author, it was confirmed other advantages of tacrolimus
previously reported in the international literature*-".

Attaining long-term graft survival and optimal patient health are
ultimate clinical goals in renal transplantation. Many factors have
negative impact on long term transplant outcomes, including graft
rejection, renal dysfunction and increased cardiovascular burden.
Glucose metabolism disturbance, also a cardiovascular risk
factor, influences the morbidity and mortality. As such, careful
consideration on the immunosuppressive strategy and its impact
on these factors is critical to optimize outcomes.

Significant improvements in short-term graft survival have
been attained over the last decade, in part due to more effective
immunosuppressive regimens with the induction therapy and
the newer maintenance drugs, such as the calcineurin inhibitor
tacrolimus, but also as a result of a better understanding of
monitoring drug levels and risk factors that impact graft survival.
Acute rejection incidence is reducing, and chronic allograft
nephropathy and death with a functioning graft are the two leading
causes of late renal allograft loss.> 89

As we are engrafting older patients, cardiovascular disturbances
seems to be the most important cause of the late renal allograft loss
or death with a functioning renal allograft. So, it must be selected
drugs with lesser cardiovascular and metabolic adverse events to
reduce the cardiovascular burden and enhance patient survival.

JBT J Bras Transpl. 2006; 9:517-521
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Hyperlipidaemia, hypertension, advanced age, compromised renal
function are known factors that intervene to the renal transplant
patients’ survivall0. In the present Brazilian study, it was clearly
shown that the interference of tacrolimus in the lipid metabolism of
renal transplant patients were lower than the cyclosporin’s, as the
serum cholesterol, LDL cholesterol and triglycerides levels had been
significantly lower in patients receiving tacrolimus. Nevertheless,
the percentage of patients with tacrolimus that needed statins was
significantly lower than that of cyclosporin treated patients.

A Dutch crossover study evaluating 17 renal transplant patients
with more than one year follow-up to which the neoral cyclosporin
was substituted by tacrolimus in the 0.2 mg/kg dose per day per
4 weeks and repeated measurements of serum cholesterol level,
HDL cholesterol, LDL cholesterol, triglycerides were done at the
beggining of tacrolimus, after 4 weeks on tacrolimus and after 4
weeks on a new use of the same dose of cyclosporin, showed that
during the use of tacrolimus there was a significant reduction in
the cholesterol and LDL cholesterol levels®.

The lower levels of lipids and minor need of statins in patients
receiving tacrolimus bring in consequences lower cardiovascular
risk and lesser cost for the maintenance of the patients.

Notorious is the maleficent influence of the arterial hypertension
in renal transplant patient and allograft survival'.

We found that only 17% of patients on tacrolimus had
hypertension against 60% receiving cyclosporin certifies
the lower hypertensive effect of tacrolimus compared to
cyclosporin. Such data was well-demonstrated in the Dutch
study by ambulatory blood pressure monitoring, in which
steady patients on cyclosporin moved to tacrolimus.®

The most important metabolic derangement imputed to tacrolimus
is the higher incidence of diabetes mellitus. PTDM etiology
is diverse. For better understand the PTDM causes, a review
of the subject 12 is suggested as it is out of the scope of this
article. Briefly, attention should be paid to the age, race, history
of diabetes, index of corporal mass, dose of corticosteroids, use
of high doses of metylprednisolone, cytomegalovirus infection,
cyclosporin and tacrolimus use.

Surprisingly, PTDM developed in 16.6% of patients on cyclosporin
and in 24% of patients under tacrolimus in our casuistic. Many U.S.
and European centers reported the incidence of PTDM in renal
transplant patients which ranged from 4.8% to 9.8% using cyclosporin
and from 6.5 to 18.5% using tacrolimus®® 151 It must be observed
that the tacrolimus levels we used were lower than previously

considered the normal range for clinical use minimizing the risk.

It was shown data on the beginning of the PTDM comparable to the
literature: tacrolimus treated patients” PTDM occured soon after
the transplant (2.1months) unlike the beginning of the PTDM for
cyclosporin treated, which was later (27.0 months) in the Romagnoli
etal. study16. Our patients under tacrolimus developed PTDM in the
first 2 months of therapy, and patients using cyclosporin presented
PTDM more often after the third month.

As to the glucose metabolism, the only significant difference
between patients receiving tacrolimus and those receiving
cyclosporin is related to the pancreatic secretion capacity at the
3rd after-transplantation week, when the increment of C-peptide
secretion is 57% lower, and the increment of insulin secretion is
48% lower in patients receiving tacrolimus. In both groups, from
week 3 to month 6, there was a tendency toward an increasing
insulin sensitivity index, despite a significant increase in fasting
glucose and insulin resistance calculated by homeostasis model
assessment. After month 6, there were no significant changes in
any of the parameters of the glucose metabolism, indicating that
long-term use of either tacrolimus or cyclosporin does not cause
chronic, cumulative pancreatic toxicity*. Curiously, the incidence
of PTDM seems to be higher in hepatits C patients receiving
tacrolimus> Y. So far, it can be concluded that the diabetogenic
effect of tacrolimus is not of great concern, and it can be managed
by reducing the dose of tacrolimus, early corticosteroid withdrawal
and avoiding it in hepatits C patients®®,.

Hyperhomocysteinaemia was not seen under the use of tacrolimus
compared to cycloprin, as previously reported®® 2°,

The lower serum creatinine levels at the third month observed in
patients receiving tacrolimus compared to cyclosporin with the
same doses of azathioprine, MMF and prednisone, suggest that
tacrolimus is a better imunossupressor to prevent subclinial acute
rejection and is also less nephrotoxic? 22,

CONCLUSION

Tacrolimus is the cornerstone immunosuppressant of choice
for renal transplantation. Patients receiving maintenance
immunosuppression with tacrolimus as opposed to ciclosporin
have better renal function and reduced cardiovascular risk factors.
Together, these findings may ge translated to improved long-term
transplant outcomes with tacrolimus, as already g documented
by record of analysis.

RESUMO

Objetivo: Avaliar os eventos metabdlicos adversos de hipertensédo arterial e o resultado da funcédo renal de pacientes transplantados
renais recebendo ciclosporina neoral ou tacrolimo em um servigo ambulatorial no Brasil. Métodos: Todos pacientes consecutivos com
transplante renal realizado no Hospital Alemdo Oswaldo Cruz entre mar¢o/2000 e dezembro/2003 foram englobados neste estudo.
Dividimos os pacientes em grupos | (24 pacientes tomando tacrolimo) e 11 (23 pacientes tomando ciclosporina neoral). Comparamos
o0s eventos metabdlicos adversos de hipertensdo arterial e o resultado da fungdo renal. Resultados: Os dois grupos eram comparaveis
no inicio do estudo referente a idade, sexo, raga, doenca renal primaria e peso. Os niveis de colesterol total (186,6+42 x 244,1+48,1
p=0,002; mg/dl), LDL (98,01+£23,3 x 153,2+41,5 p=0,011; mg/dl) e triglicérides (181,2+91,1 x 292,5+258,1 — p= 0,012; mg/dl) foram
significativamente menores no grupo tacrolimo do que no grupo ciclosporina. A necessidade do uso de hipolipemiantes foi maior no
grupo da ciclosporina (70 vs 26%, p=0,04). Mais pacientes usando ciclosporina apresentaram hipertensao arterial (60 vs17%, p=
0,009). A freqiiéncia de diabetes mellitus ndo foi diferente entre os dois grupos (24,1 vs 16,6%). O nivel sérico de creatinina no terceiro
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més nos pacientes usando tacrolimo foi significativamente menor do que em pacientes tomando ciclosporina (1,15 vs 1,4 - p=0,009;
mg/dl). Concluséo: Pacientes recebendo imunossupressdo de manutencédo com tacrolimo, comparados com os que usam ciclosporina

tém melhor funcéo renal e menos fatores de risco cardiovascular.

Descritores: Ciclosporina, Tacrolimo, Dislipidemias, Hipertensdo, Diabetes Mellitus.
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FATORES ASSOCIADOS A MORTALIDADE PRECOCE EM LISTA DE ESPERA DE
TRANSPLANTE HEPATICO EM PACIENTES COM PONTUACAO MELD BAIXA

Associated factors to the early death while on waiting list for liver transplantation
in patients with low MELD score

Ivelise Regina Canito Brasil, José Huygens Parente Garcia, Cyntia Ferreira Gomes Viana, Tarciso Daniel Santos Rocha, Jodo Batista
Marinho Vasconcelos, Paulo Ewerton Garcia Costa, Gustavo Rego Coelho, Dirk Scherren, Fernanda Paula Cavalcante, Clébia
Azevedo de Lima, Léda Fatima Rocha Miranda, Flavia Amanso Campos, Marineuza Monteiro Silva Lucena

RESUMO

Introducéo: O nimero de 6bitos em lista de espera de transplante hepatico € bastante elevado. No Brasil, foram realizados apenas 5,63
transplantes hepaticos/milhdo de habitantes em 2005. Com a recente implantagdo no Brasil do critério de gravidade através do MELD,
espera-se que haja reducdo da mortalidade em fila de espera. Objetivo: Analisar a relacdo entre os valores do MELD e a presenca de
hiponatremia ou ascite refrataria no momento da inclusdo em lista, dos pacientes que apresentaram 6bito precoce em lista de espera para
transplante hepatico. Método: Analise de 46 prontudrios de pacientes que faleceram em até seis meses em lista de espera para transplante
hepatico. Foram estudados idade, sexo, classificagdo MELD no momento da inclusdo em lista, sédio sérico, presenca de ascite refrataria e
tempo em lista até o ébito. Os pacientes foram divididos em dois grupos: grupo A com pacientes com MELD inicial > 16 e grupo B com
MELD inicial < 16. Os dois grupos foram comparados quanto a presenca de ascite e/ou hiponatremia. Resultados: Tempo médio de trés
meses até o obito. O total de pacientes nos grupos A e B foi respectivamente de 31 e 15. No grupo B, 93% dos pacientes apresentavam
hiponatremia e/ou ascite. N&o houve diferenca estatistica quanto a presenca de hiponatremia e/ou ascite refratéaria entre grupos. Concluséo:
A maioria dos pacientes com MELD <16 que evoluiram para 6bito precoce em lista apresentou hiponatremia e/ou ascite refrataria.

Descritores: Transplante de Figado; Listas de Espera; Alocacao de Recursos/ Métodos; Hiponatremia; Ascite.

INTRODUCAO

O primeiro transplante de figado no estado do Cearé foi realizado
em 18 de maio de 2002. Desde entdo, até janeiro de 2006, 0 servigo
de transplante de figado do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal do Cearé realizou 154 transplantes com doador falecido,
beneficiando um total de 143 pacientes listados primariamente
no estado ou oriundos dos diversos servicos credenciados pelo
Sistema Nacional de Transplantes (SNT) do Brasil. Atualmente,
Instituicdo: existem 166 pacientes em lista de espera por um 6rgdo no Ceara.
Centro de Transplante de Figado do Hospital Universitério Walter Cantidio da Universidade Apesar da realizagdo de um numero significativo de transplantes
Federal do Ceara —mais de 50 transplantes/ano — houve nos Gltimos dois anos 101
Obitos na lista de espera (Tabela 1).

Correspondéncia:

Dra. Ivelise Regina Canito Brasil Tabela 1. Distribuicdo dos Pacientes do Centro de Transplante de Figado

Centro de Transplante de Figado do Ceara do Ceara de maio/2002 a janeiro/2006

Rua Cap. Francisco Pedro, 1290 - Rodolfo Tedfilo

CEP 60.430-370 - Fortaleza - CE - Brasil PACIENTES Valor/porcentagem

Fone: (85) 3366.8235 / Fax: (85) 3366.8581 OBITOS EM LISTA 101 (23,45%)

E-mail: ivesbrasil@hotmail.com TRANSPLANTADOS 146 (35,4%)
ATUALMENTE EM LISTA 166 (40,1%)
TOTAL DE PACIENTES 413 (100%)

Recebido em: 01.03.2006 Aceito em: 25.05.2006
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Segundo o IBGE, a populacdo do estado do Ceara é de
aproximadamente 7.430.611 habitantes.! Considerando-se os estados
que ndo possuem servico de transplante hepéatico (Rio Grande do
Norte, Maranhao e Piaui, além de toda a Regido Norte), a populagédo
total coberta pelo servico do estado do Ceara aproxima-se de 30
milhdes de habitantes. A necessidade estimada de transplante
de figado apenas para pacientes oriundos do Ceara é de 150 por
ano, havendo, portanto, um déficit de 100 transplantes/ano. Esses
pacientes estdo provavelmente morrendo em lista de espera ou ndo
tém acesso a um servico especializado.

O niimero de 6bitos em lista de espera em todo 0 mundo € bastante
elevado, e este fato é ainda mais grave no Brasil. Em 2005 foram
realizados apenas 5,63 transplantes hepaticos/milh&o de habitantes
neste pais, 0 que esta muito abaixo da necessidade nacional.?

