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APRESENTAGAO

Este livro retne trabalhos cientificos relevantes em Ciéncias Médicas.
Decidiu-se pela divisdo em quatro sec¢bes: i) area basica; ii) area clinica; iii)
medicina diagndstica; iv) area cirurgica.

Pelo primeiro capitulo sdo abordados os significativos avancos na
qualidade dos conhecimentos acerca da anatomia humana, bem como nas
técnicas de preservagdo dos corpos, nos métodos de estudo e nas formas
de intervengao cirurgicas, permitindo aos profissionais a aquisicao de
conhecimento, visando a realizagao de procedimentos cada vez mais seguros,
minimamente invasivos e naturalmente, menos danosos aos pacientes,
possibilitando assim uma recuperagao pos-cirdrgica em menor tempo.

Por meio do segundo capitulo sdo apresentadas algumas das mais
recentes tendéncias da evolugdo do conhecimento na area da motricidade
humana, segundo as diretrizes estabelecidas em 2017 pelo American College
of Sports Medicine, que bem demostra a importancia atribuida ao exercicio
fisico na saude.

Pelos capitulos terceiro e quarto foi avaliado o tratamento cirdrgico
da fibrilacdo atrial crébnica com US em pacientes com lesédo valvar mitral,
considerando-se caracterizagcédo clinica pré-operatéria e acompanhamento
desses pacientes no pos-operatorio imediato, na alta hospitalar e tardio
até 60 meses. Concluindo-se que o tratamento cirurgico da FAC com
US concomitante e a cirurgia valvar mitral é factivel e satisfatério, com
manutengdo do ritmo sinusal na maioria dos pacientes (83,8%), apds 60
meses de seguimento.

O quinto capitulo trata da comparagdo do potencial evocado
auditivo cortical P1 em neonatos e lactentes nascidos a termo e pré-termo.
A utilizacdo do potencial evocado auditivo cortical P1 em criangas destaca-
se pela verificagdo da maturagéo auditiva e pesquisa dos niveis minimos de
respostas corticais. Concluiu-se que o nivel minimo de resposta cortical foi
maior para os nascidos pré-termo durante o primeiro més de vida, e a laténcia
do potencial P1 foi maior para os nascidos pré-termo avaliados até o terceiro
més de vida.

Por meio do sexto capitulo, foi estudada a seguranca e eficacia
de formulagbes intraoculares contendo Luteina e Zeaxantina, isolada ou
combinada com Azul Brilhante ou Azul de Trypan em cirurgia de catarata e
vitreorretiniana.

O sétimo capitulo trata do diagndstico precoce da purpura
trombocitopénica trombotica. Diante de seu grave curso e, por muitas vezes
estar associada a outros disturbios hematoldgicos, o diagnéstico precoce é
essencial a fim de melhor definir o prognostico e a terapéutica adequada.
Entre os métodos de diagndstico laboratorial, a técnica de citometria de fluxo



tem mostrado melhor eficacia, devido a sua sensibilidade e especificidade.
Pelo presente capitulo foi investigada a presencga de ensaios clinicos os quais
utilizam a citometria de fluxo como método preferencial para o diagnéstico da
PTT a fim de realizar uma reflexdo do impacto sobre o desfecho clinico da
doenga.

Por meio do oitavo capitulo € buscada a detecgdo precoce de
neoplasias malignas via biomarcadores tumorais, considerada alternativa
promissora, especialmente quando associada a tecnologias inovadoras
passiveis de miniaturizagédo. A técnica de Phage Display permite selecionar
peptideos ligantes aos mais diversos alvos, superando a heterogeneidade
dos tumores e abrindo caminhos para a evolugao das praticas clinicas. Neste
capitulo, sao abordados os principais aspectos relacionados a tumores e os
atuais desafios no diagnéstico da doenga, bem como a utilizagao da técnica
de Phage Display na descoberta de novos biomarcadores.

Pelo nono capitulo foi realizada a avaliagdo de biomarcadores
em mulheres com dor associada a endometriose. Ambos os tratamentos
trouxeram beneficios aos pacientes e a redugédo dos biomarcadores nao foi
correlacionada a melhora dos escores de dor pélvica e dismenorreia.

Pelo décimo capitulo foram selecionados pacientes submetidos a
abdominoplastia e mamoplastia os quais receberam a aplicacéo de Plasma
Rico em Plaquetas (PRP) diretamente na cicatriz e comparando-o com o
segmento cicatricial oposto sem PRP. Concluiu-se que o uso intradérmico do
PRP, apresentou-se promissor, contribuindo beneficamente na evolugao do
processo cicatricial, com melhores resultados aos 4 dias e 90 dias de pds-
operatorio.

Desejo uma boa leitura!

