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EDITORIAL

JBT - J Bras Transpl, S&o Paulo. V.11, n.3, p. 937-980, jul/set 2008

Diversidade, informacao e loucura

H& alguns anos, num editorial da prestigiada
revista Journal of Clinical Investigation, L. Turka
utilizou uma frase de William Shakespeare que dizia
“Though this be madness, yet there is method in it”
(Hamlet, ato 2, cena 2). Com a citagéo o editor aludia
a grande diversidade de temas abordados pela revista,
que para quem conhece, € mesmo uma loucura que
vale a pena ler.

De certa forma, guardadas as devidas proporcdes,
0 nosso JBT também apresenta uma grande variedade
de temas, exemplificados neste nimero.

Goldman e cols elaboraram estudo prospectivo para
avaliar a eficacia da colangioressonancia magnética
(CRM) como método de deteccdo de complicacdes
biliares pds-transplante hepatico ortotopico (TxH) e
concluiram que a CRM é um método nédo-invasivo
que fornece informacdes anatomicas detalhadas a
respeito da arvore biliar. Os autores recomendam o
procedimento para deteccdo de complicacGes biliares
pos TxH, tanto como modalidade de rastreamento,
como no diagnastico e no planejamento de intervengdes
terapéuticas.

Machado e cols estudaram 228 receptores de TxH
com objetivo de avaliar o efeito das medidas pré-
operatdrias de forca de musculatura respiratoria no
resultado do TxH e observaram que pacientes com
pressdo inspiratria maxima baixa apresentam maior
mortalidade ap6s o TxH.

Saindo da é&rea cirurgica, Mendes e cols tentaram
identificar o conhecimento de usuarios do Sistema
Unico de Saude (SUS), sobre doagdo de 6rgéos,
visando implementar uma estratégia educativa. Apos

entrevistarem 100 individuos os autores constataram
que 33% dos usuarios se consideram potenciais
doadores, 40% sdo doadores, 13% s&o ndo-doadores
e 14% sdo doadores ndo-conscientizados. Interessante
que 21% dos individuos entrevistados, apresentaram
concepcdes errbneas sobre 0s 6rgaos a serem doados e
4% nao foram capazes de mencionar sequer um 0rgao
para transplante. A concluséo dos autores € de que ainda
h& muito para ser feito com o intuito de melhorar a
consciéncia e o conhecimento do publico sobre doagédo
e transplante de 6rgédos e recomendam aos provedores
da saude incentivarem os usuarios dos servicos de salide
a falarem sobre o assunto.

Passando para a pesquisa basica, Carvalho e
cols apresentam como racional a utilizacdo da
5-bromodeoxiuridina (BrdU), incorporada pelas
celulas durante a mitose e identificando as células em
proliferacéo, e tentam estabelecer um protocolo para
marcacéo de células tronco da medula 6ssea (CTMO).
A conclusdo do estudo foi que apds um periodo de
incubacdo de 16hs a BrdU é a melhor opg¢édo para
evidenciar a atividade proliferativa das CTMO, e
sugerem que seu uso seja incluido na rotina de terapia
celular para avaliacdo progndstica do potencial de
integragdo no tecido transplantado.

No campo experimental, Vasconcelos e cols
avaliaram aspectos funcionais e histoldgicos de tecido
ovariano auto-implantado em posic&o heterotdpica, com
objetivo de poder preservar a fun¢do gonadal em casos
de ooforectomia. Utilizando ratas com ciclos estrais
normais, os autores implantaram ovarios inteiros ou
fatiados no retroperitdneo e observaram que o auto-
implante ovariano no retroperitonio na forma fatiada



apresentou melhor preservacéo morfofuncional do que
quando implantados inteiros.

Finalmente, Santos e cols relatam o caso de um
receptor de transplante de medula 6ssea alogénico com
manifestacdo oral cronica tardia de Doenga da Enxerto
Contra o Hospedeiro (GVHD), e discutem o papel dos
prestadores de cuidados de salde oral no diagndstico
precoce e manejo da doenca.

Para o editor, a leitura obrigatoria dessa “loucura” de
variedade de assuntos possibilita um novo aprendizado
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sobre temas alheios a area habitual de conhecimento e
permite desenvolver uma visdo ampla das atividades
cientificas desenvolvidas no pais. Para o leitor,
proporciona a oportunidade de informar-se dentro
de sua area especifica e também adquirir mais
conhecimento em &reas correlatas. Entretanto, como
dito por Shakespeare, mesmo sendo loucura, é preciso
de método para aproveita-la.

Mario Abbud Filho
Editor chefe do JBT
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ESTUDO CINETICO DA INTERACAO DE 5-BROMODEOXIURIDINA NAS CELULAS
MONONUCLEADAS: CD45+ E CD34- PARA TERAPIA CELULAR MODELO
EXPERIMENTAL EM MURINOS

KINETIC STUDY OF THE 5-BROMODEOXIURIDINE INTERACTION WITH MONONONUCLEATED
CELLS: CD45+ AND CD34- FOR CELL THERAPY AN EXPERIMENTAL MURINE MODEL

Katherine Athayde Teixeira de Carvalho™3, Julio César Francisco®, Rossana Baggio Simeoni?, Larissa Zocche', Ana Carolina
Irioda?, Jeane Edwiges Ruvinski?, Ricardo Correa Cunha®, Leila de Oliveira*

RESUMO

A 5-bromodeoxiuridina é uma substancia marcadora analoga da timidina que permite a realizacéo de técnicas como a imunocitoquimica
e utilizada para identificar as células que se proliferam na fase S do ciclo celular. Objetivo: Estabelecer protocolo do tempo de incubagéo
para marcacdao celular com a 5-bromodeoxiuridina de células-tronco mononucleadas derivadas da medula ¢ssea através de estudo cinético
para sua utilizagdo na bioengenharia tecidual. Métodos: 16 ratos machos da linhagem Wistar com peso médio de 300g foram utilizados. A
coleta do sangue da medula ¢ssea foi realizada através de pungao-aspirag@o da crista iliaca. O isolamento das células-tronco derivadas da
medula dssea (fragdo mononucleada) foi feito através do gradiente de densidade (d=1,077). As suspensdes de células-tronco mononucleadas
da medula 6ssea (CD45+ e CD34-) foram incubadas com 5-bromodeoxiuridina na concentragao final de 10 mM a 37° C em periodos pré-
estabelecidos de 1h, 5h, 16h e 24h ¢ para cada amostra obtida, seguidos do método de imunofluorescéncia direta. Resultados: Em todos 0s
periodos de incubag@o a marcagao positiva para 5-bromodeoxiuridina foi observada, demonstrando-se células em replicagdo em atividade
proliferativa naquelas suspensoes; mas a partir das 16hs, as marcag¢des foram em maior nimero e mais evidentes (55%+4%, 16h e 53+6%,
24hversus 12%=3, 1h e 23+4, 5h). Conclusdes: Os periodos de incubagéo BrdU para células-tronco da medula dssea (fragdo mononucleada)
a partir de 16hs demonstraram ser a melhor opgao para evidenciar a atividade proliferativa, sugerindo seu uso incluido na rotina de terapia
celular na avaliacdo prognostica do potencial de integracao no tecido transplantado e substituindo a timidina radioativa.

Descritores: Células-tronco, Medula Ossea, Terapia Celular,

INTRODUCAO

Nos tltimos anos, a medicina regenerativa também chamada de
engenharia tecidual vem desenvolvendo e abrindo perspectivas
inovadoras para o tratamento de varias doengas, visando a substituicdo

Instituicdes: , ~ . . . :
¢ o i ) o ) - de células mortas ou nao funcionais por células-tronco de diversas
' Faculdades Pequeno Principe e Instituto Pelé Pequeno Principe de Pesquisa — Curitiba / . devid ial . E Lo .
PR — Brasil origens, devido ao seu potencial regenerativo. Essa nova tecnica esta

sendo aplicada em um amplo espectro de doencas humanas, incluindo
muitos tipos de canceres, doencas neurologicas como Parkinson,
injurias na medula espinhal, diabetes e miocardiopatias.!

2 |nstituto de Ciéncias Bioldgicas e da Sadde, da Pontificia Universidade Catdlica do Parand
(ICBS-PUCPR) — Curitiba / PR — Brasil

3 Divisdo de Bioprocessos do Departamento de Engenharia da UFPR — Curitiba / PR —

Brasil Em relacdo as células-tronco da medula 6ssea (CTMO), a grande
4 Hospital de Clinicas da UFPR — Hematologia/Imunofenotipagem — Curitiba / PR — Brasil vantagem de sua utilizacdo ¢ sua facilidade de obtencdo por
aspiracdo da medula d6ssea do proprio paciente, o que possibilita
o transplante autdlogo, eliminando a busca de doadores e efeitos
adversos da terapia imunossupressora.

Endereco para correspondéncia:
Katherine Athayde Teixeira de Carvalho

Al. Carlos de Carvalho, 655 — 1405 — Curitiba / PR — CEP: 80430-180 — Brasil
Tel./Fax: (41) 3223 1689
E-mail: katherincarv@gmail.com

Recebido em: 25.08.2006 Aceito em: 20.08.2008
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As CTMO sao capazes de proliferar gerando copias de si mesmas
para sua manutengao, ou de se diferenciarem gerando descendentes
maduros e especializados.

Células-tronco adultas surgem na fase tardia da embriogénese e do
desenvolvimento fetal, sendo pluripotentes.?
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modelo experimental em murinos

Essas células-tronco adultas, quando isoladas da medula o6ssea
(MO) adulta possuem duas linhagens. A linhagem hematopoiética,
contendo células mononucleadas (1-2% do sangue da medula total)
apresentando precursores de células endoteliais e hematopoiéticas e
a linhagem mesenquimal (<0,05% do sangue da medula total) que
possui precursores com pluripotencialidade para células derivadas
do mesoderma.>*

As células-tronco mesenquimais e pluripotentes da MO necessitam
ser expandidas in vitro para obteng¢do de maior quantidade e,
na dependéncia do meio, possuem capacidade de diferenciacio
em linhagens miogénicas, osteogénicas, condrogénicas e
adipogénicas.>® Muito recentemente, foi observado que células-
tronco mesenquimais da medula 6ssea (CTMMO) in vitro podem
adquirir caracteristicas fenotipicas e genotipicas de células
precursoras neuronais, quando em meio condicionado.’

As CTMO possuem a propriedade de plasticidade, que confere
a possibilidade de expressar caracteristicas de outras linhagens
celulares e com potencial de auto-regeneracdo, havendo
possibilidade de mobilizacdo destas células-tronco da medula
Ossea para a circulagao através de agdes de farmacos, como o fator
estimulante de granulécitos.®

Considerando-se que popula¢des diferenciadas de células
nos vertebrados ndo sdo permanentes e que as células estdo
continuamente sendo substituidas por células funcionais, elas sdo
produzidas durante a vida adulta para manuteng¢ao da homeostase;
a terapia celular foi introduzida para otimizar este processo, que
na maioria das vezes ¢ insuficiente para o reparo do tecido e para
restituir sua funcionalidade. Na homeostase, por simples duplicagao
de células diferenciadas, essas células se dividem para dar outras
células-filhas do mesmo tipo: por divisao celular ou por geragdo a
partir de células-tronco relativamente indiferenciadas, através de
um processo que envolve ativacdo e inativacdo de genes para as
mudangas fenotipicas celulares.

O ciclo celular ocorre em duas etapas. A primeira ¢ a fase GI,
que corresponde ao periodo de crescimento celular e executa
suas funcdes; a segunda ¢ a fase S, que determina o inicio de
duplicagdo e/ou replicagio do DNA: a mitose. E na fase S de
duplicagdo e/ou a replicagdo dos cromossomos, que a utilizagdo
de 5-bromodeoxiuridina (BrdU) ¢é incorporada, identificando as
células em proliferacdo, ou seja, durante a mitose, sendo a BrdU
uma substancia analoga da timidina.>!°

Varios autores descrevem trabalhos sobre a simplicidade das
técnicas de BrdU como marcador e a conseqiiente aplicacdo dessa
técnica na area de genética para a identificagdo cromossdmica.

Assim como a timidina, a BrdU ¢ incorporada pelas células durante
a fase S da mitose, marcando estas células em proliferacdo e sua
progénie. Essa marcacdo pode ser visualizada através de técnicas
imunocitoquimicas e o uso de radiois6topos, como a timidina.**

Muitos estudos demonstraram que as células-tronco relacionadas a
cicatrizacdo e regeneracao tecidual sdo normalmente recrutadas para
aregido afetada por mecanismos especificos envolvendo moléculas
de citocinas de matriz extracelular e proteinas de adesao.

A terapia celular emerge como opgao terapéutica, visando retardar
ou descartar a necessidade de transplante de 6rgdo total e em varios
tecidos, como no caso de faléncia cardiaca a semelhanga do que
foi ja estabelecido em doengas hematologicas: anemias falciformes
e leucemias.’®

No entanto, para afirmar que essas terapias com célula-tronco
sdo, de fato, procedimentos seguros e eficazes, ha necessidade
de se estabelecer critérios de seguranga para seu potencial uso
clinico.!® Para haver melhor progndstico na terapia celular, é de
fundamental importancia que as células transplantadas estejam na
fase proliferativa, condicdo basica para sua integragao no tecido
transplantado, assim como suas condi¢des de integridade celular,
com avaliagdes de indices de apoptose, viabilidade, estadiamento
genético para identificar: alteragcdes morfologicas, atipias celulares,
instabilidade e anormalidades cromossomicas e elevada atividade
de telomerases.”

O objetivo deste trabalho ¢é estabelecer o protocolo do tempo de
incubagdo para marcacao celular com a BrdU de CTMO - fragdo
mononuclear - através de estudo cinético para sua utiliza¢do na
bioengenharia tecidual.

METODOS

Todos os procedimentos experimentais para este estudo seguiram
as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal. Foram
utilizados dezesseis ratos machos da linhagem Wistar com peso
médio de 300g, tendo sido distribuidos em quatro grupos de modo
equanime entre os periodos pré-estabelecidos de incubagao.

Obtengdo de CTMO — fracdo mononuclear: Para obtencdo do
sangue da MO dos ratos foi utilizado o método de pungao-aspiracao
precedido de anestesia: Ketamina S0mg/Kg e Xilazina 10mg/Kg.
Os animais foram colocados em posi¢ado de dectbito lateral com a
perna superior flexionada e a inferior reta. A pungao-aspiragao foi
realizada na crista iliaca posterior do fémur com seringa de SmL
heparinizada com agulha 25X7mm,; foi coletado cerca de OlmL de
sangue da MO de cada rato e as seringas foram identificadas.

Isolamento de CTMO — fragao mononuclear: O sangue obtido apds
a puncao-aspiragao da MO foi levado sob fluxo laminar em cabine
de seguranga bioldgica de classe II. Todas as solugdes utilizadas
no processo foram rigorosamente controladas quanto a esterilidade
€ composigao.