No momento de inclusdo em lista, 0 MELD (Model for End-stage
Liver Disease) tem se mostrado capaz de prever a mortalidade
em trés meses para adultos.® O sistema de alocagdo de 6rgdos por
gravidade baseado na escala MELD beneficia pacientes com doenca
hepética mais avancada, e, provavelmente, diminui a mortalidade
em lista de espera. Os EUA adotaram o sistema MELD em fevereiro
de 2002, sendo seguido por outros paises. Um estudo realizado
na Mayo Clinic, em pacientes com doenca hepatica cronica,
mostrou que 412 (12%) pacientes morreram durante os trés meses
iniciais de seguimento, e que esta mortalidade foi diretamente
proporcional ao MELD inicial. Pacientes com MELD inicial
inferior a nove apresentaram mortalidade de 1,9% nos trés primeiros
meses, enquanto aqueles com MELD inicial maior ou igual a 40
apresentaram uma taxa de mortalidade de 71,3%.*

A presenca de ascite refrataria, um conhecido preditor de
mortalidade em lista, ndo é abordada pelo sistema MELD. Esta
condicdo, que esta associada a niveis baixos de sodio sérico, tem
sido considerada, em alguns servi¢os, um fator independente de
mortalidade em lista. A associagdo entre sédio sérico inferior a 126
mEq/dl e MELD parece ser superior ao MELD isolado em prever a
mortalidade nos primeiros trés a seis meses de lista de espera.’

O Brasil adotava o critério cronoldgico para alocagdo de figados.
Porém, com arecente implantacéo do critério de gravidade, estima-
se que haja reducdo da mortalidade em fila de espera.

O objetivo deste trabalho é analisar a relacdo entre o perfil da
escala MELD e a presenca de hiponatremia ou de ascite intratavel
no momento da inclusdo em lista em pacientes que apresentaram
6hito precoce em lista de espera para transplante hepatico no
estado do Ceara.

METODOS

Foi realizada andlise retrospectiva de 46 prontuarios de pacientes
que faleceram precocemente em lista de espera para transplante
hepético, entre maio de 2002 e janeiro de 2006. Foram excluidos
pacientes com doenga colestatica, hepatite fulminante e aqueles
com dados incompletos no prontuario. Analisaram-se idade, sexo,
classificagdo MELD no momento da inclusdo em lista, sédio sérico,
presenga de ascite refrataria e tempo em lista até o 6bito de todos
0s pacientes. Os pacientes foram divididos em dois grupos: Grupo
A com pacientes com MELD inicial igual ou superior a 16; Grupo
B aqueles com MELD inicial menor que 16. Considerou-se 6bito
precoce aquele ocorrido nos primeiros seis meses de lista de espera.
Ascite refrataria foi definida como aquela nao responsiva a 400mg

de espironolactona associada a até 120mg de furosemida diaria
durante duas semanas.

RESULTADOS

Um total de 46 pacientes, 34 (73,9%) homens e 12 (26,1%)
mulheres, foram estudados. A média de idade por ocasido do ébito
foi de 48,4 anos (12-65). O tempo médio entre a inscri¢ao e 0 6bito
foi de trés meses (0-6).

O grupo A foi formado por 31 (67,4%) pacientes e o grupo B por
15 (32,6%) pacientes. Ascite refratéria foi diagnosticada em sete
(22,6%) pacientes no grupo A e em sete (46,7%) no grupo B. Em
relacdo a hiponatremia, os valores foram 15 (48,4%) e sete (46,7%),
nos grupos A e B respectivamente. Avaliando-se a presenca de
ascite e/ou hiponatremia, no grupo A 22 (71%) e no grupo B
14 (93%), os pacientes apresentavam pelo menos uma das duas
varidveis. Nenhuma das diferencas entre 0s grupos apresentou-se
como estatisticamente significante (p > 0,05). A Tabela 2 resume
as principais variaveis analisadas no estudo.

Tabela 2 - Perfil dos pacientes que foram a ébito precocemente em lista
de espera para Transplante Hepatico no estado do Ceara.

PERFIL DOS PACIENTES Valor / variagéo

Total de Pacientes 46
48,4 (12-65)
34 (73,9%) / 12 (26,1%)

Idade Média ao Obito (anos)
Masculino/Feminino

Tempo médio entre a inscri¢cdo

e o 6bito (meses) 3 (0-6)

Presenca de ascite refrataria

MELD >16

14 (30,43%)
31 (67,4%)

Sodio sérico < 135 22 (47,82%)

DISCUSSAO

A elevada mortalidade de pacientes em lista de espera para
transplante hepético é, ainda hoje, uma realidade. No estado do
Ceara, em um periodo de 43 meses, 154 transplantes de figado
foram realizados. Entretanto, no mesmo periodo, 101 pacientes
foram a dbito em lista de espera.

O principal fator limitante do nimero de transplantes hepaticos
realizados no Brasil é, sem davida, a escassez de doadores.
Uma politica nacional efetiva de estimulo a doagdo de 6rgaos
poderia aumentar consideravelmente o nimero de doadores e,
assim, contribuir adicionalmente para a reducdo da mortalidade
de pacientes em lista de espera.

Tém sido propostas alternativas para diminuir a mortalidade em
lista, como a adogdo do critério de gravidade através do sistema
MELD, que acaba de ser implementado no Brasil. O transplante
com doadores vivos também tem sido utilizado como alternativa
a falta de doadores falecidos.6

Nesta realidade de escassez de doadores, a adogdo do sistema
de gravidade através do MELD talvez seja capaz de diminuir
a mortalidade em lista. Entretanto, alguns autores analisaram
quatro sistemas de gravidade (Child, MELD, Freeman Scale e
Guardiola) e concluiram que nenhum deles era capaz de prever
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com acuracia o prognoéstico dos pacientes em lista de espera.’

Alguns estudos consideram o nivel sédio sérico menor que 135
mEq/dl um fator independente de mortalidade precoce em lista.t
Esses estudos sugerem que a adigdo do nivel de s6dio sérico ao
MELD poderia aumentar o valor preditivo de mortalidade em
lista de espera.’

porém ascite e/ou hiponatremia estavam presentes em 93%
destes pacientes.

Embora os dados apresentados tenham importancia clinica, ndo
foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre os
grupos A e B emrelagdo a presencga de hiponatremia e/ou ascite
refrataria. Contudo, em uma casuistica maior, é possivel que

Neste estudo, a maioria dos pacientes que evoluiram para 6bito essa diferenca venha a se tornar significativa.

precoce apresentavam MELD inicial >16. Entretanto, uma
parcela significativa de 32,6% dos pacientes apresentava MELD
menor que 16, e evoluiu precocemente para dbito.

Esses dados revelaram que em mais de 30% dos casos, 0 MELD
inicial ndo apontou para um risco de mortalidade precoce,

CONCLUSAO

Neste estudo, a maioria dos pacientes com MELD <16, que
evoluiram para 6bito precoce em lista, apresentava hiponatremia
e/ou ascite refrataria.

ABSTRACT

Introduction: Mortality on waiting list for liver transplantation is high around the world. In Brazil, 5.63 liver transplantation/million
people were performed along 2005. With the recent implantation in Brazil of the severity according to the MELD score, there might be a
reduction in the amount of death on waiting list. Purpose: This paper will analize the relationship between MELD score and hyponatremia
or refractory ascites upon the registration on waiting list for liver transplantation of patients who died in the first six months of list.
Patients and Methods: Analysis of 46 records of patients who died in the first 6 months on waiting list for liver transplantation was
performed. It was assessed the age, gender, initial MELD score, serum sodium, refractory ascites, and time on the list until the death.
Patients were divided in 2 groups: group A, patients with initial MELD score > 16, and group B those with initial MELD score <16.
Both groups were compared as to the presence of refractory ascites and/or hyponatremia. Results: Mean time until death was 3 months.
Total amount of patients in group A and B was 31 and 15 respectively. In group B, 93% patients showed either hyponatremia or ascites.
There was no statistically significant difference as to the presence of hyponatremia and/or ascites between both groups. Conclusion:

Most patients with MELD <16 who died in the first 6 moths on the waiting list had hyponatremia and/or refractory ascites.

Keywords: Liver Transplantation, Waiting Lists, Organ Allocation, Hyponatremia, Ascites.
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CARACTERIZACAO DA AMOSTRA DE PACIENTES ATENDIDOS NA UNIDADE
DE TRANSPLANTE RENAL DA DIVISAO DE CLINICA UROLOGICA DO HCFMUSP
NO PERIODO DE DOIS MESES

Characterization of the sample of patients under care in the Renal Transplant Unit
of the Division of Urologic Clinic of HCFMUSP along two months

Dnyelle Souza Silva, Luiz Estevam lanhez

RESUMO

Objetivo: Caracterizacdo da populacdo atendida na Unidade de Transplante Renal da Divisdo de Clinica Urolégica do HCFMUSP e
delimitacéo do perfil s6cio-demografico desses pacientes. Métodos: aplicacdo de questionario estruturado a pacientes que permaneceram
na enfermaria da Unidade de Transplante Renal no periodo de dois meses. Analise de porcentagem dos dados obtidos. Resultados: A
diversidade sécio-demografica do Estado de S&o Paulo pareceu coincidir com a da amostra da populagéo atendida pelo Servico da Unidade
de transplante renal. Revelando a complexidade da caracterizacdo desses pacientes muitas vezes oriundos de outros estados e com culturas
diferentes. Conclusdo: Ha ainda muito a ser investigado em relagdo ao atendimento oferecido ao portador de insuficiéncia renal cronica

que busca o transplante renal como tratamento.
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INTRODUCAO

O presente estudo foi realizado na enfermaria da Unidade de
Transplante renal da Divisdo de Clinica Urologica do HCFMUSP,
com o objetivo de alcancar uma amostra da populacédo atendida no
servigo e caracteriza-la conforme sua situagdo socio-demografica.

Entender de onde vém e o que fazem esses pacientes pode auxiliar os
profissionais a delimitar o servigo oferecido e ampliar perspectivas
em relacdo a demanda da populagéo assistida pela instituicéo.

O primeiro transplante renal realizado no Brasil aconteceu em
1965, na Unidade de Transplante Renal do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.!

O transplante renal tem como objetivo possibilitar uma melhor
qualidade de vida ao individuo com insuficiéncia renal cronica
(ICRT) e aumentar as chances de utilizacdo de uma dieta mais
proxima do normal, assim como possibilitar um resgate de
perdas e trocas de papéis ocasionados pelo inicio do tratamento
dialitico. O transplante pode ainda promover a reinser¢do do
paciente ao meio social, fazendo com que o perceba como
uma cura. Porém, o transplante ¢ um método terapéutico que
necessitara de acompanhamento médico e uso de medicamentos
imunossupressores enquanto o paciente viver. A percepgdo do
paciente a respeito do transplante é uma questdo que aponta para a
importancia da orientagdo da equipe de saude, oferecendo suporte
e informagGes ao paciente durante o tratamento.!
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Atualmente, ha um consenso cientifico a respeito do transplante
renal, considerando-o a melhor opgdo terapéutica para o paciente
com insuficiéncia renal crénica terminal (IRCT) do ponto de vista
clinico, social e econémico. O transplante renal é indicado quando
a fase terminal da ICRT prevalece, mesmo o paciente estando em
hemodialise ou em fase pré-dialitica.

A Unidade de Transplante Renal (UTR) oferece dois programas
de Tx: um com doador vivo (DV) e outro com doador falecido.
Os doadores vivos podem pertencer a dois grupos distintos: o
de doadores vivos relacionados (DVR) que apresentam lagos
sanguineos de parentesco até segundo grau, tais como: pais, irmaos,
primos, avés e doadores vivos ndo-relacionados que apresentam
apenas lagos afetivos com o receptor (ex: esposa, amigo).

Também pode ocorrer serem pessoas sem nenhum vinculo afetivo
com o receptor que se candidata ao programa; estes merecem uma
atencdo especial durante a avaliagdo psicoldgica, com o objetivo de
investigar as reais motivagdes que envolvem o ato de doar.

A Unidade de Transplante renal da Divisdo de Clinica Uroldgica
do HCFMUSP possui um total de 20 leitos que atendem demandas
diversificadas: desde a funcdo prioritaria de transplantes de
doador-vivo até doador falecido, até enfermidades correlacionadas
com o pos-transplante.

OBJETIVOS

Objetivo especifico: Caracterizagdo da populacdo atendida na
Unidade de Transplante renal da Divisdo de Clinica Urolégica
do HCFMUSP e delimitacdo do perfil sécio-demografico
desses pacientes.

Objetivo secundario: A partir dos dados obtidos, fazer uma
comparacgdo dessa amostra com a realidade populacional de
Sdo Paulo a fim de observar se a UTR atende & diversidade
populacional do municipio.

METODO

Foi elaborado um questionario estruturado com perguntas a respeito
da idade, sexo, estado civil, grau de escolaridade, naturalidade,
residéncia atual, data de diagnéstico de IRC, tempo de hemodiélise,
transplante de doador-vivo ou doador falecido, tratamento fora
de domicilio (TFD) ou qualquer auxilio do municipio, trabalho e
fontes de renda (auxilio doenga, aposentadoria e isencéo de renda).
O questionério foi aplicado no periodo de novembro e dezembro
de 2006 por um mesmo profissional da area de Psicologia, sendo
realizado um “rapport” antecedente a aplicagdo. A alta rotatividade
de pacientes permitiu atingir 50 pacientes nesse periodo. O
questionario encontra-se em anexo.

RESULTADOS

Foram entrevistados 50 pacientes no leito da enfermaria da UTR,
sendo 25 do sexo masculino e 25 do sexo feminino.

A idade variou de 13 a 73 anos, sendo que houve dois (4%) pacientes
entre 13-20 anos, dezessete (34%) pacientes de 21-40, trinta e um
(62%) pacientes de 41-70. Esses dados revelam que a maior parte
da amostra ainda se encontra em idade produtiva, 0 que nos parece
relevante, se pensarmos na capacidade laborativa dos pacientes.

Em relacdo ao estado civil, foi predominante o nimero de pacientes
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que se denominaram casados 26 (52%), seguido de dezoito solteiros
(36%), cinco (10%) divorciados e um viavo (2%).