Dra. Marcia Arantes Marques
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CAPITULO 1

EVOLUGAO DO ENSINO DE ANATOMIA

Rogério Wagner da Silva
lattes.cnpq.br/8062101250870279

Universidade Catodlica de Brasilia —
Brasilia/DF

José Roberto Pimenta de Godoy
lattes.cnpq.br/9928349180956142

Universidade de Brasilia — Brasilia/
DF

Simone Cruz Longatti
lattes.cnpq.br/0459458620075861

Universidade Catolica de Brasilia —
Brasilia/DF

RESUMO - O estudo do corpo
humano é uma area de grande
dedicacao investigativa e de notdria
importancia na formacao académica
dos profissionais de saude. Ao
longo dos tempos, o conhecimento
anatdmico evoluiu no  ambito
quantitativo e qualitativo da ciéncia,
pois erros uma vez cometidos
foram gradativamente corrigidos
com o avango dos métodos de
aprendizado. Por meio de um
exponencial e significante salto na
qualidade dos conhecimentos acerca
da anatomia humana, bem como
nas técnicas de preservagao dos

corpos, nos métodos de estudo e
nas formas de intervencgao cirurgicas,
os profissionais possuem melhor
conhecimento e consequentemente,
realizam procedimentos cada vez
mais seguros, minimamente invasivos
e naturalmente, menos danosos aos
pacientes, possibilitando assim uma
recuperacgao poés-cirdrgica em menor
tempo.

PALAVRAS-CHAVE: Anatomia hu-
mana; Evolugdo do estudo; Historia
da anatomia.

1. INTRODUGAO

Os métodos de estudo
anatébmico evoluiram grandemente
desde os primeiros apontamentos
realizados pela humanidade sob
forma de pinturas e esculturas na pré-
histéria até os dias atuais. Ao longo
de todo o tempo o conhecimento
sobre as estruturas do corpo
humano, seus o6rgédos e fungoes,
foram identificados, descritos de
maneira cada vez mais criteriosa e
muitas vezes replicados em modelos
artificiais para melhor compreenséo
e registro dos conhecimentos.
Técnicas muito precisas e cada vez
mais tecnoldgicas tém sido aplicadas
no ensino da anatomia humana
aumentando consideravelmente o
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conhecimento e a transmissdo dele na formacado dos novos profissionais
médicos e de todos os demais profissionais de saude.

2. DESENVOLVIMENTO

O estudo da anatomia humana acompanha a trajetéria do homem
moderno. As primeiras identificagdes de desenhos de corpos humanos
possuem datacao entre 45 e 60 mil anos, nailhade Bornéu, no sudeste asiatico.
Considerada a obra mais antiga que se tem registro, a caverna Lubang Jeriji
Saléh possui uma linda arte figurativa de animais rodeados por uma imensa
quantidade de mdos humanas e alguns desenhos humanos, indicando a
morfologia e a proporcionalidade entre as espécies. Nesse registro histérico
€ possivel prever que houve uma forma de transmissdo de conhecimentos
entre os homens mais primitivos € mesmo de maneira rudimentar e sem as
melhores condi¢des, a intengdo de documentar o conhecimento detido por
aquele grupo comunitario naquele momento histérico em que sequer havia
a possibilidade de transmissao através da escrita, que s6 surgiria algumas
centenas de anos mais tarde.

Neste cenario, as manifestagdes artisticas eram compreendidas
como uma expressao de evolugao intelectual de determinadas comunidades
e civilizagbes, portanto, os desenhos determinavam um importante meio
de imposicdo e demonstracdo de poder e superioridade. Com base neste
contexto historico, pode-se ressaltar os achados da caverna de Hohle Fels,
localizada no sul da Alemanha, onde foi encontrada e datada com pelo menos
35 a 40 mil anos um manequim de um corpo feminino sem a cabeca, trata-
se de uma escultura talhada em pedra, com o contorno humano e grande
riqueza de detalhes. Nesta mesma caverna também foi encontrado uma
escultura de pénis, que segundo arquedlogos e pesquisadores, além de ser
uma representacéo simbdlica do genital masculino, denotam o conhecimento
morfoldgico e aspectos culturais da civilizagdo naquele momento. Estes séo
apenas alguns dos mais remotos e antigos retratos histéricos do quanto o
homem estava atendo a replicar sua morfologia e deixar registros de seus
conhecimentos para futuras geragoes.

Muito mais como uma expressao de religiosidade e culto aos Deuses,
€ nao necessariamente com o intuito de repassar o conhecimento para as
geracgoes futuras, a mumificagao consistiu no uso de técnicas de preservacao,
a fim de salvaguardar aquele corpo para uma nova vida de acordo com as
crengas sociais no cenario histérico do momento em questédo. Naturalmente,
quando ouvimos falar em mumias a primeira remisséo feita € com relacao
as mumias egipcias, contudo as datagbes realizadas pelos arquedlogos
sugerem algo entre 1,5 e 2 mil anos, periodo em que , realmente elas sao
as que possuem a maior popularidade, contudo no deserto do Atacama,
considerado um dos lugares mais secos do mundo, proporcionou condigdes
favoraveis a preservacdo das mumias da cultura de Chinchoro, que apos
datagdo com radiocarbono tiveram idade estimada entre 5 e 7 mil anos de
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idade, ou seja no minimo 2 mil anos a mais do que qualquer mumia egipcia.