No isolamento de CTMO — fracdo mononuclear - utilizou-se o
gradiente de densidade (d=1,077, Ficoll-Hypaque-SIGMA) e o
Meio de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM-GIBCO-BRL)
suplementado com 1% de antibidtico (penicilina e estreptomicina)
e 20% de solugdo tampao. O material coletado foi adicionado em
9 mL de meio IMDM e foi acrescentado 3 mL de Ficoll-Hypaque
e entdo centrifugado por 40 minutos a 400g em temperatura de
18° C. Apds a centrifugacdo, foram aspirados 5 mL da camada de
plasma junto ao meio e descartados, seguido de remogao cuidadosa
do anel de CTMO - fragdo mononuclear — tendo sido transferido
para outro tubo de 15 mL, completando-o com o meio, seguido de
centrifugag¢do a 400g por 10 minutos. O sobrenadante foi entdo
desprezado e o precipitado foi re-suspenso no meio IMDM e
novamente centrifugado a 400g por 10 minutos, tendo sido retirado
e desprezado o sobrenadante ’® A seguir, a contagem direta de células
foi realizada no hemocitdmetro com auxilio do azul de Trypan. As
amostras de células foram submetidas a imunofenotipagem com
auxilio de citometria de fluxo para os marcadores CD45 e CD34 ¢
caracterizacao destas como CD45+ ¢ CD34- (Clone OX-1 e Clone
581, Becton-Dickson).

Marcacdo de Células em Suspensdo com a BrdU: As células
foram re-suspensas no meio IMDM e acrescentada diretamente a
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BrdU (SIGMA) na concentracao final de 10 mM. As células foram
incubadas nos periodos pré-estabelecidos: 1h, 5h, 16h e 24h e para
cada amostra obtida em estufa de CO, a 37°C. Apds o término de
cada incubagdo, foi centrifugado por 10 minutos em temperatura
ambiente a 300g e o precipitado foi re-suspendido.

Imunofluorescéncia Direta: Retirada amostra de 12pL de um
centrifugado de citospin de cada concentrado celular em uma
lamina. Logo apds, esla foi colocada no freezer com metanol por
30 minutos. Incubou-se em 0,07N de hidréxido de sddio (NaOH)
por dois minutos, sendo entao lavado com tampao fosfato por cinco
minutos; apos, o pH foi alcalinizado para 8,5 visando neutralizar
a base. Seguiu-se de lavagem em tampao fosfato por trés vezes
sob agitagdo durante cinco minutos. Diluiu-se o Anti-BrdU-FITC
(SIGMA) e a amostra foi incubada por 30 minutos em cdmara
umida em temperatura ambiente. Apds 30 minutos, foram lavados
em agua destilada e as 1aminas montadas com fluormonte seguidas
de vedagdo e observagdo em microscopio de fluorescéncia. Cada
amostra foi avaliada em 10 campos aleatorios por dois examinadores
e com as mesmas objetivas 20x e 40x; sendo o resultado a média
dessas observagoes.

Controle positivo: Para o controle positivo, 0 mesmo procedimento
foi realizado do em células do produto de co-cultivo de mioblastos
esqueléticos e CTMMO mantidas por 14 dias em meio para
prolifera¢do.’® As laminas foram analisadas em microscopio de
imunofluorescéncia (Olympus-Modelo 1X-70).

RESULTADOS

Nas suspensdes de CTMO — fragdo mononuclear (Figura 01) -
incubadas em suspensdo por lh e 5 h foram observadas raras
marcac¢des com BrdU (Figura 02), enquanto nas suspensdes
incubadas por 16h e 24h (Figura 03) obteve-se marcacdes
fortemente positivas e em maior nimero para BrdU (55%+4%,
16h e 53+6%, 24h versus 12%=3, 1h e 23+4, 5h). Nas células do
controle, produto do co-cultivo também houve forte marcagao das
células com BrdU (> 62%)).

DISCUSSAO

Neste estudo, demonstrou-se que a técnica com BrdU ¢é capaz
de identificar células de CTMO — fragdo mononuclear; uma vez
que estas células foram marcadas, sugerindo que essas células
estariam em atividade proliferativa, pois foi possivel marcar células
provenientes de co-cultivo sabidamente em proliferagao.

Como a BrdU ¢é uma substancia marcadora da fase S do ciclo
celular, ela marca qualquer tipo de célula, bastando estar na fase
de proliferacdo. A marcacao com BrdU pode ser usada para a
andlise prognostica do potencial de integragdo dessas células no
tecido transplantado, sendo que essa fragdo ja ¢ utilizada como
tratamento estabelecido em doencas hematoldgicas e em modelos de
miocardiopatias ao nivel de pesquisa clinica em seres humanos.

Neste estudo, na incubacao de BrdU em periodo de 1h, escassas
marcagdes positivas foram observadas; isso nos sugere uma baixa
eficiéncia na marcagao durante esse periodo, e ndo o recomendamos;
porém, alguns pesquisadores relatam que células em cultivo por
17h e depois de incubadas com BrdU por 1h a 2h, demonstraram
condensagio do cromossomo, assim como por um periodo de 5h.*®
Nossa observagdo de um niimero maior de células se replicando
com identificagdo de marcagdo mais forte foi a partir de 16h de
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Figura 1. Exemplo de Imunofenotipagem da Fragdo Mononucleada: CD45+
e CD34-.
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Figura 2. 1h de Incubagdo com BrdU. 400 x microscopia de fluorescéncia.
com marcagdo da BrdU.

Figura 3. 24 h de Incubagao de BrdU. 200x microscopia de fluorescéncia.

incubagdo com BrdU e enfatizando: em células ndo cultivadas.
Outros autores demonstraram uma marcacao efetiva quando as
células sdo retiradas do cultivo celular em meio de proliferagdo
ou integradas no tecido transplantado, sendo descrita marcagdo
positiva com incubagdo de cardiomidcitos provenientes de cultivo
com BrdU por 48hs in situ apds quatro semanas de transplante no
miocardio receptor.?
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CONCLUSOES para evidenciar a atividade proliferativa, sugerindo que seu uso
seja incluido na rotina de terapia celular na avaliagdo prognostica
do potencial de integragdo no tecido transplantado e substituindo

a timidina radioativa.

Os periodos de incubagdo da BrdU para as CTMO - fracdo
mononuclear - a partir de 16hs demonstraram ser a melhor opgéo

ABSTRACT

The 5-bromodeoyuridine is an analogous marker for the timidine, allowing to perform techniques such as immunocitochemstry, and widely
used also to identify cells that proliferate in phase S of the cellular cycle. Purpose: The aim is to set the protocol to set the time of incubation
to cell marker using the 5-bromodeoxyuridine of mononuclear bone marrow derived from stem cells through a kinetic study focusing the
use in tissue bioengineering. Methods: 16 male Wistar rats with weight of 300g were used. The bone marrow stem cells gathering was
carried through the iliac crest punction-aspiration. The isolation was through the density gradient (Ficoll-Hypaque). Bone marrow stem
cell (CD45+ and CD34-) suspensions were incubated with 5-bromodeoxyuridine in the final concentration of 10mM to 37° C in the settled
periods of 1, 5, 16, and 24h for each sample, and followed by direct immunofluorescence. Results: All incubation periods of such cells had
a positive marking for the 5-bromodeoxyuridine, meaning evidences in the proliferation phase of these cell suspensions, but from 16h on,
we have demonstrated a better marker (55%+4%, 16h and 53+6%, 24h versus 12%=3, 1h and 23+4, 5h). Conclusions: The best incubation
time for mononucleated cells was that of 16hs seeking to use such marker for those cells, and this protocol could be adopted in the routine
analysis of the cell sampling for the cell therapy, being able to perform a prognostic for the cell integration potential predictor in the host

tissue as well substituting the radioactive thimidine.

Key words: Stem Cells, Bone Marrow, Tissue Therapy,
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EFEITO DA FORCA DA MUSCULATURA RESPIRATORIA PRE-OPERATORIA NO
RESULTADO DO TRANSPLANTE DE FiIGADO

Effect of preoperative respiratory muscle strength on he liver transplant outcome

Carla da Silva Machado, Paulo Celso Bosco Massarollo, Eliane Maria de Carvalho, Maria Rita Montenegro Isern, Poliana de
Andrade Lima, Sérgio Mies, Aldo Junqueira Rodrigues Jr.

RESUMO|

Objetivo: Avaliar o efeito das medidas pré-operatérias das pressdes inspiratoria maxima (PImax) e expiratoria maxima (PEmax) no
resultado do transplante de figado (Tx). Métodos: Foram estudados retrospectivamente 228 pacientes submetidos a primeiro Tx eletivo.
Os pacientes foram classificados conforme a ocorréncia de valores absolutos de pressdo respiratoria menores ou iguais a 50 cm H,O.
As variaveis estudadas foram: tempo de ventilagdo mecanica pos-operatdria, necessidade de re-intubagdo orotraqueal ou de ventilagdo
mecénica ndo-invasiva, tempo de internacio e sobrevida. Resultado: Os resultados mostraram que os valores observados de PImax e
PEmax estavam abaixo de 50 cm H20 em 19,7% (45/228) e 14,5% (33/228) dos pacientes, respectivamente. A freqiiéncia de obito até seis
meses apos o transplante foi de 26/183 (14,2%) nos pacientes com PImax > 50 cm H,O e de 15/45 (33,3%) nos pacientes com PImax mais
baixa (p=0,003). A sobrevida de 1, 3 e 5 anos foi 84%, 77% e 71% no grupo com PImax > 50 cm H,O e 57%, 50% e 50% no grupo com
PImax mais baixa (p=0,0024). Em relacao a PEmax, essas probabilidades foram 80%, 74% e 69% no grupo com valores maiores que 50
cm H,0 e 66%, 59% e 51% nos pacientes com forga expiratoria menor (p=0,1039). Nao houve diferenga estatisticamente significante em
relagdo as demais variaveis analisadas. Conclusdo: Pacientes com PImax baixa apresentam maior mortalidade apos o Tx. Entretanto, ndo
foram encontrados efeitos estatisticamente significantes da medida pré-operatdria da forca da musculatura respiratoria nas variaveis de
resposta mais diretamente relacionadas com alteragdes respiratorias.

Descritores: Musculos Respiratorios, Debilidade Muscular, Desmame Do Respirador, Transplante de Figado

INTRODUCAO

Os musculos desempenham suas fungdes por meio da produgdo
de movimento ou for¢a. No sistema respiratorio, o efeito do
encurtamento muscular pode ser avaliado por alteragdes de volume
ou pelo deslocamento da caixa toracica. Ja a for¢a é estimada
habitualmente por meio das pressdes estaticas e dindmicas
envolvidas na mecanica respiratoria. Essa pratica deve levar em
consideragdo que a eficiéncia da conversdo de for¢a em pressao
também depende das caracteristicas mecénicas das paredes toracica
e abdominal, com as quais a musculatura respiratoria interage.
Assim, as pressdes respiratorias devem ser entendidas como um
indice de desempenho muscular ao invés de uma medida direta de
contratilidade.!

A pressdo inspiratéria maxima (PIméx) ¢ a maior pressao
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subatmosférica que pode ser gerada durante uma inspira¢@o contra
uma via aérea ocluida (manobra de Mueller).? A pressdo expiratoria
maxima (PEmax) corresponde a pressdo desenvolvida durante
uma expiragdo com esforco maximo contra uma via aérea ocluida
(manobra de Valsalva).? A medida dessas pressdes estaticas é utilizada
classicamente para avaliar a forga da musculatura respiratoria.®

AlteracOes mecanicas da mobilidade da caixa toracica e do
diafragma sdo comuns em cirroticos, secundarias a fatores como
ascite e fraqueza muscular.*> Em pacientes com doencga hepatica
avangada nota-se diminui¢do da PImax e da PEmax em 56% e
86% dos casos, respectivamente.® Nos casos com essas alteragdes,
a mortalidade na lista de espera para transplante de figado (Tx) ¢



Efeito da forca da musculatura respiratéria pré-operatéria no resultado do transplante de figado

maior.” Nos pacientes submetidos ao Tx, a diminui¢éo da for¢a dos
musculos respiratorios é agravada no pds-operatorio imediato.®

A

Em pacientes submetidos a cirurgia de revascularizagio
coronariana, a fraqueza da musculatura respiratéria no pré-
operatorio esta relacionada com maior dificuldade de desmame
e maior incidéncia de complicagdes pulmonares.® A eventual
ocorréncia de efeito semelhante no Tx pode determinar piora
do resultado, pois o prolongamento em suporte ventilatdrio por
mais de 24 horas no pds-operatorio esta associado a aumento de
mortalidade, especialmente nos casos que requerem reintubagdo.’
Entretanto, para nosso conhecimento, a importancia da medida
pré-operatoria da for¢a da musculatura respiratoria na evolucao pos-
operatodria de pacientes submetidos a Tx ainda ndo foi investigada.
Caso essas varidveis realmente permitam identificar pacientes com
maior risco de complicagdes pulmonares, poderiam ser indicadas
medidas de prevengdo incluindo desde assisténcia fisioterapica
mais intensa nos periodos pré e pdés-operatérios até a escolha de
um método operatorio mais seguro.'!?

O objetivo do presente estudo ¢ avaliar o efeito das medidas pré-
operatorias de for¢a de musculatura respiratoria no resultado do Tx.

METODO

Foram estudados retrospectivamente todos os 410 Tx realizados
pela Unidade de Figado no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP) no periodo de
28 de dezembro de 1994 a 30 de julho de 2001. Deste grupo, foram
excluidos todos os casos nos quais os enxertos foram provenientes
de doadores vivos. Esses compreendem 17 Tx intervivos e 18
realizados pela técnica doming.'>* Também foram excluidos 24
pacientes transplantados por insuficiéncia hepatica aguda grave,
31 retransplantes e 92 casos com dados incompletos. Dessa forma,
foram incluidos no estudo 228 pacientes de ambos 0s sexos sem
limite de idade submetidos a primeiro Tx eletivo, com enxerto
proveniente de doador cadéaver. As etapas de sele¢do de pacientes
para constitui¢do da casuistica s3o mostradas na Figura 1.

Foram revistos os prontudrios dos pacientes e anotados os resultados da
avaliacdo das pressOes respiratorias estaticas maximas que, segundo a
rotina do servigo, eram medidas ap6s a internagao para realizacao do
Tx e antes do encaminhamento para o centro cirurgico. As medidas
de Pimax e PeEmax foram obtidas a partir do volume residual (VR) ¢
da capacidade pulmonar total (CPT), respectivamente, utilizando-se
um manovacudmetro (Imebraz®, modelo MV 150, Sdo Paulo, Brasil)
com variagdo de—150 a 150 cmH,O adaptado a um bocal com orificio
de 1Imm, a fim de prevenir o fechamento da glote e dissipar pressdes
geradas pela musculatura da face e da orofaringe.® As medidas foram
feitas com os pacientes sentados e utilizando clipe nasal. O esfor¢o
inspiratorio e expiratorio foi sustentado por, no minimo, um segundo.
Foram realizadas trés medidas consecutivas, sendo registrada a
de maior valor. Entretanto, quando a ultima medida foi maior, o
procedimento foi repetido mais uma vez.

Foram anotados também o tempo de ventilagdo mecanica (definido
como o intervalo desde a admissdo na UTI, no pos-operatorio,
até a extubacdo), a necessidade de retorno ao suporte ventilatorio
por meio de re-intubagdo orotraqueal ou de ventilagdo mecanica
ndo-invasiva e o tempo de internacdo. Foi verificada a situacao
dos pacientes em 31 de janeiro de 2002. Em todos os casos foram
registradas as datas de realizacdo do transplante ¢ de alta e, nos
pacientes que faleceram, a data do dbito.

949

Figura 1. Diagrama de fluxo mostrando as etapas de selegao de pacientes
para constituicdo da casuistica.