Com relacdo a escolaridade, obtivemos maior porcentagem de pacientes
com primeiro grau completo ou incompleto, 32 (64%); o restante variou
entre 14 (28%) com segundo grau completo ou incompleto, trés (6%)
com terceiro grau completo e um (2%) analfabeto.

A naturalidade dos pacientes é relevante, pois a maioria dos
pacientes atendidos no servigo ndo é nascida no estado de Séo Paulo
(52%), o restante da amostra € natural do interior ou da capital de
S&o Paulo (48%) (Ver Tabela 1).

Conforme podemos observar na Tabela 1, a maioria dos pacientes
da amostra era natural do estado de S&o Paulo (interior ou
capital), no entanto, podemos notar na Figura 1, que a regido
nordeste houve uma porcentagem significativa na migragéo para
0 municipio de Séo Paulo.

Tabela 1: Estado de origem dos pacientes atendidos na enfermaria
da Unidade de Transplante Renal no periodo de novembro e dezembro
de 2006.

Local N Porcentagem
SP 13 26%
SP interior il 22%
RJ 2 4%
MG 5 10%
MS 1 2%
BA 7 14%
PE 3 6%
CE 1 2%
MA 1 2%
PR 1 2%
AM 1 2%
PA 1 2%
Qutro pais 3 6%
Total 5

Figura 1: Dados referentes a amostra de pacientes oriundos das regides
responsaveis pela migragdo para o municipio de Sao Paulo

REGIAO NATURAL DOS MIGRANTES

["mnorTE
BSUDESTE
BNORDESTE
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OINTERIOR 5P




Caracterizagdo da amostra de pacientes atendidos na Unidade de Transplante renal da Divisdo de Clinica Urolégica do HCFMUSP no periodo de dois meses 527

Observando o local de residéncia, podemos notar que a maioria
dos pacientes atendidos no servico reside no estado de Sdo Paulo
41(82%). Porém, apenas 60% deles residem na capital do estado;
0s outros 32% residem no interior. Dentre 0s pacientes que residem
em outro estado, foi relatado que um mora em Minas Gerais
(2%), um no Rio de Janeiro (2%), um no Amazonas (2%) e um
em Tocantins (2%) (Figura 2).

O TFD é um Programa do SUS destinado a pessoas que necessitam
de tratamento especializado nao disponivel na localidade de
origem.? O paciente € encaminhado pelo médico da Rede Publica
onde reside, para um centro de maior recurso, cuja localizag&o seja
mais proxima de sua cidade de origem. Geralmente, tem como ponto
de referéncia a capital do Estado.

O TFD eradesconhecido pela maioria dos pacientes (90%), havendo
apenas cinco pacientes (10%) que se beneficiavam do auxilio para
migrarem até o hospital (Tabela 2).

Tabela 2: Situagédo s6cio-econdmica da amostra

Amostra  TFD Trabalho  Renda Auxilio Doenca  Aposentadoria
SIM 5(10%)  16(32%)  37(74%) 11(22%) 15(30%)
NAO 45(90%) 34(68%)  13(26%) 39(88%) 35(70%)

Figura 2: Dados referentes ao local de residéncia da amostra de
pacientes atendidos na Unidade de Transplante Renal no periodo de
nov/dez de 2006.

LOCAL DE RESIDENCIA DA AMOSTRA
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Com relagdo ao trabalho, foi interessante observar que apenas
dezesseis (32%) pacientes estdo inseridos no mercado de trabalho,
desenvolvendo atividades formais e informais. Os restantes 34
pacientes ndo trabalham, atingindo 68% da amostra.

Dados relativos a renda do paciente foram organizados em t6picos:
auxilio doenca, aposentadoria e sem renda. Apenas 11 pacientes
(22%) disseram receber auxilio doenga. O restante ndo possui
0 auxilio, perfazendo 88% da amostra. A aposentadoria foi
subdividida por idade ou por doenca. Treze pacientes possuiam
aposentadoria devido a doenga (26%) e apenas dois haviam se
aposentado por idade (10%); o restante dos pacientes (70%) nédo
havia conseguido se aposentar. Porém, 13 (26%) pacientes ndo
possuiam nenhum tipo de renda, o que nos surpreendeu, pelo fato
de muitos dizerem desconhecer a possibilidade de receber auxilio
ou mesmo ndo terem conseguido aposentadoria. A realidade socio-

econdmica desses pacientes aponta para nivel de renda restrito
acentuadamente para uma Unica pessoa da familia, responsavel
pela manutengdo das despesas. (Tabela 2).

O diagnostico de insuficiéncia renal variou de 2000 a 2005, sendo
que quatro (2%) pacientes ndo recordavam da época do diagndstico.
Grande parte dos pacientes obteve o diagndstico em anos anteriores
a 2000 (52%) e vinte pacientes o receberam entre 2001 e 2005
(40%) (ver Tabela 3).

O tempo de hemodialise foi diversificado, prevalecendo pacientes
com um periodo de um a cinco anos de tratamento (54%), seguidos
de pacientes com seis anos ou mais (26%) e apenas cinco pacientes
com até um ano de hemodialise (10%).

O tipo de transplante predominante nesse periodo foi o de doador
vivo com 28 pacientes transplantados (56%); entre eles, sete (14%)
haviam sido transplantados até 2000, dois (4%) entre 2001 a 2005
e 19 (38%) haviam sido transplantados em 2006. Dos pacientes
transplantados com doador-cadaver (44%), dois (4%) haviam
transplantado até 2000, cinco (10%) entre 2001 a 2005 e 15 (30%)
haviam sido transplantados em 2006.

Foi perguntado porque os pacientes vieram transplantar no
Hospital das Clinicas, e 26 pacientes (52%) responderam que
vieram por indicacdo do centro de dialise, oito (16%) pacientes
relataram nédo haver servico de transplante no estado ou cidade
onde residem, cinco (10%) pacientes disseram que j& estavam

Tabela 3: Dados da doenca

IRC N(%) Tempo de HD N(%)
Até 2000 26 (52%) 0atano 5(10%)
2001 a 2005 20(40%) 1a5anos 27(54%)
Nao responderam 4(8%) 6 anos 13(26%)
Nao soube dizer 5(10%)
Total 50 Total 50

Tabela 4: Dados comparativos entre a amostra da Unidade de Transplante
Renal e da Seade com relacdo aos migrantes

Migrantes N°/UTR SEADE (%)
SP interior 11(22%) 23,2%
RJ 2(4%) 3,7%
MG 5(10%) 9,4%
MS 1(2%) 0,9%
BA 7(14%) 29,5%
PE 3(6%) 12,9%
CE 1(2%) 75%
MA 1(2%) 3,4%
PR 1(2%) 4%
AM 1(2%)

PA 1(2%) 1,2%
Total 50(100%) 100%
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em tratamento no HC e um (2%) paciente veio através de
encaminhamento de outro hospital. Oito (16%) pacientes disseram
ter vindo por confianga no servigo prestado pelo hospital, um (2%)
através de amigo que conseguiu a vaga e um (2%) disse que veio
porque ndo podia pagar um servico particular.

DISCUSSAO

Foi interessante observar que a amostra da populacdo atendida
pelo servigo de transplante renal do Hospital das Clinicas de S&o
Paulo é muito semelhante a populacgdo caracteristica da cidade
de Séo Paulo.

A diversidade da populagdo que reside na capital revela uma
situacdo socio-demogréafica tipica de um centro que acolheu
imigrantes de todas as regifes do pais que vieram em busca de
melhores condicdes de trabalho.

Na base de dados da Fundacdo Seade! foi encontrado um
levantamento da populacdo de migrantes do municipio de
Séo Paulo no periodo de 1995/2000, observando que 5,1% da
populacdo total do municipio eram migrantes, sendo que 1,2%
veio de outros municipios do estado de Sdo Paulo, e 3,9% de
outros estados. E importante ressaltar que foram consideradas
migrantes, as pessoas com mais de cinco anos de idade, cuja UF
de residéncia em uma data fixa (definida pelo censo) era distinta
daquela em que residiam no momento do censo (31/07/1995).
Esses dados conferem com a amostra da populacéo atendida na
UTR do HCFMUSP, que apresentou uma porcentagem expressiva
de migrantes de outros estados e do interior do estado de Sé&o
Paulo, como pdde ser observado nos resultados.®

A fundacdo Seade e 0 IBGE também fizeram levantamento dos
migrantes residentes segundo o local de origem no municipio
de S&do Paulo, no periodo de 1995/2000. A porcentagem de
migrantes oriundos de outros municipios do Estado de S&o Paulo
representou 23,2% da populagdo analisada, e 76,8% eram de
outros estados brasileiros.

A regido Nordeste foi a que forneceu maior nimero de migrantes
para o municipio de S&o Paulo com 71,8% da populacéo, e a
Bahia foi o estado com maior prevaléncia de migrantes, com
cerca de 29,5%, seguido de Pernambuco, com 12,9%. A regido
Sudeste foi responsavel pela segunda maior porcentagem de
migracgdo, 14%, tendo o estado de Minas Gerais 9,4% desses
migrantes. A regido Sul teve uma contribuicdo de 6,7% dos
migrantes, tendo o Parana 4% desta parcela. A regido Centro-
Oeste 3,4%, o estado de Goias teve 1,1% dessa populagdo. A
regido Norte 2,3% sendo o Para o estado com maior porcentagem
dessa regido 1,2% (ver Tabela 4).*

Os dados acima (Tabela 4) confirmam a amostra encontrada no
levantamento realizado na UTR, e permite-nos entender a situacéo
dos pacientes atendidos pelo servigo oferecido pelo Hospital das
Clinicas, considerado por muitos como centro de referéncia para

0 pais inteiro. Podemos observar que a congruéncia dos dados
obtidos externamente pela Seade, assim como internamente pelo
servico da UTR, revelam uma tendéncia de décadas anteriores
a atual, pois levantamentos recentes revelam que a migragdo no
estado de Sdo Paulo esté se caracterizando por um ndmero de
pessoas saindo do estado.

A transformagdo no mundo do trabalho é a grande responsével
pela“migracdo de retorno”. A diminuigcdo de emprego na industria
e na construcdo civil vem diminuindo, e esses eram exatamente
os setores que tradicionalmente absorviam mao-de-obra pouco
qualificada. A priorizacdo do trabalho voltada para o setor de
prestacdo de servigos também pode ser responsavel pelo fluxo
inverso dos migrantes em S&o Paulo.®

Parece interessante pensar que o transplante na UTR do HC/
FMUSP determina a migracdo de pacientes de outros estados,
pois a continuidade do tratamento a distancia parece complicada,
se analisarmos que tratamos pacientes com comorbidades,
e a propria imunossupressdo torna-os suscetiveis a outras
manifestacdes de doencas.

O estado da Bahia possui apenas uma central de transplantes,
0 que parece justificar a grande porcentagem de pacientes que
buscam o servigo da UTR. Alids, todos os estados do Nordeste
possuem apenas uma central em cada um deles. No Amazonas
ndo existe nenhuma central cadastrada.® E interessante pensar
que o estado de Minas Gerais possui cerca de oito centrais
registradas, e, no entanto, foi o segundo maior responsavel pela
migracdo de pacientes para o servico da UTR. Esses dados nos
fazem questionar porque esses pacientes buscam o transplante
no HCFMUSP, pois sabemos que ha muitos anos a migragado
para o estado de Sdo Paulo era recorrente, sendo o trabalho o
maior motivador desse processo. Vinham, ainda, em busca de
tratamento, por n&o possuirem recursos em seus estados. Agora,
é preciso repensar a razdo que faz com que tantos pacientes
busquem tratamento fora de seu domicilio.

CONCLUSAO

Diante dessa nova realidade e das condicdes inerentes a propria
doenca renal cronica, parece coerente o alto indice de desemprego
encontrado no nosso levantamento. No entanto, é necessério
repensar como cada individuo estabelece sua relagdo com a doenga
e por que muitos deles ndo encontram formas de reinsercdo na vida
social e no trabalho. Fica aberta para novos estudos essa quest&o,
assim como tantas outras que abrangem a situagéo de ser paciente
renal crénico no Brasil e no Hospital das Clinicas de Séo Paulo,
servico que atende uma populagédo diversificada, podendo ser
considerada uma amostra da populacédo geral do Pais.

Este levantamento abre um campo para discussdo que abrange
a realidade sécio-econdmica do Pais e, sobretudo, a atuagdo do
profissional de satude que acolhe tamanha diversidade sécio-
cultural no ambiente hospitalar.

ABSTRACT

Purpose: Features of the population under care in the Renal Transplant Unit of the Division of Urologic Clinic of the HCFMUSP, and to
circumscribe the social-demographic profile of those patients. Methods: Application of structuralized questionnaire to in-patients at the Unit
of Transplant Renal’s ward along a two months period. Analysis of the percentage of the attained data. Results: The social-demographic
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diversity of the State of S&o Paulo seemed to coincide with the sample of the population under care in the Renal Transplant Service. Exposing
the complexity of these patients’ features, much of them coming from other states and with different cultures. Conclusion: There is much
yet to be investigated related to the service offered to the bearers of chronic renal failure in search for a renal transplant as treatment.