O que chama real atengdo com relagdo a mumificagdo sao os
conhecimentos anatdbmicos detidos no momento histérico em questao e a
utilizacdo das diferentes técnicas utilizadas para promover a preservagao
dos tecidos do corpo humano, valendo-se da evisceragao; da desidratagao,
realizada lentamente por aquecimento, ou com a utilizagdo de sais minerais,
ou ainda cinzas; da ungédo em 6leos; do empalhamento e da moldagem de
estruturas complementares com argila, massas e colas; dentre outras. Todos
estes procedimentos e a sequencia adequada formando um protocolo, que
passo a passo deve ser entendido como um grande avango social e do
conhecimento detido naquele momento t&o remoto.

Papiros encontrados do antigo Egito datados entre 1600 e 1550
a.C. sdo um dos mais antigos e remotos documentos que descrevem a
anatomia humana do sistema circulatério. Os primeiros trabalhos médicos
realmente cientificos e mais antigos que se tem noticia que chegaram até
0s nossos dias sao os realizados por Hipocrates 460-377 a.C., descrevendo
a estrutura esquelética e muscular. Os trabalhos do indiano Charak datam
de aproximadamente 320 a.C. também descrevem a anatomia humana. O
primeiro registro histérico de dissecacdes e utilizagdo de cadaveres humanos
para estudos sdo de 400 a.C. quando Herdfilo e Erasistrato, detinham
permissao do Estado para realizar estudos com criminosos. O Grego Teofrasto,
discipulo de Aristételes, também realizou dissecagdes em humanos até 287
a.C. e foi ele que utilizou pela primeira vez o termo “anatomia”.

Estes sdo apenas alguns dos poucos e raros relatos que podemos
encontrar acerca do conhecimento do homem sobre sua anatomia, todos
muito importantes em sua respectiva época, direcionavam condutas, mas
inegavelmente possuiam erros que atualmente estdo claramente elucidados,
entretanto em nada desmerece o avancgo cientifico no tempo em questéo.

Assim, podemos chegar a um ambiente académico onde realmente
havia uma estruturacdo de conhecimentos prévios e passagem destes para
formagao de profissionais de saude, com conhecimento mais elaborado e
sistematizado para ser aplicado no tratamento e na promog¢ao de saude de
quem estivesse sendo assistido. E nesse contexto que surge a Escola de
Medicina de Alexandria, sendo que sua existéncia perdurou entre 300 a.C.
e 640 d.C. E um dos mais geniosos estudantes formados por essa escola
foi Galeno, que com suas ideias, descricdes e determinagdes dominaram e
orientaram o estudo da anatomia médica ocidental por quase 2 mil anos.

Com o declinio do império greco-romano e dando um grande salto
histérico para os séculos 14 e 16 na Europa, houve um grande avango
no estudo, pois com permissdo do Estado, os estudos em cadaveres
de criminosos possibilitaram descricdes mais precisas de todo o corpo
humano, havendo uma grande ruptura com consideragdes que perduravam
por anos equivocadamente. No século 16, com o incremento da imprensa,
Andreas Versalius publicou um tratado de anatomia identificado como “De
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humani corporis fabrica libri septem”, que consistia de suas observagdes
mais modernas e traziam rupturas com as ideias propostas por Galeno que
dominavam e orientavam os estudos naquela época.

Mais tarde podemos notar que a anatomia em crescente interesse
desperta fascinagdo em muitos e importantes artistas dos séculos XVI,
XVII e XVIII, como Michelangelo, Leonardo da Vinci e Rembrandt, muitos
deles participaram de dissecagdes e vivissecgdes, que serviam de fonte de
estudos para atingirem a mais alta qualidade de suas esculturas, pinturas,
desenhos e livros onde organizavam ilustragbes com descrigdes precisas de
procedimentos médicos, acessos cirurgicos ou mesmo simples descrigbes
topograficas com eximia perfeicdo de detalhes, nunca vistos anteriormente
na orientagdo de estudos anatémicos.

A descoberta dos Raios-X marcou o inicio de uma nova era da
anatomia, em que se tornaria possivel visualizar o interior do corpo sem o
lesar. A radiografia € o exame de imagem mais antigo que existe, seu uso
teve inicio na pratica médica em 1895 apds a descoberta dos raios X por
Wilhelm Conrad Roentgen. Trabalhando com ampola a vacuo, ele descobriu
raios que atravessavam vidro e papel e que ndo eram a luz e sim radiagbes
eletromagnéticas e na medida em que atravessam diferentes partes do corpo,
sua intensidade sofria atenuacao, e quanto mais densa a parte estudada,
maior a atenuagao. Desta forma, os 0ssos, que séo partes duras do corpo,
atenuam uma grande quantidade de raios X e aparecem mais brancos nos
filmes de radiografias. Partes moles, como, gordura, musculos, e visceras,
atenuam poucos raios X e aparecem opacas. O pesquisador fez seu primeiro
raio-X da mao de sua esposa e verificou que os raios X atravessavam corpos
humanos.