Tx redlizados no HCFMUSP dea
28121994 a 30/07/2001

n= 410
Cosos de Tx infenivos
—
n=17
Caosos de Tx domind
—_—
n=18
Ca de refranspland
l 06 de refansplante
n= 31
Casos de insuficiéncia
l —_— hepatica oguda grave
n= 24
Casos com dodos
l — incomnplatos
n=92

As medidas da Piméx e da PEmax foram expressas de dois modos:
1) em valores absolutos; 2) como percentual (% pred) calculado
por meio da razdo entre as pressdes respiratorias observadas e as
preditas utilizando equagdes de regressdo linear publicadas que
relacionam as pressdes respiratorias maximas com a idade e sexo
em individuos brasileiros saudaveis.?

Os valores observados de Pimax e PEmax foram classificados
entre normais ou baixos em cada paciente, quando esses valores
eram maiores ou menores, respectivamente, do que o resultado da
subtragdo do produto 1,645*RSE (erro padrao residual da estimativa)
dos valores preditos pelas equacdes de regressdo.” Pacientes com
valores absolutos de Prméax ou PEmax menores ou iguais a 50 cm
H,O foram classificados como portadores de “fraqueza inspiratoria
grave” ou “fraqueza expiratoria grave”, respectivamente.

Adicionalmente, os pacientes foram divididos em grupos conforme
a ocorréncia ou nao de tempo de ventilagdo mecanica superior a 24
horas, re-intubag@o orotraqueal, ventilagdo mecanica nao invasiva,
insuficiéncia respiratoria (definida como necessidade de ventilagao
mecanica por mais de 24 horas ou de re-intubagao-orotraqueal) e
obito até seis meses apos o transplante.

As pressdes respiratorias maximas observadas e esperadas foram
comparadas por meio do teste t-pareado. A correlacdo entre as
pressodes respiratorias maximas e as variaveis quantitativas (tempo de
ventilagdo mecanica e tempo de internagao hospitalar) foi analisada
por meio do coeficiente de correlagdo de Spearman (ry;). O efeito
dos valores de PImax e PEmax nas variaveis qualitativas (tempo de
ventilagdo mecanica superior a 24 horas, re-intubagio orotraqueal,
ventilagdo mecanica ndo invasiva, insuficiéncia respiratoria e
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mortalidade nos primeiros seis meses apos transplante) foi estudado
por meio de analise de regressdo logistica.’® Os grupos definidos
pelos valores de Pimax e PEméx (pressao respiratoria normal vs.
pressao respiratoria baixa; com fraqueza respiratdria grave vs. sem
fraqueza respiratoria grave) foram comparados por meio do teste
de Mann-Whitney ou do teste qui-quadrado de Pearson, no caso de
varidveis quantitativas ou qualitativas, respectivamente. A analise
do comportamento temporal da sobrevida de pacientes ao longo do
periodo de acompanhamento foi realizada por meio de construgao de
curvas atuariais de Kaplan-Meier.*® A sobrevida atuarial dos pacientes
foi comparada utilizando-se o teste de Cox-Mantel (log-rank) '" e 0
modelo de regressao por tabua de sobrevivéncia de Cox."®

Os 228 pacientes incluidos foram utilizados na analise das variaveis
de resposta qualitativas. Em relacdo as variaveis de resposta
quantitativas nas comparagdes referentes ao “tempo de ventilacao
mecanica”, foram excluidos da amostra quatro pacientes que faleceram
no periodo intra-operatdrio. Da mesma forma, foram excluidos da
andlise da variavel “tempo de internag@o” 18 pacientes que faleceram
até 11 dias apds o transplante. Esse limite foi definido por coincidir
com o tempo de internagdo minimo exigido pelo Ministério da
Satde para pacientes submetidos a Tx por meio do Sistema Unico de
Saude. Em nossa casuistica, a populagao dependente dessa cobertura
corresponde a cerca de 90% dos pacientes.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa
SPSS for Windows versdo 9.0 (Statistical Package for the Social
Sciences Inc., Chicago, IL, EUA). Foi utilizado nivel de significancia
de 5%. Os valores sao expressos em média + desvio padrao.

RESULTADO

A idade média dos 228 pacientes estudados foi 46,2 + 13,7 anos
(limites nove a 75 anos). Havia na amostra 136 pacientes do sexo
masculino (59,7%). A principal etiologia da doenca hepatica era
hepatite viral em 98 casos (43,0%), doencas colestaticas em 33
(14,5%), alcool em 30 (13,2%), hepatite auto-imune em 16 (7,0%)
e outras causas nos demais 51 pacientes (22,4%). Em relagdo
a gravidade da doenga hepatica, 38 pacientes (16,7%) foram
classificados como Child-Pugh A, 125 (54,8%) Child-Pugh B e 65
(28,5%) Child-Pugh C.

Os valores de PIméx observados (79,5 33,6 cm H20) e preditos (105,6
+ 16,0 cm H,O) apresentam diferenca estatisticamente significante
(95%CI=21,9 a30,2; p<0,001). Também ¢ estatisticamente significante
adiferenca entre os valores observados (86,4 31,8 cm H,0O) e preditos
(111,1 + 20,2 cm H,0) da PEmax (95%CI = 21,2 a 28,5; p<0,001).

Os valores médios de Piméax (% pred) e PEmax (% pred) foram
75,3 £30,1% e 77,6 + 25,9%, respectivamente. A distribui¢ao dos
valores de Pimax (% pred) e PEmax (% pred) ¢ mostrada na
figura 2. Os valores observados de Pimax e PEméx estavam abaixo
do limite normal em 61% (139/228) e 55% (126/228) dos pacientes,
respectivamente. Os valores observados de Pimax e PEmax foram
menores que 50 cm H,O em 19,7% (45/228) e 14,5% (33/228) dos
pacientes, respectivamente.

Nio houve correlagdo significante entre a Pimax (% pred) e o
tempo de ventilagdo mecénica (r,,=0,0397; p=0,554) ¢ o tempo de
internacdo hospitalar (r,=-0,0490; p=0,480). Também nao houve
correlacdo significante entre a PEmax (% pred) e o tempo de
ventilagdo mecénica (r,,=-0,0123; p=0,854) e o tempo de internag¢do
hospitalar (r,,=-0,0432; p=0,534).
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Figura 2. Gréfico box-plot mostrando a distribuicdo dos valores de Plmax
(% pred) e PEmax (% pred).
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Na analise de regressao logistica, ndo houve interagao significante
entre os valores da Pimax (% pred) e o tempo de ventilagdo mecanica
superior a 24 horas (odds ratio = 1,000; IC95% = 0,992 a 1,009;
p = 0,946), necessidade de re-intubagdo orotraqueal (odds ratio =
1,000; IC95% = 0,991 a 1,009; p = 0,995), necessidade de ventilagao
mecanica ndo invasiva (odds ratio = 1,004; IC95% = 0,996 a 1,013;
p = 0,432), insuficiéncia respiratoria (odds ratio = 1,002; IC95% =
0,995 a 1,009; p=10,670), e mortalidade nos primeiros 6 meses apos
o transplante (odds ratio =0,990; IC95% = 0,980 a 1,001; p=0,121).
Também ndo houve interagdo significante entre os valores de PEMax
(% pred) e o tempo de ventilagdo mecanica superior a 24 horas
(odds ratio =0,994; 1C95% = 0,984 a 1,004; p = 0,330), necessidade
de re-intubacdo orotraqueal (odds ratio = 0,995; 1C95% = 0,985 a
1,005; p=0,431), necessidade de ventilagdo mecanica ndo invasiva
(odds ratio=0,999; 1C95% = 0,989 a 1,009; p = 0,831), insuficiéncia
respiratoria (odds ratio = 0,997; 1C95% = 0,989 a 1,006; p = 0,621)
e mortalidade nos primeiros 6 meses apos o transplante (odds ratio
=0,989; 1C95% = 0,978 a 1,001; p = 0,127).

A freqiiéncia de oObito até seis meses apoés o transplante foi de
10/89 (11,2%) em pacientes com PImax normal e de 31/139 (22,3%)
em pacientes com Pimax baixa (p=0,034). Os dois grupos nao
apresentaram diferenga estatisticamente significante em relagao
a duracdo mediana do tempo de ventilagdo mecanica (850 vs.810
minutos; p=0,291) e do tempo de internacao (18 vs.17 dias; p=0,843),
bem como em relacdo a freqiiéncia de ventilagdo mecanica por mais
de 24 horas (23/89 vs. 30/139; p=0,458), re-intubagdo orotraqueal
(19/89 vs. 35/139; p=0,507), ventilagdo mecanica ndo invasiva
(22/89 vs. 30/139; p=0,582) e insuficiéncia respiratoria (35/89 vs.
51/139; p=0,689). Os grupos de pacientes com PEmax normal ou
baixa ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante em
relacdo a duragao mediana do tempo de ventilagdo mecanica (820
vs.840 minutos; p=0,776) e do tempo de internagdo (19 vs.16,5
dias; p=0,851), bem como em relagdo a freqiiéncia de ventilagado
mecanica por mais de 24 horas (24/102 vs.29/126; p=0,927), re-
intubacao orotraqueal (24/102 vs.30/126; p=0,961), ventilagdo
mecanica ndo-invasiva (22/102 vs.30/126; p=0,688), insuficiéncia
respiratoria (40/89 vs.46/139; p=0,675) e mortalidade nos primeiros
6 meses ap0s o transplante (16/102 vs.25/126; p=0,417).

A freqiiéncia de oObito até seis meses apods o transplante foi de
15/45 (33,3%) nos pacientes com Pimax < 50 cm H,O e de 26/183
(14,2%) nos pacientes com Pimax > 50 cm H,O (p=0,003). Os dois
grupos ndo apresentaram diferenga estatisticamente significante
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em relagdo a duragdo mediana do tempo de ventilagdo mecanica
(830,0 vs. 805,0 minutos; p=0,729) e do tempo de internagao (17,0
vs.17,0 dias; p=0,505), bem como em relagdo a freqiiéncia de
ventilagdo mecanica por mais de 24 horas (9/45 vs. 44/183; p=0,565),
re-intubagdo orotraqueal (14/45 vs. 44/183; p=0,191), ventilagdo
mecénica ndo-invasiva (10/45 vs. 42/183; p=0,917) e insuficiéncia
respiratdria (18/45 vs. 68/183; p=0,725). Os grupos de pacientes
com PEM&x < 50 cm H,0 e PEmax > 50 cm H,O ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significante em relacdo a duragdo
mediana do tempo de ventilagdo mecanica (835,0 vs.827,5 minutos;
p=0,879) e do tempo de internagao (18,5 vs.17,0 dias; p=0,212), bem
como em relagdo a freqiiéncia de ventilagdo mecanica por mais
de 24 horas (8/33 vs.45/195; p=0,883), re-intubagdo orotraqueal
(11/33 vs.43/195; p=0,159), ventilagdo mecanica ndo-invasiva (10/33
vs.42/195; p=0,267), insuficiéncia respiratoria (14/33 vs.72/195;
p=0,547) e mortalidade nos primeiros 6 meses apos o transplante
(8/33 vs.33/195; p=0,311).

As curvas de Kaplan-Meier com a sobrevida atuarial dos pacientes
com Prmax normal ou baixa e com PEmax normal ou baixa séo
mostradas nas Figuras 3 e 4. A sobrevidade 1, 3 e 5 anos foi 86%, 79%
€ 66% no grupo com Pimax normal e 73%, 67% e 66% no grupo com
Pimax baixa (p=0,2419). Em relacdo a PEmax, essas probabilidades
foram 82%, 77% e 72% no grupo com valores normais e 75%, 68%
e 62% nos pacientes com forga expiratoria diminuida (p=0,1114). A
anélise de regressdo proporcional de Cox ndo indicou maior risco de

Figura 3. Curva de Kaplan-Meier mostrando a sobrevida atuarial apés o
transplante de figado nos pacientes com Plméax normal ou baixa.
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Figura 4. Curva de Kaplan-Meier mostrando a sobrevida atuarial apés o
tfransplante de figado nos pacientes com PEmax normal ou baixa.
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mortalidade nos pacientes com Pimax baixa (risco relativo = 1,3377;
1C95% = 0,8193 a 2,1841; p=0,2448) ou com Pemax baixa (risco
relativo = 1,4729; IC95% = 0,9105 a 2,2328; p=0,1146).

As curvas de Kaplan-Meier com a sobrevida atuarial dos
pacientes com Pimax < 50 cm H,0 e com Pimax > 50 cm H,O
sdo mostradas na Figura 5. A sobrevida de 1, 3 e 5 anos foi 84%,
77% e 71% no grupo com Pimax > 50 cm H,O e 57%, 50% e
50% no grupo com Pimax < 50 cm H,0 (p=0,0024). As curvas
de Kaplan-Meier com a sobrevida atuarial dos pacientes com
Pemax < 50 cm H,O e com PEmax > 50 cm H,O sdo mostradas
na Figura 6. A sobrevida de 1, 3 ¢ 5 anos foi 80%, 74% ¢ 69%
no grupo com PEméax > 50 cm H,O e 66%, 59% e 51% no grupo
com PEmax < 50 cm H20 (p=0,1039). A analise de regressio
proporcional de Cox indicou risco significantemente maior de
mortalidade nos pacientes com Pimax < 50 cm H,O (risco relativo
= 2,1696; 1C95% = 1,2987 a 3,6347; p=0,0031), mas ndao nos
casos com PEmax < 50 cm H,O (risco relativo = 1,6172; 1C95%
=0,8995 a 2,9075; p=0,1083).

DISCUSSAO

O resultado do presente estudo confirma achados de publicagdes
anteriores, que relatam diminuicdo da for¢a dos musculos
respiratérios em pacientes em estdgio avancado de doenga
hepatica.*%! Esse fendmeno pode ser explicado por algumas
alteracdes freqiientes nessa populag@o, como ascite e desnutrigao.

Figura 5. Curva de Kaplan-Meier mostrando a sobrevida atuarial apés o
transplante de figado nos pacientes com Pimax < 50 cm H,O ou Plmax
> 50 cm H.O.
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Figura 6. Curva de Kaplan-Meier mostrando a sobrevida atuarial apés o
transplante de figado nos pacientes com Pemax < 50 cm H,O ou Pemax
> 50 cm H,0.
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A presenca de ascite tensa determina aumento da pressao intra-
abdominal que ¢ transmitida para o toérax, causando aumento da
pressdo pleural, elevacdo do diafragma e diminui¢do da mobilidade
das paredes do térax.* Os movimentos mais rigidos da caixa
toracica requerem aumento do trabalho respiratorio, resultando
em um padrdo ventilatorio restritivo.*® Apesar dessas alteragdes
na mecanica respiratoria poderem justificar a diminui¢do da Pimax
e da PEmax, essas pressoes ndo retornam a normalidade apds a
realizagdo de paracentese esvaziadora,*> sugerindo que outros
fatores devam estar envolvidos. Em pacientes adultos inscritos
na lista de espera para transplante de figado, a prevaléncia de
desnutri¢do ¢ superior a 50%.%° Arora ¢ Rochester observaram
que tanto a Pimax quanto a PEmax, sdo diminuidas em individuos
desnutridos quando comparados a controles normais.?'