Keywords: Chronic disease, Kidney Transplantation, Psychosocial Aspects, Migration.
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PREVALENCIA DE TUMORES “DE NOVO" EM RECEPTORES
DE TRANSPLANTE DE FIGADO

“De Novo” post-transplant malignancies in liver transplant recipients

llka de Fatima Santana Ferreira Boin', Marilia Iracema Leonardi’,
Ricardo Hoelz de Oliveira Barros', Jazon Romilson Almeida?, Luiz Sergio Leonardi’

RESUMO

O risco de desenvolvimento de neoplasia ap6s transplante hepatico é de cerca de 1% por ano, variando de 3 a 15%, sendo, portanto, maior
que o risco da populagdo geral. As causas potenciais de cancer ap6s transplante de drgaos sdo: imunossupressao cronica, estimulagéo viral
de linhas clonais celulares (sarcoma, cancer genital e hepatocelular). Objetivo: realizar uma revisao sobre o assunto e verificar a incidéncia
de tumores “de novo” em nosso servigo. Métodos: Foram analisados retrospectivamente os prontuarios de 325 casos de transplante de
figado realizados de setembro de 1991 a julho de 2006. Procurou-se observar a incidéncia desses tumores, analisando os tipos observados de
malignidade, o tratamento efetuado e a sobrevida dos pacientes. Foi excluida a recidiva de carcinoma hepatocelular no figado. Resultados:
Foram observados cinco (1,54%) casos: cinco homens com idade média de 49,2 anos. Observou-se 80% de mortalidade. A sobrevida deveu-
se & natureza do tumor (pele), possibilitando o tratamento cirdrgico adequado e o rastreamento feito por se tratar de paciente com a mesma
manifestacdo anterior a cirurgia do transplante. Quatro deles eram alcoolistas e em dois havia associagdo com tabagismo. Conclusdo: A
alta mortalidade apresentada por aqueles doentes mostra a necessidade de um criterioso seguimento pos-operatorio.

Descritores: Transplante Hepético, Neoplasia, Imunossupressdo.

INTRODUCAO

O transplante hepatico é aceito como alternativa terapéutica
desde 1983, devido a disponibilidade e confiabilidade dos
imunossupressores desenvolvidos.! O risco de desenvolvimento
de neoplasia ap6s transplante hepatico é de cerca de 1% por ano,
variando de trés a 15%, conforme o levantamento realizado,
sendo, portanto, maior do que o risco da populagdo geral.?®
O cancer recorrente ou de novo é a segunda maior causa de
mortalidade tardia nos transplantados hepaticos, estando

Instituicdo: atras apenas das complicacdes cardiovasculares.* A incidéncia
' Departamento de Cirurgia da Faculdade de Giéncias Médicas da Universidade Estadual de aumentada de neoplasia naqueles pacientes reflete alguns fatores:
Campinas e da Unidade de Transplante Hepatico do Hospital de Clinicas da UNICAMP. seu perfil demografico com fatores preexistentes de risco para

cancer, infecgdes virais cronicas e acdes dos imunossupressores
2 Departamento de Clinica Médica — Disciplina de Gastrenterologia e Médico do exogenos. A maior parte das neoplasias que tém incidéncia
Gastrocentro - Universidade Estadual de Campinas. aumentada nos transplantados esta relacionada a infecgdes

virais, como a doenca linfoproliferativa associada ao virus
Epstein Barr e o cancer de pele, incluindo o cancer epiderméide

Correspondéncia: e 0 sarcoma de Kaposi, associado ao herpes virus.>® O objetivo
Iika de Fatima Santana Ferreira Boin deste trabalho foi realizar uma revisdo sobre o assunto, buscando
Rua Aldo Oliveira Barbosa 184 obter informacdes para uma maior sobrevida aos pacientes
CEP 13086-030 - Campinas - SP - Brasil submetidos a transplante hepatico.

Tel. 55 19 3289-1577

E-mail: ilka@fcm.unicamp.br CASUISTICA

Retrospectivamente, foram analisados os prontuérios de 325 casos

de transplante ortot6pico de figado (TOF) realizados de setembro
Recebido em: 10.07.2006 Aceito em: 25.07.2006 de 1991 ajulho de 2006.
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Prevaléncia de tumores ““de novo" em receptores de transplante de figado

Procurou-se observar a prevaléncia destes tumores, analisando-se
os tipos observados de malignidade, idade dos pacientes, época do
aparecimento do tumor, etiologia da doenca hepatica, tratamento
efetuado e a sobrevida dos pacientes. Foi excluida a recidiva de
carcinoma hepatocelular no figado.

RESULTADOS

Foram observados cinco (1,54%) casos, todos de homens com idade
média de 49,2 anos. O tipo de tumor, idade de cada paciente, tempo
de aparecimento da neoplasia ap6s a realizagdo do transplante e
tempo de sobrevida de cada um deles apds o transplante estdo
descritos na Tabela 1. Quatro pacientes eram alcoolistas, e dois deles
eram tabagistas. A doenca hepatica que motivou o transplante foi
cirrose hepatica causada pelo virus C, sendo que em quatro estava
associada a alcoolismo. Observou-se 80% de mortalidade.

Tabela 1. Descricdo do tipo de tumor, local de acometimento, idade e
sexo do paciente, antecedente epidemiolégico, tempo de aparecimento
da neoplasia e de sobrevida apos a realizacdo do transplante de figado.

Tempo
Tipo de tumor Sexo Idade Antecedente ap6s TOF sv Estado
(anos) (meses) atual
(meses)
cancer de ldbio M 57 cancer de orelha 72 84 Vivo
adenoca[mnoma M 39 alcoohlsmo/ 48 108 ébito
de colon tabagismo
adenocarcinoma g alcoolismo 1 2 obito
de colon
sarcoma de Kaposi M 54 alcoolismo 5 7 Obito
carcmoma de M 43 alcoohlsmo/ 2% 4 obito
orofaringe tabagismo

TOF = transplante de figado

A sobrevida deveu-se ao tumor ser de pele (Iabio). O paciente com
tumor de célon teve sobrevida de cinco anos por ter sido manifestacéo
clinica por obstrucédo intestinal, o que possibilitou o tratamento
cirdrgico adequado.

O outro paciente que apresentou tumor de c6lon teve dois meses de
sobrevida. O paciente com tumor de cabeca/pescoco foi submetido
a radioterapia e cirurgia, e teve seis meses de sobrevida. O paciente
com sarcoma de Kaposi foi a 6bito por hemorragia digestiva em dois
meses de acompanhamento, ap6s reducdo da imunossupressao.

DISCUSSAO

O cancer, recorrente ou de novo é a segunda maior causa de
mortalidade tardia nos transplantados hepaticos, estando atras apenas
das complicagdes cardiovasculares.>®” A incidéncia aumentada
de neoplasia naqueles pacientes reflete alguns fatores: seu perfil
demografico com fatores preexistentes de risco para cancer,
infecgBes virais cronicas e agdes dos imunossupressores exégenos.®
A maior parte das neoplasias que tem incidéncia aumentada nos
transplantados esta relacionada a infecgdes virais, como a doenca
linfoproliferativa associada ao virus Epstein-Barr, e cancer de pele,
incluindo o cancer epidermdide e sarcoma de Kaposi associado ao
herpes virus 8>°. Outros trabalhos mostram claramente aimportancia
da presenca de fatores de risco para cancer antes do transplante, no
desenvolvimento de neoplasias no seguimento desses pacientes.’
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Um de nossos pacientes apresentou sarcoma de Kaposi com pouco
tempo de sobrevida e com antigenemia positiva para HHV-8.

Outro importante fator de risco para o desenvolvimento de
neoplasia ap6s transplante é a doenga que causou a insuficiéncia
hepatica, sendo que a cirrose alcoolica aumenta muito a incidéncia
de neoplasia, principalmente do tipo epidermoide.’* Numa série,
a incidéncia aumentou de 5% para 26,7% entre os portadores de
cirrose alcodlica.?

Vale a pena salientar que o esquema de imunossupresséao escolhido
ndo influencia a incidéncia de neoplasia apds transplante hepatico, ou
seja, 0s esquemas imunossupressores mais novos ndo foram capazes
de demonstrar menor incidéncia de neoplasia.*** Estudos com
tempo de seguimento maior ainda sdo necessarios para comprovar
este aspecto.

Os tumores de pele sdo os mais comuns em pacientes submetidos a
transplante hepatico, somando cerca de 20% do total de tumores.**
A grande maioria deles ocorre em pacientes fumantes. Os fatores de
risco sdo: idade, sexo masculino, cabelo ruivo, colangite esclerosante
primaria e uso de ciclosporina.®® Observamos somente um caso de
cancer de labio, e esse paciente ja havia sido submetido a retirada
de cncer de orelha antes do transplante.

O carcinoma epidermoide de orofaringe também esta entre os mais
frequientes em transplantados hepaticos, com incidéncia aumentada
comparada a populacdo geral, mesmo comparada com populagdo
com habitos de etilismo e tabagismo semelhantes, mostrando uma
potencializacdo causada pelo esquema de imunossupressdo. Em uma
série de 171 pacientes, 12,2% desenvolveram tumores epidermoides
de orofaringe ou es6fago.? O risco em relacdo a populacdo geral
chega a ser 7,6 vezes maior.1*1"¥ Como citado, observamos um caso
desse tipo de tumor associado ao tabagismo e ao alcoolismo.

Neoplasias da linhagem hematoldgica ocorrem em 1 a 3% dos
pacientes transplantados, podendo se manifestar como linfoma,
leucemia ou como doenga linfoproliferativa associadaao virus Epstein
Barr.! Esta Gltima vem mostrando melhores indices de sobrevivéncia
com 0s novos esquemas de tratamento e imunossupresséo, mas
continua um importante problema a ser lidado no seguimento de
pacientes transplantados. Nao foi observado nenhum caso desse
tipo de neoplasia. A maioria dos estudos ndo mostrou claramente
aumento de incidéncia de cancer colorretal em pacientes submetidos
a transplante hepatico. A exce¢do sdo pacientes com pélipos no
célon anteriores ao transplante e, principalmente, pacientes cuja
indicacdo ao transplante foi colangite esclerosante primaria associada
a retocolite ulcerativa.

Nesse subgrupo, a incidéncia de cancer colorretal chega a 6,5%. Ha
uma clara necessidade de seguimento com colonoscopia e biopsia, e
a necessidade de proctocolectomia profilatica nesse subgrupo pode
ser questionada.’®*? Foram observados dois pacientes com cancer de
célon nessa casuistica. Um deles apareceu logo ap6s o transplante, e
ndo se pode afirmar se j& havia lesdo anterior. A manifestagdo clinica
do outro foi obstrugdo intestinal (quatro anos ap0s o transplante),
possibilitando a resseccdo intestinal e possibilitando uma sobrevida
de 108 meses (60 meses apos a resseccdo intestinal).

CONCLUSAO

A alta mortalidade apresentada por esses doentes mostra a
necessidade de um seguimento p6s-operatério criterioso, visando o
diagndstico e tratamento precoce dessas lesoes.
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ABSTRACT

Introduction: The risk of developing *“de novo” malignancies after liver transplantation is around 1% per year. The incidence varies
from 3 to 15%, therefore, being higher than that found among the general population. The potential causes for cancer after solid organ
grafting are: chronic immunosuppression and human herpes viral infection. Purpose: The purpose of this paper was to review the
medical literature on the incidence of “de novo” malignancies. Methods: A retrospective analysis of medical records of 325 patients
submitted to orthotopic liver transplantation between September, 1991 and July, 2006 was performed. The type of tumor, risk factors
involved, modality of treatment and the patient survival were recorded and analyzed. The recurrent hepatocellular carcinoma was
excluded. Results: It was assessed 5 (1.54%) males with mean age of 49.2 years. It was observed 80% of mortality. The survival was
affected by the nature of the tumor (skin), which allowed adequate surgical treatment and due to the tracking performed, since that
was a patient with the same manifestation previous to the transplant. Four of those patients were heavy alcohol consumers before the
transplant associated to the consumption of tobacco and two of them presented associated consumption. Conclusion: The high mortality
presented by those patients shows the need of a criterious postsurgical follow-up.

Keywords: Transplantation, Liver, Malignancy Imunossupression, Incidence
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REGENERACAO HEPATICA: O MITO DE PROMETEU REVISADO

Liver regeneration: Prometheus’ myth revisited

José Luiz de Godoy, Jorge Eduardo Fouto Matias e Julio Cezar Uilli Coelho

RESUMO

A identificacdo da capacidade do figado regenerar-se permitiu novas perspectivas terapéuticas na cirurgia hepatica. Ressecc¢des hepéticas
ampliadas e transplante hepatico passaram a ser empregados rotineiramente para tratar lesdo hepatica neoplasica e insuficiéncia hepatica
aguda ou cronica, respectivamente. No transplante hepatico, a regeneracdo hepética permitiu técnicas de transplante hepatico com enxerto
reduzido e bi-particdo hepatica (split-liver). O transplante com enxerto hepatico reduzido ao segmento lateral esquerdo (segmentos 11 e 111)
retirado de doador vivo permitiu a resolucdo do obstaculo representado pelo tamanho do enxerto x tamanho do receptor para pacientes
pediatricos. O transplante hepatico intervivos também pode ser visto como uma modalidade independente para complementar doagdes
cadavéricas. As bases do mecanismo extremamente complexo da regeneracdo hepatica permanecem pouco conhecidas dos profissionais
envolvidos na moderna cirurgia hepatica. Este trabalho descreve os mecanismos envolvidos na regeneracdo hepatica, no ciclo celular dos
hepatdcitos, fatores de crescimento e o papel de células-tronco da medula 6ssea.