A introducéo de tecnologias computorizadas no processamento de
imagens nos anos 70 multiplicou ainda mais as possibilidades do diagndstico
visual, permitindo efetuar tomografias, ou seja, associar atecnologia tradicional
de raios-X com o processamento do computador para gerar uma série de
imagens transversais do corpo que podem ser posteriormente combinadas
para formar uma imagem de raio-X tridimensional. Imagens de TC s&o mais
detalhadas do que radiografias simples e dao aos médicos a capacidade de
visualizar estruturas dentro do corpo de muitos angulos diferentes, assim
como modelos tridimensionais com niveis de pormenorizagao cada vez mais
elevados, e por fim, a representacdo animada de processos funcionais do
organismo. Neste sentido, incorporar novas estratégias de investigacao
anatbmicas tém sido cada vez mais rapido e felizmente cada vez mais faceis
de serem implementadas, por exemplo, a utilizagao de substancias utilizadas
como contrastes e marcadores especificos que tecnologicamente possuem
afinidade de se associarem a células e tecidos de acordo com as afinidades
de atragcéo cada vez mais individuais, possibilitando obter imagens em tempo
real dentro do corpo humano, e sendo capazes de promover visualizagoes
que conduzem a um diagnéstico com precisdo anteriormente inimaginavel.
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Varias outras maneiras de estudar a anatomia foram aperfeicoados e
desenvolvidos a partir de uma técnica originaria. O grande marco realmente foi
a descoberta do raio-X para realizagao das radiografias, pois dele derivaram a
grande maioria dos exames de imagem como a tomografia computadorizada,
ultrassonografia, ecografia, angiografia, ressonancia magnética, termografia,
dentre outros. Naturalmente que os processos que levam a formagéo das
imagens sao diferentes entre cada um dos exames citados, contudo todos
compartilham do principio de obtengdo da imagem sem realizar nenhum
acesso fisico ou sdo minimamente invasivos.

Da mesma forma, a microscopia Optica possibilita em condi¢des
normais a ampliacdo das estruturas em até 1000 vezes e a associagao das
técnicas de microscopia a um computador, conduziu a microscopia eletrénica,
que é capaz de gerar aumentos Uteis de até 400 mil vezes. Nestes microscépios
os feixes de elétrons sdo capazes de formar a imagem fornecendo detalhes
das estruturas intracelulares, de cada organela e inclusive dependendo do
grau de ampliacao e da técnica utilizada dando detalhes ao nivel da estrutura
molecular dos tecidos que formam cada uma das células.

A incorporagao da tecnologia ao estudo da anatomia € um avango
constante. Atualmente modelos computadorizados realizados a partir de
scanners, tomografias e ressonéancias, conseguem fielmente reproduzir o
corpo humano e cada uma de suas estruturas, 6rgaos e sistemas, produzindo
softwares que s&o utilizados na formagao de novos profissionais de saude.
Estes programas sao capazes de replicar com altissima perfeigdo o corpo
humano em “mesas de simulagdo anatdémica”, em que podem ser realizadas
aulas e treinamento.

Alguns softwares sao capazes de realizar até projecbes em 3D
colocando virtualmente desde um Unico 6rgéo até o corpo inteiro no mesmo
ambiente de estudo como um holograma que pode ser controlado facilmente
com um smartphone. Outros softwares apds baixarem os arquivos da
tomografia e do scanner, sdo capazes de prover ajustes cirdrgicos e de
realizarem virtualmente todos os procedimentos pré-intervencédo médica de
cada passo que sera realizado durante o procedimento real. E possivel simular
desde como serd uma simples conduta em um tratamento odontoldgico,
desde o inicio do tratamento até o resultado final que sera obtido. Da mesma
forma pode-se realizar o treinamento de varias equipes que se preparam
para uma grande intervencao cirurgica, como por exemplo a separagao de
gemelares siameses, prevendo as agdes de cada um dos componentes da
equipe, os resultados das suas agdes e o resultado final do procedimento.
Este tipo de treinamento assegura um preparo de alta qualidade e possibilita
maiores chances de sucesso aos procedimentos mais complexos.

Estes exemplos de evolugao tecnoldgica sao constantes. Com o intuito
de realizar os procedimentos cirdrgicos e promover maior seguranga a quem
opera e menor tempo de recuperacéo a quem € submetido a um procedimento
cirurgico as técnicas minimamente invasivas tém sido um grande avango na
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medicina. Atualmente muitas das intervengdes podem ser realizadas com
acesso video laparoscoépico, que consiste na utilizacédo de um instrumental
cirargico e de uma fonte luminosa de fibra 6ptica por pequenos pontos de
acesso para realizagcao do procedimento. Atualmente a mais moderna forma
de intervencgao cirurgica consiste no aprimoramento das video laparoscopias,
pois entre o cirurgido e o instrumental foi colocado um “rob6”, criando o termo
cirurgias robéticas, com todos os controles realizados pelo médico cirurgiao
sendo feitos de a partir de uma estagdo computadorizada dentro do centro
cirargico. Um profissional devidamente habilitado nessa nova técnica pode
realizar os procedimentos com maior eficiéncia e menor lesdo aos tecidos
adjacentes.

Com o advento dos polimeros plasticos tem sido possivel a
construgcdo de modelos sintéticos cada vez mais fidedignos as pegas
naturais e grandes industrias possuem os mais diversos modelos de érgaos,
sistemas individualizados ou multi-sistémicos que podem ser utilizados como
coadjuvantes no ensino para posterior estudo nas pegas naturais.