Em cirurgias abdominais altas, a diminui¢do da Piméax é um evento
previsto, com expectativa de retorno gradual a normalidade em
um prazo de 48 horas a uma semana apds a cirurgia.?? Lima e cols.
estudaram as altera¢des da mecanica respiratoria no pos-operatorio
imediato do transplante de figado, observando que no 10° dia
pos-operatorio a medida de Piméax ainda ndo havia retornado aos
valores aferidos no pré-operatorio. Plank e cols. avaliaram a forga
muscular de pacientes submetidos a transplante de figado.”? A
for¢a das maos ndo somente aumentou como superou os valores
aferidos no pré-operatdério em aproximadamente trés meses. Em
contrapartida, a for¢ca dos musculos respiratorios apresentou pouca
melhora, sendo significantemente menor do que os niveis normais
apos 12 meses.”

No pos-operatorio imediato, a redugdo da forca da musculatura
respiratoria pode dificultar o processo de desmame da ventilacdo
mecanica.?* Pacientes que permanecem em ventilagdo mecéanica
por mais de 24hs ou necessitam de reintubagdo apresentam
menor sobrevida.l® A disfung¢do dos musculos respiratorios pode
provocar uma redu¢@o na capacidade vital, no volume total e na
capacidade pulmonar total.”> Nos pacientes com diminuicdo da
atuacao dos musculos expiratdrios, a tosse pode se tornar ineficaz,
dificultando a realizag¢ao da adequada higiene bronquica de maneira
independente. Ja a diminuigdo da for¢a dos musculos inspiratorios
dificulta a expansao pulmonar favorecendo a formagao de pequenas
atelectasias, comuns nos pacientes cirirgicos. A presenca de
atelectasias pode representar um fator de risco para infecgdes
pulmonares,? situa¢do agravada em pacientes que fazem uso de
drogas imunossupressoras para combater a rejeicdo do enxerto,
como ¢ o caso dos receptores de transplante de figado. O emprego
de corticdides pode também contribuir adicionalmente para a piora
da performance dos musculos respiratorios.?

No presente estudo, as forcas respiratorias foram expressas e
analisadas utilizando tanto valores relativos como absolutos. Apesar
do achado de maior mortalidade até seis meses apds Tx nos casos
com Pimax baixa, as curvas de sobrevida atuarial de pacientes com
pressoes respiratorias maximas normais ou baixas nao apresentaram
diferenca estatisticamente significante. J4 os pacientes com
valores absolutos de Pimax < 50 cm H,O apresentaram sobrevida
significantemente menor. Essa discrepancia deve ser interpretada
considerando as diferengas entre os dois critérios de classificagao.
Na primeira situagao, os pacientes foram classificados em relagao
a padroes de normalidade estabelecidos para brasileiros saudaveis
de mesma idade e sexo.? Embora essa abordagem seja adequada
para finalidades epidemioldgicas, pode apresentar limitagdes
nas aplicagdes funcionais da medida da Prmax e da PEmax como
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o estudo pré-operatorio da fungdo dos musculos ventilatorios,
avaliacdo do resultado de treinamento muscular respiratorio e
critérios de desmame da ventilagdo mecéanica.”?* Nessas situagdes
particulares, torna-se relevante definir valores absolutos que
permitam uma respiragdo espontanea adequada ao invés de apenas
categorizar os individuos conforme a normalidade.

Tome-se, por exemplo, a questdo do desmame da ventilagdo
mecanica. O sucesso desse processo depende de valores minimos
da forga dos musculos respiratorios, considerados habitualmente a
redor de 30 cm H,0.?* Valores ainda maiores podem ser necessarios,
caso estejam presentes desordens de fatores como carga aplicada
sobre os musculos e atividade do sistema nervoso central.* Percebe-
se que um individuo idoso pode ser classificado como normal para
a faixa etaria, mas apresentar valores absolutos de for¢a respiratoria
que determinem dificuldade de desmame da ventilagdo mecanica.
Inversamente, individuos jovens, embora com pressoes abaixo das
esperadas para a idade, podem ter valores absolutos suficientes para
garantir a respira¢ao espontanea.

Hourani e cols,® analisando a fungdo pulmonar em pacientes com
doenca hepatica avangada definiram “fraqueza respiratoria grave”
valores absolutos de for¢a muscular inferiores a 40 cm H,O. No
presente estudo, utilizou-se limite de 50 cm H,O, considerando a
diminuigdo esperada da Pimax e da PEmax apds o transplante de
32% e 42%, respectivamente.®

Apesar da interagdo entre Pimax e mortalidade, ndo foram
encontrados efeitos estatisticamente significantes das pressdes
respiratdrias maximas em relacdo as variaveis mais diretamente
relacionadas com alteragdes respiratorias, como tempo de
ventilagdo mecanica, incidéncia de insuficiéncia respiratoria e
tempo de internacdo hospitalar. O resultado negativo pode estar
relacionado com interferéncia de outras alteragdes clinicas nas
variaveis de resposta analisadas.

Embora o tempo de ventilacdo mecénica e a necessidade de
reintubagdo oro-traqueal tenham sido utilizados para definir
insuficiéncia respiratdria, esses eventos ndo dependem apenas da
troca gasosa e da mecanica respiratoria. Glanemann observou que
de 110 casos de reintubacdo oro-traqueal no pos-operatorio do
transplante de figado, causas pulmonares foram a indicagao em 49
casos.? As demais dividiram-se 24 neuroldgicas, 16 cirtrgicas, 10
cardiacas e 11 por causas diversas.?

A ocorréncia de complicagdes neurologicas representadas por
alteracOes do estado mental, convulsdes, déficit motor é comum
ap6s transplante de figado.?” Essas complica¢des tém sido
atribuidas a fatores como disfuncdo do enxerto, hemorragias
intracranianas, acidente vascular cerebral, infecgdo e toxidade
pelas drogas imunossupressoras.’’” A faléncia renal ¢ outra
complicacdo freqliente que esta relacionada a instabilidade
hemodinadmica e maior mortalidade especialmente nos casos
que requerem o uso de dialise.?® Essas alteragdes podem
determinar dificuldade para o desmame da ventilagdo mecanica
ou necessidade de reintubacao.

CONCLUSAO

Conclui-se que pacientes com Pimax baixa apresentam maior
mortalidade apds o transplante de figado. Entretanto, ndo foram
encontrados efeitos estatisticamente significantes da medida pré-
operatoria da for¢a da musculatura respiratoria nas variaveis de
resposta mais diretamente relacionadas com alteragdes respiratorias.
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ABSTRACT

Purpose: To assess the effect of the preoperative respiratory muscle strength on the orthotopic liver transplantation (OLT) outcome.
Methods: Maximal inspiratory pressure (PImax) and maximal expiratory pressure (PEmax) were assessed in 228 recipients immediately
before OLT. Patients were classified according to the occurrence of the absolute values of muscle strength equal or lower than 50 cm H,O.
The following response variables were analyzed: duration of postoperative mechanical ventilation, incidence of tracheal reintubation and
noninvasive positive pressure ventilation, length of hospital stay, and patient survival. Results: PImax e PEmax were equal or lower than 50
cm H,O in 19.7% (45/228) and 14.5% (33/228) of patients, respectively. The patient mortality up to 6 months after OLT was 14.2% (26/183)
in the group with PImax > 50 cm H,O and 33.3% (15/45) in the group with lower values (p=0.003). The 1-, 3-, and 5-year patient survival
was 84%, 77% and 71% for the group with PImax > 50 cm H,O and 57%, 50% and 50% for the group with lower values (p=0.0024). As to
the PEmax, probabilities were 80%, 74% and 69% for the group with higher values and 66%, 59% and 51% for patients with respiratory
muscle weakness (p=0.1039). There was no significant difference regarding others variables analyzed. Conclusion: Patients with low
PImax present higher mortality rates after OLT. However, there are no statistically significant effects of the preoperative respiratory muscle
strength on the response variables more directly related to the pulmonary outcome.

Keywords: Respiratory Muscles, Muscle Weakness, Ventilator Weaning, Liver Transplantation
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AVALIACAO MORFOFUNCIONAL DE TRANSPLANTE OVARIANO AUTOGENO
NO RETROPERITONIO

MORPHOFUNCTION ASSESSMENT OF THE OVARIAN AUTOLOGOUS TRANSPLANTATION IN THE
RETROPERITONEUM

Leonardo de Souza Vasconcellos, Luiz Ronaldo Alberti, Andy Petroianu

RESUMO

Em muitos procedimentos pélvicos e abdominais, a ooforectomia bilateral se impde, porém, suas complicacdes sistémicas como
insuficiéncias hormonais, podem ser de dificil controle. Objetivo: Visando a preservagdo da fung¢do gonadal em casos de ooforectomia,
avaliaram-se aspectos funcionais e histologicos de tecido ovariano autoimplantado em posicdo heterotdpica. Método: Foram selecionadas
36 ratas Wistar com ciclos estrais normais divididas aleatoriamente em quatro grupos (n=9): G1 — controle- submetido a laparotomia
sem procedimento cirurgico adicional; G2- ooforectomia bilateral; G3- os ovarios retirados foram implantados integralmente no
retroperitonio; G4- os ovarios retirados foram fatiados e também implantados no retroperitonio. No 3° e 6° meses pds-operatorios
realizaram-se esfregagos vaginais e estudos histolégicos dos implantes ovarianos. Resultados: Os animais do grupo Gl tiveram ciclos
normais. As ratas dos grupos G2 permaneceram durante todo o periodo em diestro. No sexto més, duas ratas do grupo G3 tiveram ciclos
completos compativeis com a fase estral; trés animais apresentaram ciclos irregulares e os restantes permaneceram em diestro. No sexto
més pds-operatorio, trés ratas do grupo G4 apresentaram ciclos incompletos, cinco ratas apresentaram ciclos estrais completos, e apenas
uma permaneceu fixa em diestro. O estudo anatomopatoldgico confirmou viabilidade ovariana em ambos os grupos de autoimplante
(G3 e G4) com melhores resultados no G4. Conclusdes: O autoimplante ovariano no retroperiténio na forma fatiada apresentou melhor
preservagao morfofuncional do que o integro.

Descritores: Ovario, Transplante, Esfregaco Vaginal, Ovariectomia, Rato

INTRODUCAO

A irradiagdo pélvica e a quimioterapia, notadamente na doenca
de Hodgkin, além de outras neoplasias malignas como as
leucemias na infancia resultam em castragdo em mais de 80%
das pacientes tratadas, mesmo quando se realiza ooforopexia.l
Em muitos casos, realiza-se a ooforectomia por necessidade em
procedimentos na pelve.?

O ovario € responsavel por mais de 50% da produgao de testosterona
na pos-menopausa. Um declinio subito de androgenos em
decorréncia da ooforectomia, pode levar a diminuigao da libido e
provocar osteoporose, além de alteragdes nos niveis de lipoproteinas

Instituigdo: e aumento do risco de doengas cardiovasculares. ** Além disso,
Departamento de Cirurgia, Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas estudos mostram baixos indices de aderéncia a terapia hormonal
Gerais por longos periodos.’

Uma alternativa mais fisiologica de manter a fung@o hormonal em
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ainda funcionantes é o transplante ovariano heterotopico.” Diversos
trabalhos vém procurando descobrir o melhor local para realizar
o autoimplante ovariano,>*!* bem como a forma mais adequada de
tal procedimento para preservar a fungdo ovariana.>!!

O presente estudo propde a realizagdo de autoimplante ovariano
no retroperiténio por considerar essa regido mais adequada sob o
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aspecto de drenagem venosa para a veia cava inferior, que recebe
fisiologicamente o sangue e os hormonios dos ovarios através
das veias ovarianas. A capacidade de secre¢do hormonal dos
ovarios foi avaliada pela manutengdo do ciclo estral, com base em
esfregacos vaginais. A viabilidade e as alteracdes morfologicas
foram estudadas por método histologico.

MATERIAL E METODOS

Este estudo experimental foi realizado de acordo com recomendagdes
das Normas Internacionais de Protecdo aos Animais, e aprovado
pelo Comité de Etica em Experimenta¢io Animal — CETEA da
Universidade Federal de Minas Gerais. '*!3

A pesquisa foi conduzida em 36 ratas Wistar adultas pesando
entre 250 e 280 gramas, com aproximadamente 120 dias de
idade. Para verificar se os animais apresentavam ciclos estrais
regulares, esfregagos vaginais foram colhidos diariamente
durante um periodo de sete dias. As ratas com ciclos estrais
atipicos foram excluidas.

Os procedimentos foram realizados sob anestesia geral com
cloridrato de quetamina (90mg/kg) e cloridrato de xilazina
(10mg/kg), ambos por via intraperitoneal. As ratas foram
distribuidas aleatoriamente em quatro grupos (n=9):

Grupo 1 (G1) - controle - laparotomia e identificagao dos ovarios;
Grupo 2 (G2) - ooforectomia bilateral,

Grupo 3 (G3) - ooforectomia bilateral e transplante dos ovarios
integros para o retroperitdnio, logo abaixo dos rins, utilizando fio
de prolene 5-0;

Grupo 4 (G4) - ooforectomia bilateral e transplante dos ovarios
seccionados em trés fatias transversais, de aproximadamente 3
milimetros de espessura, para o retroperitonio, logo abaixo dos
rins, utilizando fio de prolene 5-0.

O ttero e as trompas permaneceram in Situ em todos os grupos.
Ap0s as cirurgias, os animais receberam agua e ragdo para ratos
ad libitum. Eles foram observados diariamente, com vista a sinais
de anormalidades locais ou sistémicas, durante 180 dias.

Uma semana antes e durante todo o periodo posterior ao ato
ciriirgico, os animais foram mantidos em ambiente com controle
de luminosidade de 12 horas/dia.

No terceiro € no sexto meses pos-operatorios, avaliou-se a fungéo
ovariana por meio de esfregacos vaginais diarios, com base no ciclo
estral, durante um periodo de 10 dias. Os animais foram imobilizados
e, usando uma pipeta, introduziu-se na cavidade vaginal darata 0,25
ml de solugdo salina a 0,5%. Apds lavar a cavidade vaginal duas vezes
com solugdo salina a 0,9%, o fluido foi retirado com o auxilio de outra
pipeta limpa. Caso houvesse contaminagao, o lavado era repetido.
Cada ponteira foi usada uma unica vez para cada exame.

Os esfregacos foram avaliados a fresco, sem coloragdo e conduzidos
sob aumento de 40X e 100X, para observagdo das caracteristicas
celulares de acordo com o ciclo ovariano, com base em estudos
iniciais publicados por Cooper et al em cobaias e por Long &
Evans em ratas."*!* Esses autores observaram que a relagdo entre
o0 estrogénio ovariano e a citologia vaginal em ratas ¢ representada
por um ciclo ovariano com duragdo média de quatro dias, dividido
em trés fases distintas.}4

Diestro - caracteriza-se por baixas concentragdes de estrogénio
e esfregacos vaginais com predominio de leucdcitos e algumas
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células epiteliais corneificadas em permeio; essa fase ¢ considerada
pré-ovulatoria;

Proestro - ha aumento da concentragdo de estradiol, e no esfregaco
vaginal, predominam células polimorfonucleadas dispersadas ou
acumuladas; essa ¢ a fase em que ocorre a ovulacao;

Estro - h4 queda dos niveis de estradiol e predominio de células
epiteliais escamosas corneificadas, essa ¢ a fase pos-ovulatoria.

Apds a determinagao dos ciclos estrais no sexto més pos-operatorio,
os animais foram mortos com dose excessiva de éter sulfurico. Os
ovarios implantados foram removidos e preparados para exame
histologico de rotina, utilizando-se a coloracao pela hematoxilina
e eosina. Os pardmetros histoldgicos avaliados para comparagdo
entre as duas formas de implante ovariano, integra e fatiada, foram:
degeneragdo, fibrose, reacdo inflamatoria, angiogénese, cistos
foliculares, desenvolvimento folicular e corpos liteos.