Descritores: Regeneragdo Hepatica, Hepatectomia, Ciclo Celular, Fatores de Crescimento, Células-tronco

INTRODUCAO:

A mencédo mais antiga sobre regeneracdo hepatica encontra-se na
mitologia grega. Na pe¢a de teatro Prometeu Acorrentado de Esquilo,
o titd Prometeu rouba do Olimpo o segredo do fogo e transmite-0 aos
mortais. Os mortais aprendem a fazer fogo, e Prometeu, punido por
Zeus é acorrentado em um rochedo no monte Caucaso. Todo dia, um
abutre vinha comer parte de seu figado. A noite, o figado de Prometeu
regenerava, para ser novamente parcialmente comido pelo abutre no
dia seguinte. Assim, o tormento de Prometeu foi eterno. (Fig. 1)

Instituicdo:
Servigo de Transplante Hepético do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parand, Curitiba-PR
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José Luiz de Godoy

Rua Benjamin Constant, 242 - ap. 142 Figura 1. Estatua representando o tormento de Prometeu. Como narrado

80.060-020 - Curitiba - PR - Brasil na mitologia grega, Zeus puniu o titd Prometeu por ter roubado do Olimpo
Fax: 55 41 3244.5927 o segredo do fogo e transmitido-o aos mortais. Acorrentado no topo do

) monte Caucaso, todo dia um abutre vinha comer parte do figado de
E-mail: de_godoy@yahoo.com Prometeu. Entretanto, o 6rgdo constantemente crescia durante a noite, para

novamente ser parcialmente comido pelo abutre no dia seguinte, tornando

eterno o tormento de Prometeu. Este pode ser considerado o primeiro

exemplo de regeneracdo hepatica descrito na literatura. Foto tirada da
Recebido em: 16.06.2006 Aceito em: 30.06.2006 estatua Prometeu Acorrentado, Jardin des Tuileries, Paris, Franca.
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Com excecédo do mito de Prometeu, 0 modelo cléssico de estudo da
regeneracdo hepatica foi descrito em 1931 no artigo “Experimental
pathology of the liver. Restoration of the liver of the white rat
following partial surgical removal”;' onde uma hepatectomia
parcial de 2/3 é realizada no rato. Os pediculos vascular/biliar
dos lobos médio e lateral esquerdo s&o ligados. Esses dois lobos
sdo ressecados sem traumatismo para os lobos residuais. Ndo ha
interferéncia com a vascularizagdo/drenagem biliar dos lobos
residuais nem reacgdo inflamatoria/necrotica significativa no coto
dos lobos ressecados (Fig. 2). Foi observado que, de sete a dez dias
apos hepatectomia parcial de 2/3, o figado do rato recupera a sua
massa, restabelecendo a relagdo normal entre peso do figado/peso
do corpo, que no rato corresponde a 3.58%.!

Figura 2. Hepatectomia parcial de 2/3 segundo a técnica de Higgins
e Anderson. O pediculo vascular e biliar dos lobos médio e lateral
esquerdo sao ligados em bloco e, a seguir, o parénquima hepéatico
destes lobos é seccionado préximo a ligadura. Nao existe interferéncia
com a vascularizagdo e a drenagem biliar dos lobos lateral direito e
caudado e nem lesdo do parénquima destes lobos residuais.

(A) Figado em sua posigdo anatdmica; (B) Os lobos médio e lateral
esquerdo foram tracionados em dire¢do a cabeca do rato, expondo

os lobos lateral direito e caudado; (C) Configuracdo anatdmica apo6s
hepatectomia parcial. 1: veia cava infra-hepéatica; 2: veia porta; 3: veia
cava supra-hepatica; 4: via biliar; 5: artéria hepatica. Extraido de Higgins
e Anderson.!

Definicdo de regeneragdo dada por Aurélio: regenerar (do latim
regenerare) significa “formar-se de novo”.2 A regeneragdo hepatica
induzida por hepatectomia parcial ndo ocorre de acordo com a
definicdo ad integrum de regenerar, porque ela se desenvolve a
partir da atividade regenerativa dos lobos hepaticos residuais.

No figado do rato, como no figado humano, o segmento hepatico
ressecado durante a hepatectomia parcial ndo se forma de novo. Por
definicdo estrita, ndo ha regeneracdo verdadeira, tal como possuem
os anfibios, cuja cauda perdida pode ser reconstituida ad integru.®
O figado recupera sua massa (peso ou volume), mas ndo recupera
sua forma original.

O figado é um drgdo extremamente complexo. Laboratério por
exceléncia, possui mais de cinco mil fungdes. E o Gnico 6rgdo que
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possui duas vascularizacgdes sangiiineas distintas: (i) esplancnica,
a partir da veia porta e (ii) arterial sistémica, a partir do tronco
celiaco.4,5 Nesse 6rgdo, a regeneragdo hepatica possui inicio apos
uma perda celular causada por lesdo toxica, fisica ou infecciosa.®
Uma complexa sinalizacdo em cascata inicia-se imediatamente ap6s
uma perda celular, como apds hepatectomia parcial: mais de 100
genes extremamente precoces sao expressos nos hepatocitos dos
lobos residuais ja no primeiro minuto apés hepatectomia parcial.6
Todas fungdes hepaticas essenciais & homeostasia sdo mantidas
durante a regeneragdo hepética; ao mesmo tempo em que o figado
se regenera, ndo h4 interrupcdo na producdo de bile, fatores de
coagulacdo e albumina, entre outros.*

No figado normal, as diferentes células - parenquimatosas e nao
parenquimatosas - estdo em fase GO ou fase de repouso em rela¢éo
ao ciclo celular. Sao células quiescentes. Apds hepatectomia parcial,
as células passardo imediatamente a ciclar para se dividirem e
restituirem a populacéo celular do figado, restabelecendo a relagéo
peso do figado/peso do corpo.

Ao ciclar, as células hepaticas passardo pelas quatro fases do
ciclo celular : G1, fase S ou fase de sintese de ADN, G2 e mitose.”
Uma vez realizado o ciclo celular, as células hepaticas poderdo
retornar a seu estado de repouso (GO) ou realizar uma nova divisdo
celular. (Fig. 3)

Figura 3. O ciclo celular. O ciclo celular é tradicionalmente dividido em
quatro fases. G1: gap 1; S: sintese (de ADN); G2: gap 2; M: mitose. GO:
célula em repouso

A atividade de ciclo celular das células hepéticas, principalmente
dos hepatdcitos em figado normal e em regeneracdo, é estudada com
marcadores de atividade replicativa nas células, mais precisamente
dafase S do ciclo celular (fase de sintese de ADN). Os marcadores
mais utilizados sdo os andlagos da timidina: a timidina triciada
(3*H-timidina) e a bromodeoxiuridina (BrdU). Na fase S do ciclo
celular, esses produtos sdo incorporados por competi¢do ao ADN
da célula no lugar da timidina. Posteriormente, utilizando-se
auto-radiografia ou anticorpos anti-BrdU, métodos radiolégicos ou
imunohistoquimicos permitem a detec¢do da 3*H-timidina ou do
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BrdU incorporados no ADN da célula, respectivamente.®2

Apo6s hepatectomia parcial, a regeneracéo hepatica ocorre gragas a
proliferagdo das diferentes células que compdem os lobos hepéticos
residuais: hepatécitos, célula epitelial biliar, célula endotelial
(sinusoide), célula de Kupffer e célula de Ito (célula estrelar).®

Os hepatdcitos sdo as principais células hepaticas. Eles representam
60a80% da populagdo celular do figado. O hepat6cito é tipicamente
uma célula quiescente (G0), com uma vida média de 200 a 400
dias.** A renovacéo hepatocitaria no figado normal é extremamente
rara. Nele, a auséncia de estimulo para regeneragdo existe
somente 0.45 £ 0.05% de hepatdcitos na fase S do ciclo celular.®
A renovagdo hepatocelular em um figado normal ndo é um
processo sincrénico.

Os hepatdcitos que sintetizam ADN no figado normal
apresentam distribuicdo lobular caracteristica no &cinus : 82,7%
localizam-se na zona 1, 15,4% localizam-se na zona 2 e 1,9%
estdo localizados na zona 3.1

As zonas 1, 2 e 3 correspondem respectivamente a regido
periportal, mediolobular e centrolobular do acino descrito por
Rappaport. No figado normal, os hepatdcitos em fase de mitose
sdo raros, havendo um hepatdcito em mitose para cada vinte mil
hepatdcitos examinados.®® Ou seja, 0,06 + 0,06% dos hepatdcitos
estdo em mitose no figado norma.r” A renovagédo das células ndo
parenquimatosas no figado normal também é rara : 0,08 £ 0,12%
das células epiteliais biliares e 0,76 + 0,53% das células endoteliais
estdo em fase S./

A proliferagdo hepatocitaria induzida por hepatectomia parcial
também ndo é um processo sincronico.18 Os hepatdcitos que estdo
sintetizando ADN no figado em regeneracdo também apresentam
distribuicdo lobular caracteristica no acino. A regeneracao hepatica
ocorre por ondas de mitose nos hepatécitos. Elas se iniciam na
regido periportal e avancam em direcao as regides mediolobular e
centrolobular do &cino hepatico.’®

Existem poucos hepatocitos sintetizando ADN nas primeiras
horas ap6s a indugdo da regeneracdo hepatica por hepatectomia
parcial no rato. Doze horas ap0s, 1,27 + 0,6% dos hepatécitos
estdo ativamente sintetizando seu ADN. Este nimero aumenta
rapidamente: vinte horas ap6s iniciada a regeneracao hepatica, 29,4
* 6,2% dos hepatdcitos encontram-se em fase S do ciclo celular. O
pico de sintese de ADN pelos hepatdcitos ocorre 24 horas apés a
hepatectomia parcial, momento em que 35% dos hepatdcitos estao
ativamente sintetizando seu ADN.Y

No momento do pico de sintese de ADN, a distribui¢do no acino
mostra predominio dos hepatdcitos ciclando na regido periportal e
menos intenso nas regides mediolobular e centrolobular.3 A cinética
da proliferacdo hepatocitaria mostra que destes 35% de hepatdcitos
que estdo ciclando durante o pico de sintese de ADN, 75% estdo
localizados na regido periportal, 20% na regido mediolobular e 5%
em torno da veia centrolobular.’® As figuras de mitose aumentam
rapidamente até 5%, 33 horas ap6s a hepatectomia parcial.X* Um
segundo pico - menos intenso - de sintese de ADN nos hepat6citos
ocorre entre 36 e 48 horas ap6s hepatectomia parcial.®® A duragéo
da fase de sintese de ADN é de aproximadamente oito horas e a
de mitose de uma hora.

Considerando-se que existem hepatécitos que realizardo mais
de um ciclo celular — como os hepatdcitos da zona periportal — e
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hepatécitos que ndo realizardo nenhum ciclo celular — como alguns
hepatdcitos da regido em torno da veia centrolobular, de acordo
com as ondas de mitose originadas a partir da regido periportal,
estima-se que a restauragdo do nimero original de hepatocitos
é obtida a partir de 1,66 ciclos celulares por hepatécito
residual apés hepatectomia parcial.® Entretanto, a capacidade
replicativa dos hepatécitos é maior do que 1,66 ciclos celulares:
o transplante de hepatocitos em modelos murinos demonstrou
que hepatdcitos podem ciclar 70 vezes ou mais quando recrutados
para reconstituir o figado.?

Entretanto, a proliferacdo hepatocelular que se segue ap6s a indugédo
da regeneracdo hepatica por hepatectomia parcial é realizada
também pelas células ndo parenquimatosas.t®

A sintese de ADN ocorre 48 horas ap6s a hepatectomia parcial nas
células epiteliais biliares e células de Kupffer, e ap6s 96 horas nas
células endoteliais (sinusoides).

O mecanismo hepatico de regeneracdo € extremamente complexo
e 0 determinismo ontogénico do figado para regenerar ainda
é mal compreendido nos dias atuais. A regeneragdo hepatica
torna-se ainda mais peculiar, pois ela também se desenvolve em
condigBes ex-vivo.

Quando estudada em condigdes ex-vivo, em aparelho com figado
de rato isolado-perfundido, a regeneragéo hepética se desenvolve
de maneira similar a regeneracdo hepatica in vivo em termos de
timing, quantidade e também na distribuic&o lobular dos hepatécitos
que estdo ativamente duplicando o seu ADN.?

Trés a quatro dias apds a hepatectomia parcial, a atividade mit6tica
dos hepatocitos é bastante diminuida. A regido periportal possui
agrupamentos de 10-14 hepatécitos (clusters) sem sinuséides
nem matriz extra-celular. Nos agrupamentos existem hepatocitos
na periferia do grupo e em contato com sinuséides. No interior
dos agrupamentos existem hepatocitos sem contato com a
superficie vascular. As células de Ito comegam a exteriorizar finos
prolongamentos entre os hepatdcitos no interior dos agrupamentos,
e as células endoteliais parecem seguir as células de Ito e comegam
a vascularizar os agrupamentos. A seguir, as células endoteliais
dividem os agrupamentos, formando espacos vasculares sobre no
minimo duas faces dos hepatdcitos, dando origem a arquitetura das
traves de hepatocitos.?® Trés tipos de células hepaticas sdo capazes
de sintetizar os diferentes componentes da matriz extra-celular:
hepatdcitos, células endoteliais e células de Ito.

As células endoteliais formam a parede dos sinuséides hepaticos,
que se caracterizam por (i) possuirem grandes fenestragdes e por
(ii) ndo possuirem membrana basal. O resultado dessa arquitetura
do sinusdide hepatico é permitir uma troca bidirecional rapida de
macromoléculas entre o plasma e os hepat6citos.?®

Os fatores de crescimento sdo fatores hepatotroéficos que estdo
presentes no sangue da veia porta apés hepatectomia parcial.?®
Os fatores de crescimento mit6ticos sdo fatores que conseguem
induzir a sintese de ADN e a mitose nos hepatocitos em
cultura celular em meio de cultura sem adigdo de soro. Varias
substancias foram descritas com essa propriedade, entre elas
EGF (epidermal growth factor), KGF (keratinocyte growth
factor) e notadamente HGF (hepatocyte growth factor).?® Este
altimo é o mais potente fator mitético para o hepatécito. Seu
nivel plasméatico aumenta rapidamente (17 a 20 vezes) uma a
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duas horas ap6s a hepatectomia parcial.?