Outro grande avango sdo os manequins simulacros anatémicos
utilizados no treinamento dos estudantes de saude. Estes bonecos possuem
altissima tecnologia e podem ser controlados via programagéao ou em tempo
real por um operador que simula todo um quadro de sintomas e procedimentos
que devem ser realizados na sequencia correta para que o “paciente”
sobreviva a intervengdo que esta sendo simulada. Podem ser realizadas as
mais diversas simulagdes, como: acessos, verificagdo de pressao arterial,
partos, dentre outros, de acordo com o modelo e o fabricante de cada um
destes simulacros.

As técnicas de preservagao dos cadaveres também apresentaram
um grande avango quando pensamos em por quanto tempo podemos
preservar os corpos humanos evitando seu deterioramento e aumentando
consideravelmente o tempo que estes corpos podem servir ao estudo e a
formagao dos novos profissionais de saude. A conservagdo em formol passou
a ser utilizada no inicio do século 19 para manter e preservar os cadaveres
para estudo evitando sua decomposicdo natural, contudo sua toxidade
sempre foi um fator de desconforto, motivando a busca por outras formas
de se preservar os cadaveres. Diante disso outras técnicas de preservagao
foram aplicadas, como a preservagcdo em acetona, em glicerina ou em
polimeros plasticos, onde cada um apresenta caracteristicas distintas no
tocante a preservagéo, mas o intuito final € a manutencédo da morfologia com
a melhor fidedignidade ao tecido in vivo.

Existem técnicas mais modernas que sao capazes de preservar os
cadaveres e manter a flexibilidade dos tecidos muito préximos a quando
estavam vivos, contudo possuem menor durabilidade preservando o corpo
por menos de 2 anos; entretanto técnicas como a imersdo em silicone
promovem maior alteragdo na consisténcia dos tecidos corporais, entretanto
sao estimadas em preservar o corpo humano por até 15 mil anos.
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Por fim o que se tem de mais recente no estudo da anatomia é
praticamente o que faziamos no inicio da histéria e naturalmente ndo mudou
muito, que consiste no estudo realizado em cadaveres o mais frescos possivel.
Essa via de estudo € sem nenhuma sobra de duvida a que proporcionara
maior imers&o dos estudantes.

Atualmente existem diversos centros de estudos espalhados pelo
mundo que consistem em hospitais e escolas de treinamento que preservam
os corpos resfriados e disponibilizam para o estudo com no minimo 48h
pos-morte, desde que liberados legalmente e realizados os exames
microbiolégicos de acordo com o protocolo e legislagdo de cada instituicdo e
pais que se encontram. Nestes centros de estudo e treinamento séo ofertados
os cadaveres para realizagéo de dissecagbes académicas, aprimoramento e
desenvolvimento de procedimentos sempre visando melhoria das técnicas e
aumento dos conhecimentos dos profissionais em questéo.
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EVOLUTION OF ANATOMY TEACHING

ABSTRACT - The study of the human body is an area of great investigative dedication
and notorious importance in the academic training of health professionals. Over time,
anatomical knowledge has evolved in the quantitative and qualitative scope of science,
as errors once made were gradually corrected with the advancement of learning
methods. Through an exponential and significant leap in the quality of knowledge
about human anatomy, as well as in body preservation techniques, study methods and
forms of surgical intervention, professionals have better knowledge and, consequently,
perform procedures more and more safe, minimally invasive and naturally, less harmful
to patients, thus enabling a post-surgical recovery in less time.

KEYWORDS: Human anatomy; Study evolution; History of anatomy.
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RESUMO - Aatividade fisica regular assume um papel primordial na promogao
da saude, qualidade de vida e longevidade da populagéo. Estudos indicam
relagao significativa entre a pratica regular de atividade fisica e a longevidade
entre os idosos. Ademais, sabe-se que o efeito da atividade fisica pode
levar a imunossupressao, quando em excesso, e a uma ativagao do sistema
imunologico quando controladas as cargas adequadamente, sendo que,
durante a pandemia, alguns estudos mostraram a relagdo de ser fisicamente
ativo com condigbes melhores do sistema imunolégico para enfrentamento
da COVID-19. Sabemos também que, sendo praticado de forma regular,
a pratica fisica pode ser considerada como uma forma Unica de estresse
fisiolégico capaz de desencadear adaptagcdées quanto a autofagia seletiva.
Em microgravidade (uG) o exercicio com resisténcias elasticas externas
ou internas sao recomendados para que haja menor comprometimento da
densidade mineral 6ssea. Outrossim, o efeito do exercicio no cérebro € unico
no sentido de melhorar a saude cerebral e as fungdes cognitivas através da
reducéo de fatores de risco periféricos para declinio cognitivo além da agao
direta através das inumeras alteragbes neuroquimicas. Mesmo com todos os
beneficios do exercicio fisico ainda ndo estando totalmente elucidados, ele
tem quebrado barreiras dentro das fronteiras do conhecimento através de
inovagdes significativas, tanto relacionadas a assuntos que dizem respeito
ao cotidiano, quanto a nossa nova realidade que se traduz por mudancas
decorrentes das modificagdes sociais e comportamentais acarretadas pela
pandemia do COVID-19.

PALAVRAS-CHAVE: Exercicio Fisico; Longevidade; Imuno-Histoquimica;
Macroautofagia; Voo Espacial; Condicionamento Fisico Humano. (DeCS/
MeSH).