Os resultados foram comparados por meio do teste t de Student e
qui ao quadrado. As diferengas foram consideradas significativas
para valores correspondentes a P< 0,05.

RESULTADOS

Todos os animais sobreviveram até o sexto més pos-operatorio,
sem complicagdes cirurgicas. A Tabela I apresenta os achados
citolégicos vaginais de todos os grupos em ambos os periodos
avaliados, 3° e 6° meses pOs-operatorios.

No Gl (controle) as ratas tiveram a seqiiéncia do ciclo regular (diestro,
proestro, estro) tanto no terceiro quanto no sexto més pos-operatorio.

No G2 (ooforectomia bilateral), todos os animais permaneceram
em diestro durante os 14 dias do estudo em ambos os periodos
de analise. As ratas deste grupo foram consideradas como néo
produtoras de hormdnio ovariano.

Tabela 1. Avaliacdo dos esfregacos vaginais de ratas no terceiro e sexto
meses pos-operatorios

RATAS GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 * GRUPO 4 *
3°més | 6°més | 3°més | 6°més | 3°més | 6°més | 3°més | 6°més
1 C C A A A A C C
2 C C A A I | C C
3 C C A A C C A |
4 C C A A A A C ¢
5 C C A A | I A I
6 C C A A | I C C
7 C C A A A A A I
8 C C A A C C A A
9 C C A A A A C C
Legenda:

Grupo 1-controle

Grupo 2 - ooforectomizadas

Grupo 3 - transplante de ovério integro para o retroperitonio

Grupo 4 - transplante de ovdrio na forma fatiada para o retroperitonio
C - Ciclo completo

A - Ciclo ausente

| - Ciclo incompleto

* Diferentes entre si para p<0,05 (teste qui quadrado)

JBT J Bras Transpl. 2008; 11:954-958
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No G3 (transplante integro), duas ratas tiveram ciclos completos
compativeis com a fase estral no sexto més avaliado. Trés animais
apresentaram ciclos irregulares e as restantes permaneceram em
diestro. A fung@o ovariana foi considerada inadequada nos animais
desse grupo, exceto nas duas ratas que apresentaram ciclos estrais
completos e regulares.

No G4 (transplante fatiado), trés ratas apresentaram ciclos incompletos,
mostrando fases compativeis com estro e diestro no sexto més pos-
operatorio, sendo consideradas produtoras deficientes de hormonios
sexuais. Cinco ratas apresentaram ciclos estrais completos, sendo
consideradas portadoras de ovarios autoimplantados funcionantes
e apenas uma permaneceu fixa em diestro.

Nasegunda laparotomia, a cavidade abdominal mostrava-se com aspecto
normal. Os ovarios implantados estavam preservados, sem sinais de
reacdo inflamatoria local ou reagdes aparentes ao fio cirtirgico.

Os estudos anatomopatologicos realizados no sexto més pos-
operatorio revelaram viabilidade ovariana nos trés grupos com
ovario. Os ovarios do Grupo-controle foram todos normais (Figura
1A). Jano Grupo 3 (Figura 1B) identificou-se infiltrado inflamatorio
moderado composto de células mononucleares e fibrose discreta,
além de neoformacao vascular. Observou-se areas de isquemia e
necrose de leve intensidade nos ovarios pertencentes as ratas fixadas
em diestro. Nos outros animais nao houve sinais de isquemia ou
necrose. Corpos liteos e cistos foliculares semelhantes aos dos
ovarios normais foram encontrados em proporgdes variaveis.

No Grupo 4, também foi observada viabilidade ovariana com
fibrose e inflamagio de grau leve a moderado (Figura 1C). Areas
de isquemia ocorreram apenas na parte periférica do ovario darata
que ndo saiu da fase de diestro. Cistos foliculares e corpos luteos
também foram identificados. Os cistos foliculares foram maiores
do que os encontrados nos grupos 1 e 3.

As ratas submetidas a implantes heterotopicos de ovario na forma
fatiada (grupo G4) apresentaram melhor padrdo de ciclo estral e
aspecto histoldgico mais préximo ao normal do que os ovarios
integros (grupo G3) (p< 0,05).

Tabela 2. Avaliacdo histolégica dos ovdrios de ratas do grupo controle e
dos grupos submetidos a ooforectomia e reimplante ovariano.

AVALIAGAO HISTOLOGICA GRUPO 1 GRUPO 3 GRUPO 4
Degeneragdo/necrose 0 + +
Reacdo inflamatoria + ++ +
Angiogenese ++ + ++
Cistos foliculares 0 ++ +
Desenvolvimento folicular + ++ o
Corpos liteos ++ + +
Fibrose 0 ++ +
Viabilidade et FHt et

0: ausente

+1pouca

++:moderada

+++ Muita

Grupo 1 - controle

Grupo 3 - transplante de ovario integro para o retroperitonio

Grupo 4 - transplante de ovario na forma fatiada para o retroperitonio
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Figura 1A. Histoarquitetura de ovdrio normal (ndo transplantado).
Observa-se histoarquitetura, foliculos ovarianos em diferentes estados de
desenvolvimento e auséncia de necrose ou degeneragcbdes. Hematoxilina
e eosina. (40X)

Figura 1B. Histoarquitetura dos autoimplantes ovarianos integros no
retroperiténio de ratas Wistar (Grupo 3). Observa-se presenca de grandes
cistos e auséncia de necrose ou degeneragbes. Hematoxilina e eosina.
Corpo luteo (seta) e grande cisto (*) (40X)

g o

Figura 1C. Histoarquitetura dos autoimplantes ovarianos fatiados no
retroperitébnio de ratas Wistar (Grupo 4). Observa-se presenca de
angiogénese (seta) e cisto (*) (40X)
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DISCUSSAO

Insuficiéncia enddcrina ovariana ¢ a principal conseqiiéncia da
ooforectomia bilateral, procedimento indicado em diversas afec¢oes
do ovario como neoplasia e sepse, além de quimioterapia, radiacao
pélvica e cancer mamario hormdnio-dependente. As complicagdes
sistémicas decorrentes dessa operagao podem ser de dificil controle.
A esterilidade e os disturbios psiquicos advindos da castracao
sdo outras adversidades marcantes da ooforectomia. Para corrigir
essa situagdo, entre as alternativas terapéuticas estd o transplante
ovariano. 2 O transplante ovariano visa a preservag¢ao de sua fungao
¢ a diminui¢do dos efeitos indesejaveis do climatério precoce.
Apesar dos multiplos estudos, ainda nao foi definido o melhor
local para a implantagdo dos ovarios.!>*"*15 Se o ovario puder
ser criopreservado antes de as pacientes receberem tratamento
para cancer e, apos a remissdo da doenga, serem reimplantados, o
estado fisiologico pode ser restabelecido e até mesmo concepgao
pode ser obtida com células germinativas da propria mulher. Essa
opcao parece igualmente factivel em criancas nas quais nao se tem
a opcdo de estocar embrides ou 06citos. '6:1718:19.20.21

Utilizou-se quetamina pelas suas caracteristicas de induzir estado
de sedagdo, imobilidade e analgesia acentuada com efeito de
anestesia dissociativa com larga margem de seguranca e facil
controle do plano anestésico. 3

A avaliacdo do local de implantacdo dos ovarios baseou-se na
viabilidade da histoarquitetura ¢ fungdo ovariana. Verificou-se
indiretamente a producéo hormonal com base na citologia obtida
pelos esfregacos vaginais.'*!52223 Qs autoimplantes ovarianos foram
considerados funcionais quando as ratas apresentaram ciclo estral
normal, ou seja, apresentando seqiiéncia tipica de todas as fases:
diestro, estro, proestro. Nas ratas com ciclo permanente na fase
em diestro ou que apresentaram ciclo estral incompleto durante os
dez dias avaliados, considerou-se a producao hormonal dos ovarios
autoimplantados deficiente.

A implantacao ovariana no retroperitonio teve como base o padrao
da drenagem venosa. Em situa¢do normal, os hormdnios ovarianos
sdo drenados pelas veias ovarianas para a veia cava inferior. Essa
mesma veia recebe drenagem venosa da regido retroperitoneal
em que os ovarios foram implantados. Dessa forma, evitou-
se a passagem dos hormonios pelo figado, onde poderiam ser
metabolizados precocemente e interferir em sua acdo sistémica.

A literatura descreve técnica de implante autégeno de 6rgdos
endocrinos, dentre eles o ovario, que era cortado em fragmentos
com menos de 2mm de espessura, com o intuito de evitar a hipoxia
central do tecido autoimplantado. Esses fragmentos foram entdo
ancorados a capsula renal’. Estudos subseqiientes mostraram a
estrutura histologica ovariana com concentragdo maior de foliculos
primordiais em sua periferia, sugerindo serem esses elementos
os primeiros a se beneficiar da revascularizagdo *. Além disso,
os foliculos ovarianos mostram-se mais resistentes ao ambiente
hipoxico, presumivelmente por se desenvolverem dentro de um
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epitélio avascular e um ambiente de hipoxia relativa *. Dentre eles, a
populacdo de foliculos primordiais apresenta-se mais resistente
aos fendmenos isquémicos se comparados aos outros foliculos,
possivelmente devido as taxas metabdlicas menores®. Além da
resisténcia aos fendmenos isquémicos, o proprio processo
ovariano de desenvolvimento folicular, atresia e ovulacao
asseguram que o ovario ¢ rico em fatores angiogénicos,
notadamente o fator de crescimento endotelial vascular, fator
de crescimento e transformagao fibroblastica, que estimulariam
a revascularizagao.

No presente trabalho, ndo houve adversidades decorrentes da
vascularizagdo dos enxertos, pois em nenhum dos grupos houve
ovarios com degeneracao histologica. Esses achados contradizem
outros autores que consideram os enxertos ovarianos avasculares
inadequados sob o aspecto funcional.’®-2

Ao relacionarmos os achados histolégicos dos ovarios
autoimplantados com a citologia vaginal, todos os animais
evidenciaram aspecto vaginal compativel com fun¢ao hormonal
ovariana em diferentes fases. Os aspectos citologicos das ratas
dos grupos em que se realizou implante de tecido ovariano fatiado
(G4) apresentaram resultados melhores do que os obtidos quando
se implantou o ovario integro.

Tomou-se cuidado em manter controlada a luminosidade ambiente,
porque ciclos ovarianos consistentes podem ser detectados em
roedores apenas quando abrigados sob condicdes regulares de
luminosidade. Fotoperiodos padronizados tém sido definidos
como sendo de 12 ou 14 horas de exposicdo a luz comum.
Alteragdes desses periodos podem levar a varias alteragdes dos
ciclos, incluindo até mesmo inibi¢ao da ovula¢do e manutencgao de
esfregagos vaginais persistentes em estro,'23:24:25.26

Observou-se ainda, que a eficacia funcional sobre a mucosa
vaginal dos ovarios fatiados foi maior do que dos integros. Esse
fato pode ter sido em parte devido a maior superficie de contato
dos enxertos ovarianos fatiados, provavelmente proporcionando
melhor suprimento sangiiineo ao tecido ovariano.

CONCLUSAO

Com base nos aspecto:s cirtrgico, citoldégico vaginal, e de
histoarquitetura ovariana, o autoimplante ovariano heterotopico no
retroperitonio ¢ tecnicamente simples e mantém ovarios vidveis.
Entretanto, quanto ao aspecto funcional, apenas os ovarios fatiados
tiveram atividade hormonal adequada.

AGRADECIMENTOS

Somos gratos ao médico Juliano Ferreira Barbosa pelo auxilio
no trabalho em laboratério. Agradecemos também ao CNPq e
FAPEMIG pelos auxilios financeiros que permitiram a realiza¢ao
deste trabalho.

Abstract

Oophorectomy is required in many pelvic and abdominal procedures. Endocrine disturbances may be followed by severe systemic
complications. Purpose: Aiming to keep the ovarian function after oophorectomy, the present study assessed the ovarian autotransplantation
in the retroperitoneum. Material and Methods: Thirty-six cycling female Wistar rats were randomly divided in four groups: G1 (control) -
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sham operation; G2 - bilateral oophorectomy; G3 - bilateral oophorectomy and whole ovarium autotransplantation in the retroperitoneum;
G4 - bilateral oophorectomy followed by sliced ovarium autotransplantation in the retroperitoneum. The estrous cycle was investigated
in the third and sixth months. Histological studies of ovaries were carried out. Results: Animals from group G1 preserved the cycling
sequence. Rats from group G2 remained in diestrus. In group G3, the vaginal smear of two rats showed an estrus pattern, three showed
irregular cycles, and the remaining animals remained in diestrus. In group G4, rats showed irregular cycles, five presented normal cycle
sequence and only one rat remained in diestrous. The histology indicated ovarian viability in Groups 3 and 4, and a better aspect in Group
4. Conclusions: Sliced ovarian autotransplantation in the retroperitoneum showed better morphofunction preservation.

Keywords: Ovary, Transplantation, Vaginal Smears, Ovariectomy, Rat.
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A COLANGIORESSONANCIA MAGNETICA COMO METODO DE AVALIACAO DAS
COMPLICACOES BILIARES POS-TRANSPLANTE ORTOTOPICO DE FIGADO

The Magnetic Resonance to evaluat the biliary complications after ortotopic liver transplantations

Suzan Menasce Goldman, Marcelo Moura Linhares, Adriano Miziara Gonzalez, Rafael Darahem de Souza Coelho, Carla Matos,
Alcides Salzedas, Nelson Yokitoshi Sato, Valéria Pereira Lanzoni, Denis Szejnfeld, Jacob Szejnfeld, Gaspar de Jesus Lopes-Filho

RESUMO

Objetivo: Avaliar a eficacia da colangiorressonancia magnética (CRM) como método de detecgdo das complicagdes biliares pos-transplante
hepatico ortotopico (TH). Métodos: Vinte e um pacientes transplantados hepaticos foram submetidos 8 CRM. A confirmag¢ao diagnostica foi
obtida através de colangiografia retrograda endoscopica (CPRE) (n=11), cirurgia (n=3), ou seguimento clinico-laboratorial por pelo menos
um ano (n=8). Resultados: Em 13 pacientes a CRM foi normal. Em oito pacientes estenoses anastomoticas foram diagnosticadas, sendo
sete confirmadas por CPRE ou cirurgia. Um paciente com CRM normal e enzimas hepaticas alteradas apresentou estenose 8 CPRE. Todos
os pacientes com CRM e enzimas hepaticas normais tiveram um ano de seguimento clinico-laboratorial normal e foram considerados casos
verdadeiro-negativos. A CRM obteve sensibilidade de 87,5%, especificidade de 92,3 %, valor preditivo positivo de 87,5%, valor preditivo
negativo de 92,3% e acuracia de 90,4% no diagnoéstico de complicagdes biliares. Conclusdes: A CRM é um exame recomendavel para a
detecgao de complicagdes biliares pos TH e fornece informagdes uteis no planejamento de intervengdes terapéuticas.
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INTRODUCAO

Apesar dos avancos recentes na sobrevida do enxerto e dos pacientes
pos-transplante hepatico ortotopico (TH), em grande parte devido a
imunossupressores, solugdes para preservagdo do enxerto e técnicas
cirurgicas mais eficientes, as complicagdes biliares permanecem
sendo uma causa freqiiente de morbidade, com indices que variam
de 15 a 50%.% % Essas complicagdes incluem extravasamentos,
obstrugdes, calculos e estenoses.