Os fatores de crescimento co-mitéticos sdo substancias que ndo
possuem efeito proliferativo direto sobre os hepatocitos em
cultura. Eles podem potencializar o efeito dos fatores mit6ticos
completos e diminuir os efeitos inibidores de outros fatores.
S&do exemplos de fatores co-mitéticos a insulina, o glucagon,
hormdnios do cortex da suprarenal, hormoénios da tiredide,
neurotransmissores, calcio, vitamina D, entre outros.?

Ao contrario, existem substancias que foram identificadas e
caracterizadas, que podem inibir a regeneragdo hepatica, entre elas
alguma interleucinas e TGF-gl (transforming growth factor-gl).

O TGF-gl € capaz de inibir a proliferacdo de hepatdcitos em
cultura, as células ndo sendo mais sensiveis a seu efeito inibidor
imediatamente antes da transi¢cdo G1/S28. A diminui¢do da
atividade mitética na regeneracgdo hepatica trés a quatro dias
apos sua indugdo por hepatectomia parcial esta relacionada com
0 aparecimento de fatores inibidores de crescimento, entre eles o
TGF-gl. TGF-pl, que atinge seu plateau entre 48 e 72 horas ap6s
hepatectomia parcial, quando em a atividade de sintese de ADN
pelos hepatdcitos é diminuida. TGF-gl tem sido considerado
como sinal do fim da regeneracédo hepatica.?

A regeneracdo hepatica torna-se mais singular quando estudada
em condicdes ex-vivo: em um aparelho de figado de rato isolado-
perfundido, ela se desenvolve independentemente da presenca de
fatores hepatotroficos de origem portal, presentes no sangue da
veia porta durante a regeneragdo hepatica in-vivo induzida por
hepatectomia parcial no rato.?? A regeneragédo hepatica desenvolve-
se similarmente a regeneragdo hepatica in vivo em termos de
timing, quantidade e distribuicdo lobular dos hepatdcitos que
estdo ativamente duplicando o seu ADN.?

Nos ultimos seis anos, varios artigos demonstraram que células-
tronco da medula déssea podem se transdiferenciar em células
hepaticas, como célula do epitélio biliar, célula endotelial e
hepatdcito. Essa nova propriedade das células-tronco da medula
Ossea criou enorme interesse, e abriu a possibilidade de que essas
células poderiam ser usadas como alternativa terapéutica no
tratamento de lesdo hepatica e na insuficiéncia hepatica aguda
ou crénica.

A transdiferenciacdo de células-tronco da medula 6ssea em
células hepaticas foi demonstrada pela primeira vez em ratas

(XX) irradiadas, que receberam transplante de medula 6ssea de
ratos (XY) congénicos. Para induzir a regeneracao, seus figados
foram lesados com tetraclorido de carbono. As ratas receberam
concomitantemente 2-acetilaminofluorene, um bloqueador da
divisdo dos hepatécitos, bloqueando a proliferacdo hepatocitaria
e aregeneragdo hepética induzida pela lesdo quimica. A deteccdo
de hepatocitos cromossoma Y-positivo demonstrou que células-
tronco da medula 6ssea podem originar hepatocitos contendo o
cromossoma Y.2°

Camundongos knockout FAH — (cujo gene fumaril aceto acetato
hidrolase foi negativado por knockout, modelo experimental da
tirosinemia hereditaria humana) foram submetidos a transplante
de medula dssea proveniente de camundongos FAH+ (que
expressam o gene fumaril aceto acetato hidrolase). Apos
transplante de medula dssea, bidpsias hepaticas mostraram
hepatocitos FAH+ expressando o gene fumaril aceto acetato
hidrolase. A substituicdo de hepatécitos FAH- por hepatécitos
FAH+ originados de células-tronco da medula éssea € um evento
raro e lento. O primeiro hepatdcito gerado a partir de célula-
tronco surge aproximadamente sete semanas ap0s o transplante
de medula dssea. A reconstituicdo de 30% do figado inteiro s6 é
obtida 22 semanas apo6s o transplante de medula 6ssea.®

A participacdo da medula éssea na regeneracdo hepética foi
demonstrada através do quimerismo celular ap6s transplante
hepético. A deteccdo de 0,5 a 2% de hepatdcitos contendo o
cromossoma Y no enxerto hepéatico captado de doador do sexo
feminino (XX) transplantado em receptor do sexo masculino (XY)
mostra que embora de forma lenta e ineficiente, os hepatécitos
podem ser gerados a partir de células-tronco da medula ¢ssea.®

Emborarara, lenta e ineficiente, a transdiferenciagéo é amplamente
aceita como real. Muitas questdes permanecem, e as respostas
por vezes sdo divergentes. Trata-se de um processo normal ou ele
¢é dependente/condicionado ao dano hepatico? O estimulo que
induz células-tronco da medula 6ssea a se transdiferenciarem em
hepatdcitos permanece ainda por ser identificado, assim como a
importancia fisiol6gica desse fendmeno.3? 3

Ap6s hepatectomia parcial, a replicacdo de hepatécitos nos lobos
residuais é a maneira mais rapida e eficiente de gerar hepatdcitos
para a regeneracdo hepéatica. A capacidade replicativa dos
hepatdcitos é Unica entre as células diferenciadas de mamiferos.
O hepatdcito é a mais eficiente “célula-tronco” para o figado.

ABSTRACT

After realising the liver’s ability to regenerate propitiated new therapeutic perspectives for the hepatic surgery. Major liver resections and
liver transplantations are now routinely used to treat liver tumors and acute or chronic liver failure. Focusing the liver transplantation,
liver regeneration allowed the reduced liver graft and the split liver techniques. Living-related liver transplantation of the left lateral
segment (segments 11 and 111) allowed to overcome the obstacle posed by the liver graft size x the recipient size in pediatric liver
transplantations. Living-related liver transplantation may be considered an independent modality added to the cadaver donation. The
basis for the very complex mechanism of the liver regeneration still remains poorly understood by professionals practicing modern
hepatic surgeries. This article supplies a resumed description of the liver regeneration mechanisms, the hepatocytes cell’s cycle, growth

factors, and the role played by the bone marrow stem cells.

Keywords: Liver Regeneration, Hepatectomy, Cell Cycle, Growth Factors, Stem Cells
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EVALUATION OF A COMPOSITE SKIN SUBSTITUTE TO TREAT VENOUS
STASIS ULCERS: A Pilot Study

Avaliacdo do uso de substituto de pele composto no tratamento de ulceras de estase venosa:
um estudo piloto

Paula Dadalti-Granja’, Marco Aurélio Leiros?, Bernardo M O Pascalleri®, Renata Brum Martucci?, Radovan Borojevic?,
Talita Franco®, Marcia Ramos-e-Silva®, Christina Maeda Takyia®

ABSTRACT

Introduction: Venous leg ulcers represent a therapeutic challenge, and they are associated to significant morbidity and cost. Many advances
have been made to develop and apply biological skin substitutes, showing they can be beneficial for patients with burns, leg ulcers, and
other skin lesions. Autologous cultivated keratinocytes have been demonstrated to be useful in leg ulcer treatment, but the lack of a dermal
component may compromise their effects and the quality of the scar. Purpose: To evaluate a composite skin graft of human acellular
dermis and autologous keratinocyte culture to treat leg ulcer. Methods: Two patients with four long-term chronic ulcers were treated with a
composite skin graft of human acellular dermis and autologous keratinocyte culture for a month in this pilot study. Results: The four ulcers
had a surface reduction of 72.21%, 36.36%, 60.93%, and 15.90% after one month of treatment. No adverse tissue reactions were observed.
Histology and immunohistochemistry showed that humam acellular dermis was free of donor’s cells, and the composite skin substitute
preserved the architecture of the normal skin, including the basement membrane components and stratified epidermis. Conclusions: These
preliminary observations suggest that such composite skin substitute could be an alternative to recalcitrant leg ulcers.

Keywords: Varicose Ulcer; Extracellular Matrix; Skin, Artificial; Tissue Culture Techniques; Cell Culture Techniques

INTRODUCTION

Leg ulcers are quite frequent and associated to significant morbidity,
high medical costs and major impact on the quality of life and work
productivity. Venous stasis ulcers represent 70-90% of casesl,
and their management represents a hard medical challenge. It
is a consensus that compression is the main step to heal venous
ulcers?3, and, therefore, it is considered the gold standard therapy
for such condition®. However, the healing rates can be as low as 22%
after 12 week therapy and the 12-month recurrence rate, as high
as 69%5. Over the last years, the development of biological skin
substitutes brought new strategies to treat difficult-to-heal ulcers6.
Keratinocyte sheet autografts have proved to be life saving to treat
large third degree burns and have been successfully employed in
managing chronic ulcers’. Epidermal equivalents prepared from
autologous hair follicle keratinocytes applied on recurrent leg ulcers
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led to reepithelialization of 70% of the total wound surface after
8 weeks with a healing rate of 32%.8 Although their advantages
are permanent and with rapid wound coverage, application onto
large areas with material obtained from a small skin biopsy,
and faster pain relief®, they present some inconveniences. They
are fragile to manipulate, resulting in an unstable epithelium,
giving rise to spontaneous blistering many months after grafting.
Additionally, they have an increased susceptibility to infections and
contractures®®. Histologically, the fragility of the grafted cultured
epithelial autograft sheets may be related to the incomplete dermal-
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epidermal junction, giving rise to inadequate anchoring®. In order to
improve the quality of the healed skin, some authors suggest the use
of dermal replacement beneath these cultured epithelial grafts.*

Thus, a skin substitute constituted by a fibroblast-derived dermal
replacement (Dermagraft®) tested in patients with venous leg
ulcers showed to improve the healing rate and the peri-ulcer skin
perfusion®?. A series of patients in a multicenter, prospective,
randomized, controlled trial showed that the use of an allogeneic
bilayered cultured skin equivalent (Apligraft®) on hard-to-heal
venous leg ulcers allowed a complete wound closure in 6 months®,
It seems that Apligraft is more effective and less expensive in
healing venous leg ulcers than conventional therapy alone*Y.
Several types of simple composite substitutes have been developed,
and one of them is acellular dermis covered with autologous
keratinocytes®®. Acellular human dermis is an allograft from
which epidermal cellular components have been removed, with
preservation of the dermal surface architecture and basement
membrane complex. The process of removing the cellular elements,
the most immunogenic components of an allograft skin, makes it
an immunologic inert dermal tissuet.

Rennenkampff and colleagues examined the effects of an acellular
dermal matrix on skin repair, and demonstrated that human
keratinocytes persisted in all animals grafted with dermal matrix,
compared to only 63.6% of animals with no dermal component .
They also showed a significantly reduced wound contraction in
animals receiving dermal matrix.

Considering the therapeutic challenge represented by venous stasis
ulcers, two patients with recalcitrant leg ulcers were treated with
a composite skin substitute formed by human acellular dermis,
and cultivated autologous keratinocytes, in order to establish the
feasibility of the procedure as well as the tissue response to it.

METHODS

Patients - Two patients enrolled for the study were inpatients
at the Clementino Fraga Filho University Hospital, who signed
the informed consent as outlined for the project approved by the
Hospital’s Ethical Committee.

Case 1 - A55year old black man with two five-year old ulcers located
atthe maleolar external and internal regions of the left leg, measuring
10.15 cm? and 11.00 cm?, respectively. Clinically, there were signs
of venous insufficiency, with preservation of the arterial pulses.
Dopplerfluxometry was compatible with venous insufficiency.

Case 2 - A 65 year old black man with three ten-year old ulcers.
Patient had a history of traumatic ulcer (burn) and he had been
submitted to a skin graft with no clinical improvement in the
previous years. The ulcers were located on the anterior tibial
area of the right leg, and they measured 10.65 cm?, 0.70cm?, and
6.35 cm?, respectively. The skin was covered by an atrophic scar, and
there were signs of venous insufficiency. Arterial pulses were preserved
and dopplerfluxometry was compatible with venous insufficiency.

In both patients, the autologous keratinocytes were obtained from
a skin biopsy on the dorsum. Five and seven weeks later for case
1 and 2, respectively, the composite skin graft was applied over
the ulcers. Before applying the skin substitute, the ulcers were
cleaned with saline solution and superficially debridated after local
anesthesia. The dressing used was AdapticTM (Johnson & Johnson).
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The dressing was changed 5 days after the application and every 3
days for 8 weeks afterwards.

Keratinocyte cell culture — Normal skin autologous keratinocytes
were obtained according to Green and colleagues®. Biopsies were
cut into fragments and submitted to mechanical dissociation of
the epidermis from dermis followed by enzymatic dissociation
with a 0.3% trypsin in calcium and magnesium-free saline
solution. Cells were harvested by centrifugation and cocultured
with 3-T3-J2 mouse fibroblasts (obtained from the Rio de Janeiro
Cell Bank), pretreated with 15 pug/ml mitomycin-C solution
(Boehringer-Mannheim, Indianapolis, IN). They were maintained
in keratinocyte culture medium consisting of a 1:1 mixture of
Dulbecco’s (DMEM, high glucose) and Ham's F12 media (both
from GIBCO/BRL, Gaithersburg, MD, USA), supplemented with
10% fetal bovine serum (JRH Bioscience, Lenexa, KS), adenine,
1.8 x 10-4 M (Sigma Chemical, St Louis, MO, USA), cholera
toxin, 10-10 M (Vibrio Cholerae, type Inaba 569 B; Calbiochem,
La Jolla, CA, USA), hydrocortisone, 0.4 ug/ml (Novo Nordisk,
Princeton, NJ, USA), transferrin, 5ug/ml (Boehringer-Mannheim),
triiodo-I-thyronine, 2x 10-9 M (Sigma), amphotericin B, 2.5 ug/ml,
and penicillin-streptomycin, 1001U/ml to 100 pg/ml (Boehringer-
Mannheim), and epidermal growth factor, 10 ug/ml (Collaborative
Biomedical Products, Bedford, MA, USA). Cultures were incubated
in a humidified 10% CO2, at 37° C.