1. INTRODUGAO

O American College of Sports Medicine (2018) ressalta que ha
beneficios a partir da pratica de exercicios fisicos regularmente por parte da
populagédo em geral e nas mais vulneraveis. Como exemplo, criangas higidas
tém ganho de saude 6ssea e status de peso. Ja para adultos portadores
de doengas pré-existentes, como o cancer de mama e proéstata, ha risco
reduzido de mortalidade. Embora uma uUnica sessédo de exercicios fisicos
possa representar um desafio para a homeostase celular, sessdes repetidas
de exercicios fisicos melhoram a imunovigilancia e a imunocompeténcia (DA
LUZ SCHEFFER; LATINI, 2020).

Achados revelam a contribuigdo potencial do exercicio na restauragéo
do fluxo de autofagia cardiaca na insuficiéncia cardiaca, que esta associada
a um melhor controle de qualidade mitocondrial, bioenergética e funcao
cardiaca (CAMPOS et al.,2017). Além disso, a aptidao cardiorrespiratoria
se correlaciona com parametros intestinais associados a saude, como
diversidade e riqueza taxondmica. O exercicio fisico também pode aumentar
a diversidade microbiana intestinal por meio de varios mecanismos, incluindo
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a promocao de um estado anti-inflamatério (CODELLA; LUZI; TERRUZZI,
2018).

Os desafios fisiologicos apresentados pelo voo espacial e em
ambientes de PG estdo bem documentados. Ambientes puG podem
resultar em diminuicdo da massa muscular, forga contratil e capacidades
funcionais. Assim, as recomendagdes atuais de exercicios para aqueles
que experimentam uG envolvem uma combinag¢do de treinamento de forga
e aerobio, ou “treinamento simultaneo” (JONES; PETERSEN; HOWATSON,
2019).

O exercicio também regula as vias autofagia-lisossomal e ubiquitina-
proteassoma, os dois principais sistemas proteoliticos do musculo esquelético,
indicando que o exercicio participa da regulagcdo dos mecanismos de
controle de qualidade dos componentes celulares e, portanto, da saude
muscular (FRANCAUX; DELDICQUE, 2019). Além disso, numerosos estudos
demonstraram que manter uma quantidade e qualidade minimas de exercicio
diminui o risco de morte, previne o desenvolvimento de certos tipos de cancer,
diminui o risco de osteoporose e aumenta a longevidade (GREMEAUX et
al.,2012).

Portanto, este capitulo tem como objetivo apresentar as mais
recentes descobertas dos efeitos dos programas de exercicios fisicos sobre
as fronteiras do conhecimento na area.

2. DESENVOLVIMENTO

Apresentar os novos conhecimentos disponiveis sobre o efeito de
programas de exercicios fisicos sobre a fisiologia, a saude e o desempenho
humano seria uma tarefa impossivel num unico capitulo. Por isso, se priorizou
os topicos que se destacam por seu ineditismo e importancia, como sera
apresentado a seguir.

2.1 Longevidade e Atividade Fisica

Um dos fendmenos mais visiveis nas sociedades atuais é o
envelhecimento populacional, sendo esse acontecimento denominado
transicao demografica. Em conjunto com a transigdo demografica, pode-se
destacar a transicao epidemioldgica, que é responsavel pelas mudangas nos
padrdes de morbimortalidade e invalidez da populacao idosa e que, em geral,
esta associada a outras transformagdes, como as sociais, econémicas e de
salde, com a pratica regular de atividade fisica constituindo uma variavel
importante nesse processo (CORTEZ et al.,2019).

Estamos vivendo mais, mas nao necessariamente de forma mais
saudavel, uma vez que, devido ao envelhecimento biolégico natural, que gera
alteracdes e mudangas estruturais ao corpo e a suas fungdes fisioldgicas,
quando atrelado a maus habitos de vida, como sedentarismo e ma alimentagao,
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pode desencadear o aparecimento de Doencgas Cronicas Nao Transmissiveis
(DCNT). Também ocorrem alteragbes no sistema autoimune, decorrentes
do processo de envelhecimento e denominadas imunosenescéncia, que
sao caracterizadas pelo aumento da incidéncia e da gravidade das doengas
infecciosas, e pela insuficiente protegcdo apds a vacinagdo, acarretando
elevado numero de internacdes. Esses fatores vém se destacando como um
importante desafio de saude publica, principalmente pelos efeitos deletérios
causados na saude da populagéao, principalmente entre os idosos, diminuindo
sua autonomia funcional, interferindo nos seus habitos de vida e afetando
diretamente sua saude e qualidade de vida (ROCCA et al.,2014; WHO, 2014).

Nesse cenario, a atividade fisica regular assume um papel primordial
na promogao da saude, qualidade de vida e longevidade da populagao,
tornando-se uma das nossas ferramentas mais poderosas para a prevengao
e para o tratamento das DCNT, uma vez que a atividade fisica regular melhora
os componentes da aptidao fisica (forgca muscular, resisténcia muscular,
resisténcia cardiorrespiratoria, flexibilidade e composi¢ao corporal), reduzindo
o agravamento das DCNT e consequentemente a morbimortalidade entre os
idosos.