O diagndstico precoce das complicagdes biliares ¢ sabidamente
dificil, seja pelas manifestagdes clinicas insidiosas, seja pela
baixa especificidade de estudos laboratoriais. Enzimas hepaticas
e canaliculares elevam-se em varias situagdes, como lesdes
de preservacdo do enxerto, rejeicdo aguda ou cronica, lesdes
isquémicas, colangite, infecgdes virais, toxicidade de drogas e
lesdes obstrutivas biliares. Desta forma, métodos de imagem tém
papel importante na defini¢do da etiologia das anormalidades
laboratoriais. * Estudos anteriores demonstraram que a ultra-
sonografia tem eficdcia limitada na definicdo da presenca e do
nivel da obstrucdo biliar."” A colangiografia retrograda endoscopica
(CPRE) e a colangiografia percutanea trans-hepatica (CPT) ainda
sdo consideradas o padrdo-ouro na avaliagdo do trato biliar, mas
apresentam limita¢des e complicagdes.!>* A colangiorressonancia
magnética (CRM) aparece como método ndo invasivo para
avaliacdo do trato biliar.

Este estudo prospectivo foi realizado para avaliar a eficacia da
colangioressonancia magnética (CRM) como método de deteccao de
complicagdes biliares pos-transplante hepatico ortotdpico (TH).

JBT J Bras Transpl. 2008; 11:959-961
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METODOS

Vinte e um pacientes transplantados hepéaticos consecutivos
realizaram CRM. Os exames fizeram parte do seguimento de
rotina de todos os pacientes e foram realizados até um ano apos o
TH. Todos os pacientes com CRM (n=8) ou enzimas canaliculares
(n=5) alteradas foram submetidos 8 CPRE ou exploragio cirtrgica.
Pacientes com CRM e enzimas canaliculares normais (n=8) foram
considerados casos verdadeiro-negativos apds seguimento clinico-
laboratorial normal de pelo menos um ano.

Dezessete pacientes tinham anastomoses biliares ducto-ducto
sem stent, e quatro pacientes tinham derivagdes bilio-digestivas
(colédoco-jejunostomia em Y-de-Roux). O grupo de estudo incluiu
21 pacientes (14 do sexo masculino e sete do sexo feminino), com
idades entre seis e 66 (idade média, 41 anos).

A CRM foi realizada em um aparelho de 1.0 Tesla (Magnetom
Impact, Siemens Medical Systems, Erlangen, Alemanha), com uma
bobina de corpo phased-array. Nao foi realizado jejum. Medicag¢des
antiperistalticas e contraste oral ndo foram utilizados. O trato
biliar foi localizado com uma seqiiéncia com cortes espessos nos
planos axial e coronal. Posteriormente, a seqiiéncia colangiografica
realizada foi a Half-Fourier acquisition single-shot turbo spin-echo
(HASTE), no plano coronal obliquo, com cortes de 5 mm, em pausa
respiratdria. As imagens foram processadas usando reconstrugdes
MIP (maximum intensity projection). Tanto as reconstrugdes como
as imagens originais foram subseqiientemente analisadas.

Um radiologista experiente, sem acesso as informacdes clinico-
laboratoriais, interpretou as colangiografias por RM. Um segundo
examinador revisou os exames colangiograficos (CPRE) ¢ os
achados cirtrgicos. Ambos compararam os achados a CRM com
os achados a CPRE, cirurgia e seguimento clinico-laboratorial.
Foram calculados a sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo, valor preditivo negativo e acuracia da CRM na deteccao
de complicagdes biliares.

RESULTADOS

A CRM detectou complicagdes biliares em oito dos 21 pacientes
(38%), em que todos tinham anastomoses primarias do tipo
ducto-ducto sem stent. Foram encontradas oito estenoses

anastomoticas com dilatagdo das vias biliares a montante. Trés
destes pacientes foram submetidos a cirurgia com conversao para
colédocojejunostomia em Y-de-Roux e cinco foram submetidos a
dilatagdo endoscopica.

Em comparacdo com os achados da CPRE, da cirurgia ¢ do
seguimento clinico-laboratorial a CRM apresentou sensibilidade
de 87,5%, especificidade de 92,3 %, valor preditivo positivo de
87,5%, valor preditivo negativo de 92,3% e acuracia de 90,4% no
diagnoéstico de complicagdes biliares.

DISCUSSAO

Estudos recentes demonstraram que a CRM apresenta alta acuracia
na deteccdo de complicagdes biliares pos TH.*>*° Nossos resultados
sd0 comparaveis aos obtidos nestes estudos.

A literatura recente favorece o uso da colédoco-coledocostomia sem
stent como técnica de escolha para reconstrugdo biliar no TH.2-?!
Uma das desvantagens, pela auséncia do dreno, ¢ a falta de acesso
direto para estudos colangiograficos. Pacientes com colédoco-
jejunostomia em Y-de-Roux primaria também tém limitagdes no
acesso endoscopico. Embora a CTP e a CPRE fornecam imagens
detalhadas da arvore biliar e permitam intervengdes terapéuticas,
estdo associadas a complicagdes em 3 a 5% dos procedimentos.'>#
Sendo um método ndo-invasivo a CRM supera essas limitagoes.
Pode também ser utilizada no rastreamento de complicacdes em
pacientes assintomaticos, como primeiro exame na avaliacdo
de suspeita clinico-laboratorial de complicagdes biliares e no
planejamento de procedimentos endoscopicos ou cirurgicos.

CONCLUSOES

A CRM ¢ um método ndo-invasivo que fornece informacoes
anatomicas detalhadas a respeito da arvore biliar. Se comparada
a CPRE e aos achados cirtrgicos, a CRM apresenta boa acurdcia,
especificidade e valor preditivo positivo, bem como sensibilidade
e valores preditivos negativos aceitaveis. Portanto, ¢ um exame
recomendavel para a detecgcdo de complicacdes biliares pos TH,
tanto como modalidade de rastreamento, como no diagndstico e
no planejamento de intervengdes terapéuticas.

ABSTRACT

Purpose: The aim of our study was to evaluate the role of MR cholangiography (MRC) in the diagnosis of biliary complications after
orthotopic liver transplantation (OLT). Method: Twenty-one liver transplantation patients underwent MRC using a T2-weighted sequence
(HASTE). Diagnostic confirmation was obtained with endoscopic retrograde cholangiography (ERCP) (n=11), surgery (n=3), or clinical and
laboratory follow-up of at least 1 year (n=8). Results: In 13 patients, no abnormality of the biliary tract was detected by MRC. In 8 patients,
anastomotic strictures were diagnosed, 7 of which were confirmed at surgery or ERCP. One patient with normal MRC and abnormal liver
function tests was found to have a stricture at ERCP. All patients with normal MRC and liver function tests had 1 year of uneventful follow-
up and were considered true-negative cases. We found that MRC had 87.5% sensitivity, 92.3% specificity, 87.5% positive predictive value,
92.3% negative predictive value and 90.4% accuracy in the diagnosis of biliary complications. Conclusion: MRC is a valuable examination
for detecting biliary complications after OLT and provides useful information for planning interventional procedures.

Keywords: Magnetic resonance imaging; Liver transplantation; Common Bile duct; Postoperative Complications
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TRANSPLANTE AUTOGENO OVARIANO EM OMENTO MAIOR -
ESTUDO EXPERIMENTAL

OVARIAN AUTOGENOUS TRANSPLANTATION ON THE GREATER OMENTUM -
AN EXPERIMENTAL MODEL

Luiz Ronaldo Alberti, Leonardo de Souza Vasconcellos, Andy Petroianu

RESUMO

Obijetivos: Avaliar aspectos morfofuncionais de ovarios implantados no omento maior, bem como a melhor técnica para implantagao
do ovario: se integro ou fatiado. Métodos: foram divididas aleatoriamente 40 ratas Wistar com ciclos estrais normais em quatro grupos:
Grupo I (n=5), controle — laparotomia; Grupo II (n=5), ooforectomia total bilateral; Grupo III (n=15), implante autégeno integro; Grupo
IV (n=15) implante autégeno fatiado, ambos no omento maior. Realizaram-se esfregagos vaginais nos 3° e 6° meses pos-operatorios e
estudos histologicos dos implantes ovarianos, avaliando-se: degeneragdo, fibrose, reagdo inflamatoria, angiogénese, cistos foliculares,
desenvolvimento folicular e corpos luteos. Resultados: Os animais do Grupo I tiveram ciclo normal. As ratas do Grupo II ndo apresentaram
ciclo, permanecendo em diestro. No Grupo I11, 11 ratas permaneceram em diestro, trés apresentaram ciclos incompletos e apenas uma teve
ciclo normal. No Grupo IV, trés animais ndo tiveram ciclo, oito tiveram esfregacos vaginais incompletos, e quatro tiveram ciclo normal.
Achados histolégicos dos animais pertencentes ao Grupo III evidenciaram histoarquitetura normal em dez ratas, porém, nas outras cinco
houve degeneragdo ovariana. No Grupo IV, 14 ratas tiveram ovarios com histoarquitetura preservada e em apenas uma houve sinais de
degeneracdo. Conclusdes: O implante autégeno ovariano em omento maior foi viavel, obtendo-se melhor preservagdo morfofuncional
com implantagdo de fatias.

Descritores: Ovario; Ciclo Ovariano; Ovariectomia; Desenvolvimento Experimental

INTRODUCAO

Muitas pacientes com cancer sofrem perda iatrogénica da funcao
ovariana mesmo sem o ovario estar envolvido na doenga, em
decorréncia de tratamento radioterapico e quimioterapico.! Essa
conduta resulta em menopausa precoce e disturbios funcionais,
tais como disfun¢ao sexual, niveis alterados de lipoproteinas, maior
risco de osteoporose e de doengas cardiacas, entre outros.?

Em muitos outros casos, a ooforectomia ¢ realizada por principio
ou necessidade,* em um procedimento na pelve, mesmo sem haver
inconveniéncia de manter o ovario. Com o objetivo de manter os
niveis hormonais, fisiologicamente, tem sido proposto o implante
autogeno ovariano heterotopico.>”’
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Diversas técnicas de implante autégeno ovariano vém sendo
pesquisadas continuamente em animais.®*® O estudo da
preservagao da fun¢@o ovariana em varias espécies animais resulta
em informacdes conflitantes na literatura quanto a eficacia da
manutengdo dos niveis hormonais.'' Estudos iniciais publicados
por Stockard & Papanicolaou (ver Cooper et al),'® em cobaias, e por
Long & Evans!” em ratas mostraram que o ciclo ovariano pode ser
monitorado por meio de mudangas na citologia vaginal.

Objetivando analisar a preservagdo da fun¢do ovariana em casos
de ooforectomia, o presente trabalho estudou o implante autdogeno
ovariano em omento maior e pesquisou a melhor forma de implantagao
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do ovario: integro, ou fatiado. Avaliou-se ainda a capacidade de secregao
hormonal dos ovérios autoimplantados por meio da manutencéo do
ciclo estral, com base em esfregacos vaginais.

METODO

Este estudo experimental foi realizado de acordo com as
recomendacdes das Normas Internacionais de Protegdo aos
Animais'®!® e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal — CETEA da Universidade Federal de Minas Gerais.

O presente trabalho foi conduzido em 40 ratas Wistar pesando entre 200
e 250 gramas, com aproximadamente 60 dias de idade. Para verificar
se 0s animais apresentavam ciclos ovulatorios regulares, esfregacos
vaginais foram colhidos diariamente durante um periodo de sete dias.
As ratas com ciclos atipicos foram previamente excluidas.

Os procedimentos foram realizados sob anestesia geral com
cloridrato de quetamina (90mg/kg) e cloridrato de xilazina
(10mg/kg), ambos por via intraperitoneal. As ratas foram
distribuidas aleatoriamente em quatro grupos: grupo I (n=5) -
controle, submetido apenas a laparotomia e identificagdo dos
ovarios; grupo II (n=5) — submetido a ooforectomia total bilateral;
grupo III (n=15) - submetido a ooforectomia total bilateral e
reimplante ovariano na forma integra no omento maior, sendo
fixado com um ponto, utilizando-se fio de prolene 5-0 e grupo IV
(n=15) - submetido a ooforectomia total bilateral. Nesse grupo,
os ovarios retirados foram cortados em trés fatias transversais
de aproximadamente trés milimetros de espessura e fixados ao
omento maior com fio de prolene 5-0.

O utero permaneceu in Situ em todos os grupos. Apds as cirurgias,
os animais receberam agua e ragdo a vontade. Eles foram
observados diariamente, ndo tendo apresentado anormalidade
local ou sistémica.

Com base nos estudos de Peromtyscus, que mostraram interferéncias
no ciclo ovariano por pequenos feixes de luz, precaugdes foram
tomadas na tentativa de minimiza-los, durante os periodos
noturnos.” Nos terceiro e sexto meses apds os procedimentos,
avaliou-se a fung@o ovariana com base no ciclo estral, por meio de
esfregacos vaginais didrios durante um periodo de 14 dias, com
base em estudos de Stockard & Papanicolaou (ver Cooper et al)
e Long & Evans.”

Para a realizagdo do esfregaco vaginal, os animais foram
imobilizados ¢ 0,25 ml de solugdo salina a 0,5% foi introduzido na
cavidade vaginal da rata, usando-se uma ponteira de pipeta.”'* Ap6s
lavar a cavidade vaginal duas vezes, o fluido foi retirado. Cuidados
foram tomados ao inserir a ponteira na cavidade vaginal, evitando
contato com o colo uterino. Cada ponteira foi usada uma tinica vez
para cada exame. %!

Os esfregacos foram fixados com alcool-éter 1:1 sobre ldmina de
vidro e corados pelo método de Shorr.?> O exame foi conduzido sob
aumento de 40 e 100X para observagao das caracteristicas celulares,
de acordo com o ciclo ovariano descrito anteriormente.

Ap6s a determinagao dos ciclos estrais do sexto més pos-operatorio,
os animais foram mortos com superdose de éter. Os ovarios
autoimplantados foram removidos e preparados para exame
histologico: foram fixados em formol a 10%, processados e incluidos
em blocos de parafina; ap6s serem cortados em fatias de Smm, com
o auxilio de um micrétomo, foram afixados sobre laminas e corados
com hematoxilina e eosina.
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Para comparagdo entre as formas integras e fatiadas dos ovarios
autoimplantados, avaliou-se o padrao do ciclo vaginal, os aspectos
macroscopicos e os histologicos dos implantes ovarianos, de
acordo com os seguintes parametros: degeneracdo, fibrose,
reag¢do inflamatodria, angiogénese, cistos foliculares, presenga
desenvolvimento folicular e corpos lateos.”?

Os resultados foram comparados por meio do teste t de Student e
qui ao quadrado com correcao de Yate para pequenas amostras.
As diferengas foram consideradas significativas para valores
correspondentes a P<0,05.

RESULTADOS

Todos os animais sobreviveram até o sexto més pos-operatorio,
sem complicagdes cirtrgicas. A Tabela 1 apresenta os achados
citolégicos vaginais de todos os grupos em ambos os periodos
avaliados, 3° e 6° més pos-operatorios.

Tabela 1. Avaliagao do ciclo ovariano em esfregacos vaginais de ratas
no terceiro e sexto meses pos-operatorios e no grupo controle.