Preparation of the acellular dermis — Acellular dermis was prepared
from donor cadaver skin obtained from Rio Transplante Skin Bank
(hepatitis B- and HIV negative). Acellularization was obtained as
to the modified protocol described by Ralston and colleagues®.

Fragments of skin were submitted to three rapid freeze-thaw
cycles in liquid nitrogen to devitalize cells, washed three times in
sterile PBS, and immersed in a series of increasing concentration
of glycerol in phosphate saline buffers.

After being dried, acellular dermis was sterilized in ethylene oxide,
rehydrated, and extensively washed in an 1 M NaCl solution. The
epidermis was gently stripped from the dermis with a forceps, and the
dermis was immersed in PBS with antibiotics solution (gentamycin
at 100 pg/ml, ciprofloxacin at 10pg/ml, amphotericin B at 2.5 pg/ml,
penicillin-streptomycin at 100 U/ml to 100 pg/ml) at 40C for 4 weeks
or more. Before the use, the acellular dermis was washed three times
in a saline solution to remove residual antibiotics.

Preparation of the composite skin grafts — Pieces of acellular dermis
were placed into a 35-mm tissue culture dishes, with the papillary side
up. Cultured keratinocytes (0.5 ml of 1.0 x 106 cells/ml) were seeded
on top of the papillary surface of the acellular dermis and maintained
24 hours immersed in DMEM supplemented with 10% fetal bovine
serum. This “skin composite” was subsequently raised and maintained
at the air-liquid interface for 1 week prior to grafting.

Clinical assessment — Two months of following patients up after
the surgery each week. Photographs of ulcers were taken with a
digital SONY Cybershot 2.1 megapixels camera, and the areas were
measured by the software Image Tool for Windows (version 3.00),
and a mean of three consecutive measurements was performed.

Immunostaining and histology — To monitor the structure of the
composite skin substitute, a fragment was processed by routine
histology techniques.

An immunohistochemical study on paraffin sections
characterized the presence of laminin and collagen type IV
(DAKO, Carpinteria, CA, USA).

JBT J Bras Transpl. 2006; 9:540-543
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Antibodies were detected with LSAB+ - HRP (DAKO),
followed by diaminobenzidyne (DAB, DAKO), and hematoxylin
counterstaining.

RESULTS

Composite skin substitutes” biopsy showed a stratified epidermis with
presence of laminin and type IV collagen at the dermo-epidermal
junction, as well as a complete acellularized dermis maintaining
its original structure (Figure 1). To the application, grafts had
approximately the same size of each ulcer. After the graft application,
the integration of the composite skin substitute was visually
recognizable, in both patients. The graft adhered to the underlying
wound within 5 days. Patients referred pain reduction. They did not
present any complain and no adverse or side effects related to the
application were noticeable upon clinical examination.

Case 1 —One month after the application of the skin substitute, the
ulcers’ diameters reduced from 10.15 cm? to 2.82 cm? and from
11.00 cm? to 7.00cm?, representing a reduction rate of 72.21% and
36.36% respectively.

Case 2 — After 1 month of the composite skin substitute application,
the area of the ulcers reduced from 10.65 cm? to 4.16 cm?, and from
6.35cm?t0 5.34 cm?. The reduction rate were repectively: 60.93%
and 15.90%. The third and smaller ulcer (0.70 cm?) completely
healed. (Figure 2).

Figure 1: A) Human acellular dermis — Immunohistochemistry to collagen
IV. Reactivity can be observed at the dermo-epidermal junction (*) and the
vascular wall. Scale bar 1pm. 100x

B) Composite skin substitute. Hematoxyllin Eosin X 100. It can be observed
a stratified and differentiated epidermis with formation of a corneal layer (3).
Scale bar 1pm. 100x

Figure 2: A) Case 2 patient, before applying the skin substitute. B) Same
patient, 34 days after the application of the skin substitute, showing a size
reduction of the ulcer.
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Figure 3 — A) Case 1 patient, before applying the skin substitute. B) Same
patient, 43 days after the application of the skin substitute, showing a size
reduction of the ulcer.

DISCUSSION

The established treatment protocols to leg ulcers, including debridement,
compression therapy, and venous surgery optimized the wound healing
environment but did not stimulate healing directly®. New advances in
wound healing must provide an active stimulus to the wound.

Although split-thickness autograft remains an option, the pain at
the donor site, healing delays, infection and hypertrophic scarring
are a limitation for its current use??. The optimum characteristics of
a skin substitute are: 1. rapid attachment to the wound allowing the
revascularization; 2. provide a barrier against fluid loss and infection;
and 3. easy handling®. Additionally, it should be nonantigenic, with
minimal inflammatory or foreign body response and nontoxic®.

Although autologous culture keratinocytes may be useful to treat
leg ulcers and to provide a new epidermal surface, they are difficult
to handle, generating an epidermis subject to physical stress,
resulting in early graft loss, blistering and scarring®. The use of
composite skin grafts here described disclosed no adverse events,
made the manipulation of the graft easier, and increased the graft
integration. Preservation of the basement membrane complex at the
dermo-epidermal junction granted better mechanical properties of
the healing skin. Although treated patients did not completely heal
the ulcers in one month, their size had a significant reduction as
well as morbidity. It is relevant to emphasize that those were long
standing ulcers (5 and 10 years evolution), with larger than 5 cm?
area were considered refractory to traditional treatments. Prognostic
indicators of venous ulcers demonstrated that in subjects with a
greater than 5 cm2 only 40% healed baseline ulcer area with over
3 years duration, only 24% healed®. Additionally, patient 2 had a
history of injury (burn) in the affected leg, and the skin bed was
not optimum, surrounded by an atrophic skin, which could made
the graft taking more difficult.

On the other hand, the encouraging results described with other
composite skin substitute on leg ulcers (GraftskinTM)?% were
only attained with more than one application of graft. It is possible
that successive applications of the present composite skin substitute
may bring better results.

CONCLUSION

In this pilot study there were no side effect upon the application
of the graft, and it was demonstrated the feasibility of this skin
substitute to treat refractory leg ulcers. We are now engaged in
a randomized study with a more expressive humber of cases to
estimate the accuracy of such composite skin substitute on leg
ulcers compared to compression.
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RESUMO

Introducdo: As Ulceras de estase venosa de perna representam um desafio terapéutico associado a significativa morbidade e custo. Muitos
avancos tém sido realizados no desenvolvimento e aplicagdo de substitutos de pele biolégicos, mostrando que estes podem ser benéficos
para pacientes com queimaduras, Ulceras e outras lesdes de pele. Os queratindcitos autélogos cultivados tém demonstrado utilidade no
tratamento de Ulceras de perna, apesar da auséncia de componentes dérmicos poder comprometer seus efeitos e a qualidade da cicatriz.
Obijetivo: Avaliar o uso de um substituto composto da derme humana acelularizada e queratindcitos autélogos cultivados no tratamento
de Ulceras de perna. Métodos: Neste estudo piloto, dois pacientes com quatro Ulceras cronicas de perna foram tratados com substituto
de pele composto de derme humana acelularizada e queratindcitos autélogos cultivados durante um més. Resultados: As quatro Ulceras
tiveram uma reducédo de tamanho de 72,21%, 36,36%, 60,93% e 15,90% em um més de tratamento. Nenhuma reacdo adversa foi observada.
A histologia e a imuno-histoquimica mostraram que a derme acelular humana estava livre de células do doador, e o substituto composto
preservava a arquitetura normal de pele, incluindo componentes de membrana basal e epiderme estratificada. Conclusdes: Os resultados
preliminares sugerem que o substituto de pele composto pode ser uma alternativa para Glceras refratarias de perna.

Descritores: Ulcera Varicosa; Matriz Extracelular; Pele Artificial; Técnicas de Cultura de Tecidos; Técnicas de Cultura de Células.
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NOCARDIOSIS AND KIDNEY TRANSPLANTATION:
CASE REPORT IN A RECENTLY TRANSPLANTED PATIENT

Relato de caso de Nocardiose em transplante renal recente

Gustavo Navarro Betbnico', Emerson Nunes Costa?®, Clayton Santos Souza®, Kénio Dias Botelho?,
Hélio Teixeira?, Henrique Vieira Lima®®, Marcus Vinicius de Padua Netto**

ABSTRACT

The patient is a 47-year-old white woman who was on the hemodialysis from 1999 to 2002, when she received a cadaveric renal transplant
(deceased donor). The immediate postoperative immunosupression consisted of oral tacrolimus, predinisone and mycofenolato mofetil
(MMF), and her medications at that time of her admission were tacrolimus (5mg 12/12 h), MMF (1000mg 12-12 h), and predinisone (10mg/
day). After 8 weeks, the patient went to the hospital and she was admitted presenting fever (37,9°C), cough, malaise and vomiting. The
chest radiography revealed a mass in the left superior lobe, which was initially treated with levofloxacin associated to ceftriaxone. There
was partial improvement of the cough and total remission of the fever. The patient was discharged after 3 weeks of treatment in stable
condition, with negative blood and bronchial cultures. After ten days, she returned to the hospital with relapsed symptoms and a subcutaneous
purulent collection was detected in her left leg, and the culture of the drained material evidenced a filamentous microorganism, identified
as Nocardia sp, later specified as Nocardia asteroides. Treatment with sulfametoxazole-trimetroprin 800mg t.i.d was initiated, and after
five days, the patient was pyretic and treatment was kept for six months.

Keywords: Kidney Transplantation; Complication; Infection; Nocardia Infections; Immunosupression; Tacrolimus.

INTRODUCTION

A successful renal transplantation depends on a relationship
between attaining a sufficient immunossupression to avoid the
graft rejection and maintaining a sufficient level of immune
competence to protect the recipient from infections, which are
caused in transplant recipients by several and often unusual agents.t
Recently, reports on infections caused by Nocardia sp, an aerobic
actinomycete are becoming more common, probably related to the
more powerful immunosuppressive regimens.! It is estimated that
500 to 1000 new cases of nocardiosis occur in the US each year,
with 13% occurring in organ transplant recipients.?

Institutions:
1. Presidente Prudente Medical School — UNOESTE — Presidente Prudente — SP — Brazil CASE REPORT
2. Uberlandia Medical School - Uberlandia.

. . , . , , The patient is a 47-year-old white woman who was on hemodialysis
3. Presidente Antonio Carlos Medical School, UNIPAC — Araguari — Minas Gerais — Brazil

from 1999 to 2002, when she received a cadaveric renal transplant.

4. Catholic University of Brasilia-Distrito Federal - Brazil. The immediate postoperative immunosuppression consisted of oral

tacrolimus, predinisone and mycofenolato mofetil (MMF), and her
Address: medications at that time were tacrolimus (5mg 12/12, MMF 1000mg
Marcus Vinicius Padua Netto 12/12, prednisone 10mg/day, and furosemide 40mg/day. It was
Rua Marques P6voa, 513 apto 801 required her admission in the hospital two months after the transplant,
CEP: 38400 431 - Uberlandia - Minas Gerais — Brasil when she presented fever (37.9°C), cough, malaise and vomiting.
Telephone: 55 34 3236 3079 Also, she reported oliguria and her physical examination revealed no
E-mail: marcus@nanet.com.br signs of dehydration, normal blood pressure and no fever.

The cardiac examination was unremarkable, with no extra sounds
Recebido em: 15.03.2006 Aceito em: 31.05.2006 or murmurs. Lung examination was unspecific with bilateral ronchi,
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neck with no adenopathy and extremities without edema. Allograft
in the right lower quadrant of her abdomen was nontender. At the
date of the admittance in the laboratory, it was presented as follows:
leukocytosis, without anemia or diminished platelet counting,
serum lactate dehydrogenase 1173 Ul/dL, creatinine 1,6 mg/dL and
BUN 230 mg/dl, glucose 184 mg/dL. Chest radiography revealed a
left superior lobe mass, which was initially treated with levofloxacin
associated to ceftriaxone after collection of blood culture samples
(Fig 1). A flexible bronchoscopy was performed; no gross
endobronchial masses but purulent secretion were seen. Brushing
and washing were sent to citopathology and microbiology.

After antibiotic treatment, the cough was partially solved, the fever

545

disappeared and as the creatinine still increased, she underwent an
allograft biopsy that revealed acute tubular necrosis associated to
tacrolimus toxicity. She was discharged in stable condition after 3
weeks of treatment, with negative blood and bronchial cutures. Ten
days later, she returned to the hospital with relapsed symptoms and
persistent radiograph image, that time revealling a pulmonary cavity
(Fig 2), confirmed by chest CT scan (fig 3). Another series of blood
and bronchial cultures were performed and remained negative.
After one week, a subcutaneous purulent collection was detected
in the left leg and the culture of the draining material evidenced
a filamentous microorganism, identified as Nocardia sp, later
specified as Nocardia asteroides. Treatment with sulfametoxazole-
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trimetroprin 800 mg t.i.d was initiated and after five days the patient
was apyretic and treatment was maintained by 6 months.