Existe uma relagéo significativa entre a pratica regular de atividade
fisica e a longevidade entre os idosos, desde que realizada respeitando
os principios do treinamento desportivo e orientada por um profissional de
Educagéo Fisica devidamente habilitado e qualificado. As recomendagdes
s&o de que se realize no minimo 150 a 300 minutos de atividade fisica de
intensidade moderada ou 75 a 150 minutos de atividade fisica vigorosa,
visando gerar adaptagdes cronicas benéficas a sua saude (THOMPSON et
al.,2003; PIERCY et al.,2018; BURTSCHER et al.,2019).

Em relacdo aos efeitos cronicos da atividade fisica e sistema
autoimune, evidéncias cientificas ressaltam uma associagao positiva entre
o nivel de atividade fisica, imunidade, doenca e longevidade, com os efeitos
sendo inversamente proporcionais quando atrelados ao sedentarismo e
maus habitos de vida. Nesse caso, a participagdo em sessdes regulares
de atividade fisica que fortalega o sistema cardiovascular, com intensidade
de moderada a intensa, com duragao de no minimo 150 minutos semanais,
trazem resultados positivos contra disturbios imunolégicos e inflamatdrios,
bem como contra a morbimortalidade dos idosos (CABANAS-SANCHEZ et
al.,2018).

Por fim, apesar do crescimento da populacdo idosa ser um fato
visivel nas sociedades contemporaneas, ainda carecem de mais discussdes
sobre qual é o “segredo” para a longevidade. Destaca-se a importancia de
evidéncias cientificas que auxiliem os profissionais de saude e demais areas
que estudam e trabalham com o envelhecimento na compreensao dos fatores
intervenientes da longevidade.
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2.2 Imunologia e Exercicio

O sistema imunolégico tem a fungao de manter a integridade do
funcionamento do corpo humano contra agentes infecciosos e substancias
nocivas advindos do ambiente externo e também para restaurar lesbes
no corpo de qualquer natureza. Existem barreiras fisicas e quimicas que
impedem a entrada de patdégenos no nosso organismo, que € dividido em
imunidade inata e imunidade adquirida. A imunidade inata atua agudamente
e é mais rapida contra agentes nocivos do que a adaptativa, e € mediada por
células que atuam de forma inespecifica — ja nascemos com elas.

A imunidade adaptativa, por sua vez, produz uma resposta que
é tardia, porém direcionada e mais intensa que a gerada na inata. Esta
identifica o agente estranho e desenvolve mecanismos para combaté-lo, e
parte do arsenal produzido persistira apds sua destruicdo, otimizando a agao
do sistema imune em encontros futuros (reinfecgées pelo mesmo patégeno).
Isso cria a memodria (via linfécitos T e B) de todos os agentes estranhos que
adentram o corpo, para que, em uma proxima invasao, esse sistema possa
agir de forma mais eficaz para inibi-lo e destrui-lo.

A relacdo entre exercicio fisico e sistema imunolégico vem sendo
estudada e apresenta resultados interessantes. Segundo alguns autores, ha
uma dose resposta entre o sistema imunoldgico e o controle das variaveis
do treinamento fisico, seja ele aerdbico, resistido ou combinado. O efeito
do treinamento fisico pode levar a imunossupressdo quando em excesso,
e a uma ativacdo do sistema imunoldgico quando controla-se as cargas
adequadamente.

E recomendado, para melhorar o sistema imunolégico com o
treinamento aerobico, realizar em média 20 minutos de treinamento, com
intensidades leves ou moderadas, continuo ou intervalado e de 3 a 4 vezes
por semana. Para o treinamento resistido, a recomendacgéao é duragao inferior
a 1 hora, intensidade moderada (40% a 75% de 1RM), intervalos entre as
séries de 45 a 90 segundos e exercicios para os grandes grupos musculares.
O treino combinado segue as mesmas recomendacgdes do aerobio e resistido,
entretanto, deve-se evitar treinos com duragao superior a 1 hora.

Durante a pandemia, alguns estudos mostraram a relagdo de ser
fisicamente ativo com condicdes melhores do sistema imunolégico para
enfrentamento da COVID-1. Por exemplo, associa-se a uma reducéo de 31%
do risco de doencas infecciosas adquiridas na comunidade e 37% de risco
de redugdo na mortalidade por doencas infecciosas. Ademais, foi observado
aumento da forga da barreira imunolégica da mucosa (imunoglobulina IgA
salivar).

A vacinagdo € uma das melhores estratégias para combater virus
e bactérias por meio da imunidade adquirida. As diferentes vacinas da
COVID-19 foram criadas em menos de um ano apods o inicio da pandemia, e
neste ano de 2021, ainda estamos em processo de vacinagéo da populagéo.
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Dessa forma, ainda ndo houve estudos robustos para apresentar resultados
claros sobre o papel do exercicio fisico e sua ajuda na resposta da vacinagao.

Contudo, em um preprint de Gualano et al. (2021), os autores
apresentaram que pessoas com doenga reumatica autoimune e fisicamente
ativas (>150 min semanais) tiveram melhores respostas com a vacinagao
contra COVID-19. Além disso, pessoas com >350 minutos semanais de
atividades fisicas moderadas para vigorosas apresentaram resultados ainda
melhores. Corroborando com este achado, Chastin et al. (2021), em uma
meta-analise, mostraram que pessoas fisicamente ativas, com um minimo de
20 semanas antes de vacinagdes contra virus da H1N1, H3N2, influenza tipo
B, pneumocdcica e virus varicela zoster, apresentaram maiores resultados no
sistema imunolégico em comparagao ao grupo controle.