Ratas Grupo | Grupo Il Grupo llI Grupo IV

Tipo ciclo n=>5 n=>5 n=15 [ n=15

Completo 5 5 - - 1 1 3 4

Incompleto - - - - 1 3 5 7

Ausente - - 5 5 13 il 7 4
Notas:

Grupo [- controle

Grupo II- ooforectomizadas

Grupo Ill- implante autégeno de ovdrio integro para o omento maior
Grupo V- implante autégeno de ovdrio na forma fatiada para o omento
maior

Com relacdo aos resultados obtidos no esfregago vaginal, as ratas do
Grupo I (controle) exibiram ciclos vaginais com sequéncia regular
das fases (diestro, proestro, estro e metaestro) tanto no terceiro
quanto no sexto meses pos-operatorios, com produgdo normal de
horménios ovarianos.

No Grupo II (ooforectomia bilateral), todos os animais permaneceram
em diestro durante 14 dias consecutivos no terceiro e sexto meses
pos-operatorios. As ratas desse grupo foram consideradas nio-
produtoras de hormonio ovariano.

No Grupo IIT (implante autdogeno de ovario integro), os exames
citologicos dos esfregagos vaginais de onze ratas mostraram os
mesmos resultados observados no Grupo II. A produgao hormonal
ovariana dessas ratas também foi considerada inexistente.
Entretanto, outras trés ratas apresentaram ciclos estrais incompletos,
sugerindo produg¢@o ovariana deficiente. Apenas uma rata voltou a
ter ciclos normais apos o 6° més pds-operatorio.

No Grupo IV (implante autéogeno de ovario fatiado), apenas trés
ratas ndo tiveram ciclo; oito animais tiveram padrdo citoloégico
compativel com estro, embora a sequéncia das fases tenha sido
atipica; quatro ratas tiveram ciclos estrais normais. Esse grupo
caracterizou-se pela produg@o hormonal deficiente em metade
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dos animais; porém, cerca de 27% das ratas mostraram padrao
citologico vaginal compativel com fung@o ovariana normal.

Ao exame macroscopico dos ovarios implantados, observou-se que
no Grupo IIT houve preservagao da parte externa do ovario e auséncia
de fibrose em 10 ratas (Figura 1). Nas outras cinco, havia sinais de
fibrose no local da implanta¢do ovariana no omento maior.

Figura 1. Achados histolégicos de implante autégeno de ovario integro.
Observar a auséncia de sinais de isquemia ou outras lesées degenerativas.
Presenga de foliculos em vdrios graus de maturagédo, corpos liteos (*) e
angiogénese (setas). Hematoxilina e eosina (40X).

No Grupo IV, 14 implantes apresentavam arquitetura aparentemente
normal e sem fibrose ou reagdes aos fios cirurgicos, bem como
omento maior de aspecto habitual. Apenas em uma rata houve sinais
macroscopicos de fibrose nos ovarios implantados. O restante da
cavidade abdominal em todos os grupos apresentou-se normal.

O estudo histologico realizado no sexto més pos-operatorio mostrou
que no Grupo III dez animais mantiveram arquitetura histologica
dos implantes ovarianos na forma integra semelhante ao Grupo-
controle, com auséncia de infiltrados inflamatdrios, degeneragdes
e necroses. Também foram observadas angiogénese e diferenciacao
dos foliculos em varios estadios de maturagao. Entretanto, as
outras cinco ratas apresentaram sinais de degenerag@o e fibrose
em seus ovarios. No Grupo IV, 14 ratas mantiveram os ovarios
autoimplantados fatiados com histoarquitetura preservada, além de
numerosos foliculos em diferentes fases de maturagao e angiogénese
mais exuberante em relagao ao Grupo III. A degeneragdo ovariana
ocorreu em apenas um animal do Grupo I'V.

Com base nos achados dos ciclos estrais, da macroscopia ¢ da
histologia dos implantes ovarianos, as ratas que tiveram os ovarios
autoimplantados na forma fatiada apresentaram melhor preservacao
morfofuncional em relagdo aquelas que tiveram implante realizado
na forma integra (p< 0,05).

DISCUSSAO

O objetivo principal do implante autdgeno ovariano € preservar a
fung¢do ovariana e minimizar os efeitos indesejaveis do climatério
precoce em mulheres ooforectomizadas.’ No presente trabalho, a
avaliag@o da fungdo ovariana teve como base o estudo da citologia
do epitélio vaginal,®® cuja interpretacdo seguiu a orientacdo de
Long & Evans.” Esses autores também descreveram os tipos
celulares e a duragdo de cada uma das quatro fases do ciclo estral
em ratas.

Segundo a literatura, os enxertos ovarianos avasculares apresentam
pequena taxa de viabilidade, acompanhada de quase auséncia
funcional.* Tal situagéo faz com que diversos autores optem pela
anastomose microvascular para manter a viabilidade dos enxertos,
porém, mesmo assim, a produ¢do hormonal mantém-se reduzida.'*>
Por outro lado, no presente trabalho, apesar de um terco dos ovarios
integros terem mostrado sinais histologicos de degeneragdo, em
todos os outros casos a vitalidade foi mantida.

Portanto, a técnica de implante autégeno avascular no omento
maior preserva a vitalidade dos ovarios, principalmente se fatiados.
Todavia, a fung¢do dos ovarios integros nao foi satisfatéria. Ja no
caso de ovarios fatiados, obteve-se uma boa resposta endocrina em
cerca de 27% das ratas.

Por meio de uma avaliacdo simples, investigou-se a melhor maneira
de implantar os ovarios: integros ou fatiados. Sabe-se que para se
obter uma avaliagdo mais rigorosa sobre a viabilidade dos implantes
ovarianos, varios outros parametros deveriam ser analisados.7,15,23
Porém, os padrdes morfofuncionais observados foram suficientes
para a comparagao entre 0s grupos.

CONCLUSAO

O implante autdégeno ovariano no omento maior de ratas ¢
tecnicamente simples e mantém os ovarios viaveis. Entretanto,
sob aspecto funcional, apenas os ovarios fatiados tiveram
atividade hormonal satisfatoria. Os resultados preliminares
desta investigacdo precisam ser complementados com estudos
adicionais de dosagem hormonal e em outras espécies de animais
antes de uma melhor afirmacdo sobre a eficacia de implantes
autégenos ovarianos.

SUMMARY

Purpose: in order to maintain the gonadal function after oophorectomy, morphofunctional aspects of ovarian autotransplantation on the
greater omentum and the best kind of implantation were investigated: intact or sliced. Methods: forty cycling female Wistar rats were
randomly divided in four groups: Group I (n=5), control — laparotomy; Group II (n=5), bilateral oophorectomy; Group I1I (n=10), intact ovarian
autotransplantation; Group I'V (n=10), sliced ovarian autotransplantation both in the greater omentum. The estrous cycle was investigated
in the third and sixth postoperative months and histological studies of the ovarian implants were carried out taking into acccount: the
degeneration, fibrosis, inflammatory reaction, angiogenesis, follicular cysts, follicular development and corpi luteum. Results: Animals of
Group I preserved their cycling sequence. Rats of Group II remained in diestrus. In Group 11, 11 rats remained in diestrus, three presented
incomplete cycles and one showed normal cycle. In Group IV, three animals remained in diestrus, eight showed incomplete cycles and
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four showed normal cycles. The histology of ovaries of Group III were normal in ten female rats, however ovaries of the remaining five
animals presented degeneration. In Group IV, 14 female rats had ovaries with preserved morphological aspect, and signs of degeneration
occurred in one specimen. Conclusions: the ovarian autotransplantation in the greater omentum showed a viable and the sliced form and

presented better morphofunctional aspects than the intact implants.

Keywords: Ovary; Ovarian Cycle; Oophorectomy, Experimental Development
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CONHECIMENTO E ATITUDE DE USUARIOS DO SISTEMA UNICO DE SAUDE SOBRE
DOACAO DE ORGAOS PARA TRANSPLANTES

Knowledge and attitude among users of the Brazilian public health system regarding organ donation
for transplants

Karina Dal Sasso Mendes, Patricia Abrado Curvo, Renata Cristina de Campos Pereira Silveira, Cristina Maria Galvao

RESUMO

Objetivo: Identificar o conhecimento de um determinado grupo de usuérios do Sistema Unico de Satide (SUS), sobre doagdo de 6rgios
e implementar uma estratégia educativa. Métodos: Foi realizada entrevista estruturada com o intuito de identificar o perfil de pessoas
doadoras e/ou ndo-doadoras, importancia da doagao de 6rgdos, conhecimento sobre doacao de 6rgaos e conhecimento sobre morte encefalica.
Resultados: Foram entrevistados 100 individuos, sendo que 33% dos usuarios se consideram potenciais doadores, 40% sdo doadores,
13% sdo nado-doadores e 14% sdo doadores ndo-conscientizados. Entretanto, apenas 40% dos usudrios ja oficializaram a vontade de doar
em suas familias. Com relagdo ao conhecimento sobre a efetivacdo da doagdo de orgdos, apenas 64% relacionaram a doagdo a morte
encefalica. Conclusdo: Os resultados deste estudo mostram que os usuarios do SUS estéo predispostos a doagéo de 6rgdos; entretanto, a
realidade mostra um elevado niimero de recusas, o que pode estar relacionado com a falta de informagdes e conhecimento sobre o processo

doagdo-transplante.
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INTRODUCAO

A realizacdo de transplantes ndo é possivel sem a doagdo de
orgdos. A caréncia de 6rgdos disponiveis ¢ o maior obstaculo
para o progresso dos transplantes e esta relacionada com
diferentes razdes; dentre elas, destacam-se as questdes médicas,
legais, éticas e culturais."? Quando um o6rgao é ofertado, a ndo-
aceitacdo deste por uma equipe de transplante gera frustracdo
em varios niveis, principalmente para a familia que deseja doar,
gesto supremo de solidariedade.

No Brasil, apesar de ser o pais mais populoso da América Latina,
vivemos atualmente uma triste marca, com um numero efetivo de
doacao de 6rgaos de doador falecido de 7,2 por milhdo de habitantes
ao ano, ficando atras de paises como Uruguai (24,9 pmp/ano),
Argentina (11,7 pmp/ano), Colémbia (9,9 pmp/ano) e Chile (9,8
pmp/ano).>*

A doag@o de 6rgdos é um processo complexo e prolongado, definido
como o conjunto de ag¢des e procedimentos com o objetivo de
transformar um potencial doador em um doador efetivo.® O potencial
doador ¢ um individuo com diagnostico de morte encefélica, no qual
tenham sido descartadas contra-indicagdes clinicas que representem
riscos aos receptores dos 6rgéos. °

O doador ¢ um paciente critico, do ponto de vista de monitoragao
e suporte. Para que seja possivel transplantar 6rgaos sadios e
em boas condi¢des de preservacao, torna-se necessario que a
existéncia de doadores seja notificada rapidamente e que eles
sejam tratados em Unidade de Terapia Intensiva.” A implicacdo da
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disponibilidade limitada de 6rgaos se reflete na prolongada espera
para o transplante, uma vez que o nimero de doagdes ¢ insuficiente
em relagdo a demanda. ®

O entendimento do conceito de morte encefalica ¢ um dos fatores
que influi no processo de doagao de 6rgaos. Muitas vezes, as pessoas
apenas ouvem falar desse conceito quando um ente querido evolui
para tal diagndstico em decorréncia de uma lesdo cerebral severa
e subita, o que dificulta a compreensdo da cessacao das fungdes do
cérebro em um ser aparentemente vivo. O desconhecimento e/ou
ndo aceitacdo da morte enceféalica é compreensivel, uma vez que,
classicamente, a morte era definida como a cessagao irreversivel das
fungdes cardiaca e respiratoria, o que gera resisténcia nao somente
na populagdo, mas também entre profissionais da saude. °©

No Brasil, um pais de dimensdes continentais com poucos centros
transplantadores e grandes diferengas sociais, culturais e religiosas,
as dificuldades relacionadas ao processo de doacdo tornam-se
ainda maiores. Desse modo, o presente estudo teve como objetivo
identificar o conhecimento e as atitudes de um determinado grupo
de usuérios do Sistema Unico de Satide (SUS) sobre a doagdo de
o6rgios e implementar uma estratégia educativa.

METODOS

Trata-se de um estudo prospectivo, delineamento ndo-experimental
do tipo survey, transversal, monocéntrico realizado entre usuarios do
SUS de nivel de ateng@o primario do interior paulista. A populacao-
alvo constou de usuarios atendidos em uma Unidade Béasica de Satde,
conforme sua aquiescéncia em participar do estudo.

Foi realizada uma entrevista estruturada, objetivando identificar:
o perfil das pessoas doadoras e/ou ndo-doadoras, a importancia
da doagdo de 6rgaos, o conhecimento sobre doagdo de orgaos e
o conhecimento sobre morte encefalica. Apos a entrevista, foi
entregue um folder explicativo sobre doagao de 6rgaos e realizado
esclarecimento verbal sobre as principais dividas dos usuarios.

RESULTADOS

Foram entrevistados 100 individuos, 67% do sexo feminino e
33% do sexo masculino. As idades variaram de 17 a 76 anos,
(média = 37,79 + 14,81 anos), sendo mais freqiientes os individuos
com idades entre 45 ¢ 59 anos. O analfabetismo estava presente em
apenas 6% dos usuarios.

Com relagdo a predisposi¢do para a doagdo de orgdos, 33% dos
usuarios se consideram potenciais doadores, 40% sao doadores,
13% sao nao-doadores e 14% sdo doadores ndo-conscientizados;
97% dos usuarios informaram vontade de doar um 6rgao a
um ente querido, 1% referiram duvidas quanto a doacdo e 2%
referiram ndo doar independentemente de qualquer circunstancia.
Os individuos que se declararam ndo-doadores referiram que a
falta de informacgdes, o medo ou as questdes burocraticas, que
poderiam aumentar o sofrimento da familia durante o periodo
de hospitalizag@o, foram consideradas as principais justificativas
para essa opc¢ao.

Quanto ao conhecimento dos usudrios sobre os 0rgaos passiveis de
doagao, os mais citados foram rim (89%), coragao (75%), figado
(60%), cornea (58%) e medula ossea (26%). Dentre os individuos
entrevistados, 21% apresentaram concepgdes erroneas sobre 0s
orgaos a serem doados e 4% nao foram capazes de mencionar sequer
um 6rgdo para transplante.

Todos os usuarios consideraram importante a doagdo de 6rgaos, e
arelacionaram com salvar vidas e ajudar o préximo. Dos usudrios
entrevistados, 75% informaram saber o que ¢ morte encefalica.
Contudo, apenas 40% dos usuarios ja oficializaram a vontade
de doar em suas familias. Com relagdo ao conhecimento sobre a
efetivacdo da doagdo de orgdos, 64% relacionaram a doagdo com
morte encefalica, 22% acreditavam que a doacdo ocorre quando o
coragdo cessa seus batimentos, 14% compreendiam que a doagao
ocorre quando o individuo estd em coma e 20% informaram nédo
terem qualquer conhecimento a esse respeito.

Vale ressaltar que no momento em que esses 20% de usuarios
do sistema unico de saude foram questionados sobre o que
sabiam em relacao a doacao de 6rgaos, foi unanime a declaragdo
de apresentarem pouca ou nenhuma informagao relacionada a
essa questdo. Contudo, eles expressaram o desejo de obter mais
informagoes relacionadas a doagdo, reconheceram o envolvimento
da familia nessa tomada de decisdo e verbalizaram as limita¢des
de divulgag@o nos meios de comunicag@o. Também foi relatada a
falta de interesse e conhecimento das pessoas no que se refere a
importancia da doagdo de 6rgédos e necessidade de se aumentar o
numero de doadores de drgdos para transplantes.