Her immunossupressive regime was changed to cyclosporine 150 mg
b.i.d and blood levels were adjusted for the late post-transplant period.

DISCUSSION

Nocardiosis is a localized or disseminated infection caused by
soil-borne aerobic, gram-positive, variably acid-fast, filamentous
bacteria. Nocardia species are actinomycetes found in soil,
including sand, domestic dust and even swimming pools.?

Infections caused by Nocardia sp can be present in a variety of
clinical forms, including skin lesions,? pulmonary lesions, cerebral
abscess and ocular lesions occurring isolated or combined.*587
Infection can occur through inhalation but some reports skin
inoculation.® Nocardia asteroides is the most frequent human
pathogen, accounting for 80% to 90% of infections, and it is
associated to pulmonary, cutaneous, and disseminated disease.’®

Routine microbiological tests can identify other species such as
Nocardia. brasiliensis and Nocardia. otitidiscaviarium. Recently,
development of more specific tests turned possible the differentiation
of two subgroups of N. asteroides, which are considered distinct
species: N. farcinica and N. nova.

In the case here reported, the first pulmonary infection could be
related to Nocardia sp, but as previously reported, culture samples
containing Nocardia species can be prematurely discharged,
since they have a slow growth rate.’*** Another cause of persistent
negative cultures, specially in bronchial brushings, is the growth
of other microorganisms than Nocardia, which hide the appearance
of Nocardia colonies.’2

Approximately one-third of the cultured materials become positive
except for abscess or fistula material when isolation is more
frequent. This fact comes together with our findings, because the
diagnostic of Nocardia infection was only made after the metastatic
leg abscess appeared and the cultured material was positive.

Pulmonary nocardiosis has an incidence of 2 to 5% in kidney
transplant patients, and it can present acute, sub acute and chronic
forms, as nodules, cavities, and alveolar infiltration, including
resembling a typical bacterial pneumonia with or without pleural
effusion.® Our patient initially had pulmonary presentation and
good response to the used antibiotics turned correct the diagnostic
of usual pneumonia.

Major risk factors for nocardiosis include lympho-reticular neoplasm,
chronic obstructive pulmonary disease, systemic immunossupression
and others disorders associated with cellular immune dysfunction,
immunoglobulin deficiencies and leukocytes defects.*

Additional risk factors for nocardiosis in renal transplant patients
include the amount of rejections, age <10 or >40 years, high-dose
versus low-dose of prednisone, cadaveric versus living releted kidney
transplant, granulocytopenia, and uremia.*®* Our patient had * of these
risk factors: she was over 40 years, received a cadaveric renal transplant,
and she was on an increased immunossupressive regimen.

Recently, despite the prophylaxis with sulfametoxazole-
trimetroprin, incidence of Nocardia infections in transplant patients
seems to be increasing.

Some reports suggest that more aggressive immunossupression
regimens, mainly the combination of tacrolimus and MMF are
responsible by the increasing incidence of the disease.® Although
the exact mechanism is not known, it has been demonstraded that
tacrolimus interacts with MMF to produce increasing levels of
mycophenolic acid, the active metabolite of MMF.® Patient was
receiving tacrolimus and MMF, and such combination must be
considered a factor in the development of her nocardial infection.

The disease has variable incidence, and it decreased after the
prophylaxis with sulfametoxazol-trimetroprin was routinely
initiated, although in some related cases, trimethoprim-
sulfamethoxazole given as prophylaxis against Pneumonystis
carinii pneumonia and/or urinary tract infection was not effective
for nocardia in patients on tacrolimus regimen.812

RESUMO

Introducédo: Paciente de 47 anos, branca, mantida em terapia renal substitutiva de 1999 até 2002, quando recebeu transplante renal de
doador cadaver. A terapia imunossupressora inicial constava de tacrolimus, prednisona e micofenolato mofetil (MMF). No momento da
internacdo, as doses utilizadas eram respectivamente: 5mg 12/12h de tracolimus, 1000mg 12/12h de MMF, 10mg/dia de prednisona e
40mg/dia de furosemida. Apos oito semanas, a paciente procurou o hospital e foi internada com quadro de febre (37,9°C), tosse, mal-
estar e vomitos. Foi solicitado RX de tdrax, que revelou uma massa no lobo superior esquerdo, inicialmente tratado com levofloxacin
associado a ceftriaxone. Houve melhora parcial do quadro de tosse, com remisséo total da febre. A paciente recebeu alta ap6s trés semanas
de tratamento em boas condigdes, com todas as culturas negativas. Passados dez dias, a paciente retornou ao hospital com 0s mesmos
sintomas anteriores, tendo sido encontrada cole¢do purulenta subcutanea na perna esquerda, que foi drenada, e o material coletado foi
enviado para exame. Foi evidenciado um microorganismo filamentoso identificado como Nocardia sp, posteriormente especificado como
Nocardia asteroides. Foi iniciado tratamento com sulfametoxazol-trimetroprin 800mg 12/12h, e apds cinco dias, a paciente ja se mostrava
afebril e o tratamento foi mantido por seis meses.

Descritores: Transplante Renal; Infeccdo; Nocardiose; Imunossupressdo, Tacrolimus.
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foram tratados com ciclosporina e corticosterdides; assim, a freqliéncia de reagGes adversas mostradas a seguir inclui a administracao do
sirolimo em associagao a ciclosporina e corticosterdides. Em geral, os eventos adversos relacionados a administragao de sirolimo foram
dependentes da dose/concentragdo. A seguir descrevemos os eventos adversos que ocorreram com maior freqiiéncia: linfocele; edema
periférico, cicatrizagdo anormal; edema; febre; infecgdes fungicas, virais e bacterianas (como infecgdes por micobactéria, virus Epstein-
Barr, CMV e Herpes zoster); herpes simplex; sepsis; taquicardia; tromboembolismo venoso; dor abdominal; diarréia; estomatite; anemia;
hipercolesterolemia; trombocitopenia; hipertrigliceridemia; leucopenia; neutropenia; plrpura trombocitopénica trombética/sindrome urémica
hemolitica; hipocalemia; aumento da DHL; alteragdes nas provas de fungao hepética; aumento da TGO; aumento da TGP; artralgia; necrose
0ssea; epistaxe; pneumonia; pneumonite; acne; erupgdo cutanea; infeccdo do trato urindrio; pielonefrite; doenga pulmonar intersticial;
hepatotoxicidade e cicatrizagdo anormal. POSOLOGIA: Inicia-se o tratamento com Rapamune® (sirolimo) em associagao a ciclosporina e
corticosteroides. Rapamune® (sirolimo) deve ser administrado por via oral uma vez por dia. A dose inicial de Rapamune® (sirolimo) deve
ser administrada assim que possivel apds o transplante. A reducao e retirada da ciclosporina é recomendada entre 2 e 4 meses ap6s 0
transplante em pacientes com risco imunoldgico baixo a moderado. Tratamento com Rapamune® (sirolimo) e ciclosporina: Receptores
transplantados de novo: uma dose de ataque igual a 3 vezes a dose de manutengdo. Recomenda-se a dose didria de manutengdo de 2 mg
para pacientes transplantados renais, com dose de ataque de 6 mg. Tratamento com Rapamune® (sirolimo) apds a retirada da ciclosporina:
Entre 2 a4 meses apds o transplante, a ciclosporina deve ser progressivamente descontinuada por 4 a 8 semanas, e a dose de Rapamune®
(sirolimo) deve ser ajustada a fim de obter niveis de concentragdes sangiiineas minimos variando de 12 a 24 ng/ml (método cromatografico
HPLC - UV). Atencao cuidadosa deve ser feita aos sinais/sintomas clinicos, biopsia e pardmetros laboratoriais. Como a meia-vida do
sirolimo é longa, ajustes freqlientes da dose de Rapamune® (sirolimo) baseados nas concentragdes fora do estado-de-equilibrio do
sirolimo podem levar a superdosagem ou subdosagem. Uma vez ajustada a dose de manutengao de Rapamune® (sirolime), os pacientes
devem ser mantidos na nova dose de manutengéo por, pelo menos, 7 a 14 dias antes de ajuste adicional da dosagem a partir da monitorizagao
da concentragdo sanglinea. Deve-se considerar uma dose de ataque em adi¢do a uma nova dose de manutengdo quando for necessario
aumentar de modo consideravel as concentragdes minimas de sirolimo: dose de ataque de Rapamune® (sirolimo) = 3 x (nova dose de
manutencao — dose atual de manutengdo). A dose maxima diaria de Rapamune® (sirolimo) ndo deve exceder 40 mg. Se uma dose didria
estimada excede 40 mg devido a adi¢ao de uma dose de ataque, a dose de ataque deve ser administrada em 2 dias. As concentragdes
minimas sangiiineas de sirolimo devem ser monitorizadas pelo menos 3 a 4 dias ap6s a(s) dose(s) de ataque. Recomenda-se que o
sirolimo seja administrado 4 horas apés a administracdo da ciclosporina solugdo oral e/ou capsulas. Uso Pediatrico: Recomenda-
se a monitoriza¢do dos niveis minimos do sirolimo no sangue total se 0 medicamento for usado em pacientes pediatricos com menos de
13 anos. A dose inicial de ataque deve ser de 3 mg/m? em pacientes com 13 anos ou mais que pesam menos de 40 kg. Deve-se ajustar a
dose de manutencgao, de acordo com a drea de superficie corporea, para 1 mg/m?dia. Use em Idesos: Nao é necessario ajustar a dose em
pacientes idosos. Pacientes com Insuficiéncia Hepatica: Recomenda-se redugdo da dose de manutencdo do sirolimo em aproximada-
mente um ter¢o da dose. Nao é necessario modificar a dose de ataque do sirolimo. Pacientes com Insuficiéncia Renal: N3o é necessario
ajustar a dose em pacientes com insuficiéncia renal. Monitorizagdo da Concentragdo Sanguinea: Na maioria dos pacientes ndo é
necessaria a monitorizacao de rotina dos niveis terapéuticos do medicamento. Os niveis sanguineos do sirolimo devem ser monitorizados
em pacientes pediatricos, em pacientes com insuficiéncia hepatica, durante a administragao concomitante de inibidores e indutores da
CYP3A4 e da glicoproteina P, se a dose da ciclosporina foi reduzida consideravelmente ou descontinuada. Recomenda-se que pacientes
que estdo passando de Rapamune® (sirolimo) solucdo oral para drdgeas na base de mg por mg tenham a concentragao de sirolimo
sanguineo em 1 ou 2 semanas apds a mudanca de formulagao a fim de confirmar que a concentragao esteja dentro da faixa recomendada.
Orientacdes para Diluicao e Administracdo de Rapamune® (sirolimo) Solugdo Oral: Sirolimo deve ser administrado exclusivamente
por via oral. Sirolimo deve ser tomado regularmente com ou sem alimentos para minimizar a variagao da absor¢ao do medicamento.
Sirolimo deve ser diluido apenas em &gua ou suco de laranja, somente em copgs de plastico ou vidro. Nao usar suco de pomelo (grapefruit)
ou qualquer outro liquido para diluir o sirolimo. VENDA SOB PRESCRIGAO MEDICA . Registro MS - 1.2110.0117. Informagdes adicionais
disponiveis aos profissionais de saude mediante solicitacdo: Laboratérios Wyeth-Whitehall Ltda. Rua Dr. Renato Paes de Barros, 1017,
109dandar - Edificio Corporate Park Itaim Bibi, Sdo Paulo - SP - CEP 04530-001. Para informagdes completas, consultar a bula do
produto.
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A imagem é meramente ilustrativa. Trata-se da imagem de biopsia de um paciente do estudo RMR em
Regime de Manutencéo de Rapamune® (sirolimo) (RMR) no més 36 pos-transplante, com uma pontuagao
total CADI de 3,0. Neste estudo, aos 36 meses, as pontuagdes médias CADI foram 4,70£1,86 no grupo
RAPA+CsA+ST (n=31) e 3,20 +1,85 no grupo RAPA+ST (n=32). Nesta andlise foram incluidos apenas
pacientes com bidpsias em sequéncia no periodo basal, aos 12 e 36 meses.® A avaliagéo das biopsias
pelos patologistas pode apresentar variagdes.

Estudo RMR: Resultados de 3 Anos'??
Referéncias:
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Sirollimus-b.ased th?]rgpy folllowing ggrly
1 1 cyclosporine withdrawal provides
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GFR 55 mL/min GFR 67 mL/min g Oberbauer R, Segoloni G, Campistol

JM, etal. Early cyclosporine withdrawal
from a sirolimus-based regimen results

* P<0,001 * P=NS i i
TCsA foi retirada 2 a 4 meses ap6s o transplante TCsA foi retirada 2 a 4 meses ap0s o transplante ',’;nt;??Legc[ﬁ,”na;tﬂgoﬂfﬁhi“;ﬁ;vﬁi'rﬁn”s‘f
*Pacientes em tratamento $Exclusive perda no acompanhamento plantation. Transplant International. 18
(2005) 22-28. §
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Um Regime de Manutencdo com Rapamune® (sirolimo) (RMR) resultou g
= : T : 1,2 : Informacdes para prescri¢ao no corpo des-
em fL_mge_lo renal significativamente melhor'? e comprometimento renal ta edigao. Inormagdes adicionais a dispo-
significativamente menors aos 3 anos. 123 sigdo da classe médica mediante solicita- &
o . . ¢do. Venda sob prescricdo médica. Regis- Z
Rapamune® (sirolimo) - Proporciona aos seus pacientes, excelente tro MS -1.2110.0117 «

sobrevida do enxerto. 123
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