Quando questionados sobre as situagdes em que a doacao de 6rgaos
¢ contra-indicada, 58% informaram a presenga de doengas infecto-
contagiosas, problemas clinicos em doadores e a incompatibilidade
entre doador e receptor, enquanto 42% ndo souberam informar.

Frente aos dados obtidos, foi realizada analise comparativa entre
doadores (potenciais e efetivos) e ndo doadores (ndo-conscientizados
e ndo-doadores efetivos) utilizando-se o teste exato de Fisher. Foi
observada diferenca estatisticamente significante entre os grupos
no que se refere ao analfabetismo (P = 0,0439), nivel superior
(P =0,042), declaragdo de ter conhecimento em relagdo a doagdo
de orgaos (P = 0,0125), concepgao correta sobre o significado de
morte enceféalica (P =0,0033) e conhecimento das contra-indica¢des
para a doacao de o6rgdos para transplantes (P =0,0125). Esses dados
sugerem que a falta de informagdes ¢ o maior problema para o
processo de doagdo de d6rgdos. Os resultados do presente estudo
foram sintetizados na Tabela 1.

DISCUSSAO

A doacdo de 6rgdos tem se tornado a cada dia parte integral dos
cuidados em satide em todas as nac¢des. A doacdo de drgdos serve
acomunidade, salva vidas, melhora a qualidade de vida e apresenta
custo-beneficio relevante para a sociedade. Entretanto, ainda
existe uma grande necessidade de se informar as pessoas sobre
sua necessidade e importancia. °

O conhecimento sobre o processo de doacdo de orgdos para
transplante contribui para a implementacdo e otimizagao de agdes
que promovam a melhoria da qualidade do processo de doagéo e
transplante de 6rgdos.'> " Atualmente, a legislagdo brasileira prevé
que a responsabilidade pelo consentimento da doagdo ¢ da familia.
Com isso, ¢ primordial que os provedores da saude incentivem os
usuarios dos servigos de saude a falarem sobre o assunto entre os
seus familiares, explicitando o desejo favoravel ou ndo. '?

CONCLUSAO

Muito ainda hé para ser feito com o intuito de melhorar a consciéncia
e o conhecimento do publico sobre doagao e transplante de 6rgaos,
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Tabela 1. Andlise estatistica descritiva sobre doagdo de drgdos na amostra composta por usudrios do sistema unico de saude de Ribeirao Preto - SP

Doadores (n=73)

Nao-Doadores (n=27) Total (n=100)

Sexo
Masculino 20(27,40%)
Feminino 53(72,60%)
|dade (Média + DP) 36,60 13,21
Nivel Educacional
Nivel Superior 30 (41,09%)
Nivel Médio 23(31,51%)
Nivel Fundamental 18 (24,66%)
Analfabeto 2(2,74%)

Voceé doaria um 6rgdo a um ente querido? Sim: 71 (97,26%)

Quais sdo os 6rgdos disponiveis para transplantes?

Rim 69 (94,52%)
Coragao 59(80,82%)
Figado 47 (64,38%)
Cérnea 48(65,75%)
Medula Ossea 22(30,14%)
Pulmio 16 (21,92%)
0ssos 7(9,59%)

Outros 11 (15,07%)
Erros de conceitos 18 (24,66%)
Nao soube informar 1(1,37%)

13 (48,15%) 33(33,00%)
14 (51,85%) 67 (67,00%)
41001835 37,79 14,81
3(1,11%) 33(33,00%)
13 (48,15%) 36/(36,00%)
7(25.93%) 25(25,00%)
4(14,81%) 6(6,00%)

Sim: 26 (96,30%) Sim: 97 (97,00%)

20 (74,07%) 89 (89,00%)
16 (59,26%) 75 (75,00%)
13 (48,15%) 60 (60,00%)
10(37,04%) 58 (58,00%)
4(14,81%) 26(26,00%)
2(7.41%) 18 (18,00°%)
— 7(7.00%)

— 11(11,00%)
3(1,1%) 21(21,00%)
3(11%) 4(4,00%)

Vocé considera importante a possibilidade de doagdo de 6rgdos a um indivi-
duo com uma doenca intratével?

0 que vocé sabe sobre a doagéo de 6rgaos?
Vocé sabe 0 que significa morte encefélica?
Voce ja expressou oficialmente seu desejo em doar 6rgaos?

Em que situagBes um individuo pode doar um 6rgdo para transplante?

Sim: 73 (100%)

Nada: 25 (34,25%)
Sim: 61 (83,56%)
Sim: 37 (50,68%)

Coma 8(10,96%)

Faléncia Cardiaca 14 (19,18%)
Morte encefdlica 47 (64,38%)
Nao soube informar 15(20,55%)

Vocé sabe em que situagdes a doagdo de 6rgdos ndo é permitida?

Sim: 48 (65,75%)

Sim: 27 (100%)

Nada: 17 (62,96%)
Sim: 14 (51,85%)
Sim: 3 (11,11%)

Sim: 100 (100%)

Nada: 42 (42,00%)
Sim: 75 (75,00%)
Sim: 40 (40,00%)

6(22,22%) 14(14,00%)
8(29,63%) 22 (22,00%)
17 (62,96%) 64 (64,00%)
5(18,52%) 20/(20,00%)

Sim:10(37,04%)

Sim: 58 (58,00%)

necessarios para maximizar a doacao e o sucesso dos transplantes.
A doagao de orgaos frente ao diagndstico de morte encefélica pode
salvar vidas, melhorar a qualidade de vida de pessoas acometidas
por doengas cronicas intrataveis e dar uma chance dessas pessoas
terem uma vida saudavel.

Os resultados deste estudo mostram que os usuarios do SUS estao
predispostos a doagdo de orgdos; entretanto, a realidade mostra
um elevado nimero de recusas, o que pode estar relacionado
com a falta de informagdes e conhecimento sobre o processo de
doagdo-transplante.

ABSTRACT

Purpose: The aim of the present study was to identify the perception of a given group of users of the Brazilian Public Health System
regarding organ donation and to implement an educational policy. Method: Structured interviews were conducted aiming to make a profile
of donor and non-donor subjects, the importance of the organ donation and the knowledge regarding the donation and brain death. Results:
One hundred subjects were interviewed: 33% of them considered themselves potential donors; 40% were donors; 13% were non-donors,
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and 14% were non-aware potential donors. However, only 40% of users have already officially expressed to their families a propension
to donate. Regarding their knowledge on the appropriate moment for the organ donation, only 64% associated the act of donating with
the brain death. Conclusion: Although in the present results it was revealed users of the Brazilian Public Health System prone to the
organ donation, in fact, there was a high amount of refusals, and this may be due to the lack of information and knowledge regarding the
donation-transplantation process.

Keywords: Knowledge, Attitude, Organ Transplantation, Tissue and Organ Procurement.
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LATE ONSET OF ORAL CHRONIC GVHD

Manifestacéo tardia do GVHD oral crénico

Paulo Sérgio da Silva Santos, Fabio Luiz Coracin, Fabio Daumas Nunes, Marina Gallottini Magalhdes

ABSTRACT

Chronic graft-versus-host disease is the major late complication following allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT), and
the major cause for morbidity and loss of quality of life in HSCT long-term survivors. Oral involvement accounts for around 53% - 70%
of bone marrow and peripheral blood stem cell recipients, respectively. We report a case of late onset oral chronic GVHD and discuss the
role of the oral health care providers in the early diagnosis and management of this disease. Moreover, oral cGVHD development 4 years
after transplantation and coincident with withdrawing immunosuppression is most uncommon and shows the importance of tracking the

involvement of the oral cavity after allogeneic transplantation.
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INTRODUCTION

Hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is a therapeutic
modality that still provides chances for healing several hematological
malignancies.! Although immunosuppression facilitates the bone
marrow transplantation, it also causes a series of side effects,
among which a complication known as graft-versus-host-disease
(GVHD).2

Historically, GVHD has been divided into acute (aGVHD) and
chronic (¢cGVHD), with acute GVHD occurring in the first 100
days after transplantation and chronic GVHD, after such period.
Advancements in HSCT in the past 20 years have altered the previous
classification based on clinical and histological features of both acute
and chronic GVHD.? Chronic graft-versus-host disease is the major
late complication following allogeneic HSCT, and the major cause
of morbidity and loss of quality of life among HSCT long-term
survivors.* Oral involvement is observed in around 70% of peripheral
blood stem cell recipients and 53% of bone marrow recipients.®

Clinical manifestations of chronic GVHD may occur in the oral
mucosa, skin, liver, gastrointestinal tract and lymphoid system. The
oral mucosa may be the first site of manifestation of the disease,
suggesting that other organs should be investigated.® Objective
findings in the oral cavity were reported by Schubert (1984),
including erythema (73%) and oral lichenoid lesions (36%) as
major clinical signs, while ulcerative lesions were not frequent in
GVHD patients.”® Clinically, chronic GVHD of the oral mucosa
can be divided into grades 1, 2 or 3, according to the classification
proposed by Akpek. in 2001. Code 1 is defined as no clinical
evidence of cGVHD; code 2 is the clinically evident oral cGVHD
(severe dry mouth, food sensitivity, lichenoid mucosal changes
and/or erythema, and/or ulcer/blisters), and code 3 is used when
patients required pain medication and/or feeding tube, secondary
to severe oral cGVHD.®
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The oral manifestations of chronic GVHD may be associated with
those in other regions of the body, such as dermatitis, hepatitis and
gastroenteritis (diarrhea and abdominal pain). However, they can
often be the first sign of the disease. Histological analysis helps to
establish the diagnosis of GVHD.™® A working group from the US
National Institutes of Health has recently published a consensus
which sets a discussion on the histopathological changes brought
about by GVHD in various tissues, including the oral epithelium
and minor salivary glands. This document set the minimum criteria
for a histological diagnosis of GVHD and classified the diagnosis
as: “no GVHD?”, “possible”, “probable” and “GVHD”.!

The purpose of this study is to report a case of four years late onset
of oral chronic GVHD and to discuss the role of oral health care
providers in the early diagnosis and management of this disease.

CASE REPORT

A 33-year-old white male patient who had undergone allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation in 2001 due to severe
aplastic anemia was referred to the Special Care Dentistry Center,
University of Sao Paulo (CAPE/FOUSP) in 2005, complaining of
dry mouth and lesions in the oral mucosa. The conditioning regimen
included high-dose chemotherapy without total body irradiation.
Since the transplantation, patient had been treated with high-dose of
prednisone (2mg/Kg/day) and cyclosporine (12.5mg/Kg/day) for 4
years. No acute GVHD was presented, thus 2 months after ceasing
his medications, he showed clinical features suggestive of chronic
GVHD presented 4 years after the BMT, including oral dryness,
white plaques on the buccal mucosa and palate, and ulcers on the
lip and lateral border of the tongue (Figure 1 and 2). According to
the clinical classification proposed by Akpek in 2001, the disease
was graded as code 2. A biopsy of the oral mucosa was performed
including the right lower lip mucosa and minor salivary glands,
in order to confirm the diagnosis of cGVHD. Histopathological
examination revealed basilar vacuolopathy, spongiosis, exocytosis
of lymphocytes in the epithelium, and the presence of a generalized
lymphocyte infiltration (interstitial and bandlike) throughout the
lamina propria. The analysis of minor salivary glands showed

Figure 1. Oral lichenoid lesions in buccal mucosa
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chronic infiltration with mixed cells in the periductal region and
lymphocytes migrating into acinar units, as well as periductal
fibrosis and loss of polarity of ductal epithelial cells (Figure 3,
4 and 5). It is consistent with the diagnosis of “probable chronic
GVHD”[11]. Based on the histopathology results, the patient’s
medical history and the clinical examination, the diagnosis of
¢GVHD was established. Topical treatment with betamethasone
50mcg/dose (beclomethasone dipropionate, GlaxoSmithKline)
was initiated three times a day for three months. There was partial
remission of the lesions and a decrease in the patient’s symptoms
after three months. At the end of a period of one year follow-up, the
patient was free from oral lesions. Differential diagnosis with local
CMYV infection, immunohistochemistry was negative for CMV
antibody in both the oral mucosa and minor salivary glands (data
not shown). Additionally, no fungal infections were observed.

DISCUSSION

The frequent and careful assessment of clinical signs in the oral
cavity and the histological examination of the findings are important
to the diagnosis and prognosis of cGVHD.!? This is important
because cGVHD reduces the quality of life of long-term survivors.
In the case reported here, the patient developed oral chronic GVHD
four years (£1400 days) after withdrawing immunosuppression.

We decided to use Bethametasone 50mcg/dose (3 times/day)
according to reported by Franca, who has proven to be effective
in the topical treatment of the clinical features of oral cGVHD,*
leading to an effective response in the oral symptoms.

Our patient presented severe xerostomia, pain, and oral lichenoid
lesions. After topical treatment with beclomethasone, the oral
lichenoid lesions and pain subsided; however, dry mouth complaints
still remained. Dry mouth could be caused by the cumulative effects
of'the conditioning regimen14 and persistent damage in the salivary
glands caused by chronic GVHD.*

Figure 2. White plake in hard palate
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Figure 3. Epithelium and Lamina prépria (magnification 10x) - histological
features: Acanthosis, thickening of basal layer, band-like mononuclear
inflamatory infiltrate of lamina prépria

Figure 4. Epithelium (magnification 40x) — histological features: spongiosis,
keratinocytic atipia, exocytosis

Figure 5. Minor salivary gland (magnification 40x) — histological features:
Lymphocytes around & migrating into acinar units, acinar degeneration,
periductal chronic infiltrate, periductal fibrosis, intersticial fibrosis

The recommendations of the consensus document suggested an
incisional biopsy of a non-ulcerated site and at least five lobules
of the underlying gland, since the mucosal and glandular disease
may not be synchronous and the disease may be at various stages
of involvement.

The ability of the dentist and the oral pathologist to diagnose and
treat oral cGVHD plays a major role in improving supportive care
and quality of life to these patients. There is a consensus in the
related literature regarding the importance of oral care providers and
dental surgeons, as part of a multiprofessional team in diagnosing
and treating cGVHD. The diagnosis of oral GVHD commencing
4 years after transplantation and coincident to the withdrawing the
immunosuppression is uncommon. The treatment of oral cGVHD
is important to the maintenance of the quality of life in long-term
survivors of hematopoietic stem cell transplantation.

RESUMO

Doenga cronica do enxerto contra o hospedeiro ¢ a principal complicagdo tardia apds Transplante de células-tronco hematopoieticas (TCTH)
alogénico e a principal causa de morbidade e perda da qualidade de vida em longo prazo dos sobreviventes de TCTH. Envolvimento oral
ocorre em cerca de 53% - 70% nos receptores de medula 6ssea e de células-tronco de sangue periférico, respectivamente. Relatamos um
caso de inicio tardio de GVHD oral cronico e discutimos o papel dos prestadores de cuidados de satide oral no diagnostico precoce e manejo
da doenca. Além disso, o desenvolvimento de GVHDc oral, quatro anos apds o transplante, coincidindo com a retirada da imunossupressao
¢ mais incomum e mostra a importancia de acompanhar o envolvimento da cavidade oral apds o transplante alogénico.

Descritores: Rejeigdo do enxerto, Doengas da boca, Transplante de Medula Ossea
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e claritromicina) ou indutores da CYP3A4 (rifampicina ou rifabutina).
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