Os mecanismos ligados a respostas de vacinagdo em pessoas
fisicamente ativas ainda nédo estdo claros, mas podemos supor que sejam
semelhantes aos que causam as respostas do sistema imunolégico com o
exercicio fisico e que pode haver influéncia em diferentes vacinagdes. Em
concluséo, esta pode nao ser a ultima pandemia que enfrentamos, e além do
sistema imunoldgico, o exercicio fisico pode diminuir os riscos de mortalidade
que enfrentamos com a COVID-19 por influenciar outros fatores, tais como
doencgas cardiovasculares, metabdlicas e obesidade.

2.3 Autofagia e Exercicio

Apos a descoberta do lisossomo em 1955, que rendeu ao belga
Christian de Duve o prémio Nobel da Medicina e Fisiologia em 1974, o termo
autofagia foi proposto pelo pesquisador em um simpdésio realizado na cidade
de Londres em 1963 (KLYONSKI, 2008). Mais tarde, esse processo voltou a
chamar a atengdo da comunidade cientifica através do pesquisador japonés
Yoshinori Ohsumi em seus trabalhos sobre o detalhamento do fendmeno
em leveduras nas décadas de 1980 e 1990, que o renderam o prémio
Nobel da Medicina e Fisiologia em 2016. O termo, de origem grega, que
significa “alimentar-se de si préprio”, é bastante apropriado, uma vez que o
processo se exacerba em situagdes de privagao de nutrientes e é ainda mais
pronunciado em conjunto com o exercicio fisico. Com excecdo de alguns
parasitas, 0 mecanismo de autofagia parece estar presente na maioria dos
eucariontes, que de um ponto de vista evolutivo, denota ser um processo
extremamente importante e antigo, acompanhando o desenvolvimento dos
metazoarios (HURLEY; SCHULMAN, 2014).

A autofagia € um processo altamente dindmico e pode ser modulado
em varias etapas. Em geral, a maior variedade de substratos, incluindo
proteinas de longa duragéo, agregados de proteinas insoluveis e organelas,
sdo degradados como uma forma de reaproveitamento de energia em
situacgoes de estresse ou privagédo de nutrientes (FUQUA et al.,2019). Amplas
evidéncias clinicas e experimentais indicaram um papel emergente para
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esse processo de reaproveitamento de energia através da degradagao e
reciclagem de organelas celulares e substratos (WU et al.,2019). Sabe-se
que a autofagia basal é crucial no suporte da massa muscular e morfologia,
e quando estimulada pelo exercicio, tem efeitos positivos sistematicos na
homeostase da glicose e no perfil metabdlico. Ha fortes evidéncias in vivo de
que a supressao desse mecanismo esta associada ao acumulo de proteinas
agregadas toxicas e atrofia muscular, com base em estudos sobre a delecao
especifica de genes como o Atg7 e Atg5 (ROCCHI; HE, 2015).

Além da fome como o indutor fisiolégico mais conhecido de autofagia,
€ sabido que o exercicio fisico estimula potentemente esse processo
no musculo esquelético ao interromper o complexo inibitério Beclin-1 e
aumentando seus valores basais, necessarios para a adaptagéo desse tecido
induzida pelo treinamento (LIRA et al.,2013). Nesse sentido, o exercicio fisico
regular pode ser considerado como uma forma Unica de estresse fisioldgico
capaz de desencadear adaptagbes quanto a autofagia seletiva (WU, et
al.,2019). Sabemos que o treinamento desencadeia resultados semelhantes
na ativagdo e expressao autofagica quando comparados a estratégias de
ingestao caldrica reduzida, como dieta e até jejum (YAN et al.,2017).

Sendo o sistema musculo esquelético o protagonista central do
movimento humano, niveis adequados de massa muscular e fungao contratil
sdo fortes preditores independentes de progndstico positivo e taxa de
recuperacao em pacientes em unidades de terapia intensiva, bem como
preditores de autonomia funcional e reducdo de mortalidade (FUQUA, et
al.,2019). Com relagao as adaptac¢des musculares, a sinalizagdo de autofagia
pode ser um mediador de hipertrofia plausivel, porém, ainda incompletamente
caracterizado. Também ha grande evidéncia de que o aumento da sintese
proteica muscular mediado por um alvo mamifero do complexo-1 de
rapamicina (MTORC1) seja um mecanismo chave, mas ndo o unico, pelo
qual o treinamento de forga promove hipertrofia muscular (WACKERHAGE
et al.,2019).

Para o estado alimentado, em oposicdo ao estado de inanigao, a
cascata de sinalizagdo fisioldgica da insulina intracelular ativa a via mTOR
e inibe a autofagia, incluindo a degradacéo lisossomal de proteinas e
organelas. Esses efeitos da insulina s&do disfuncionais na presenca de
resisténcia a insulina, e podem contribuir para a perda muscular acelerada
no diabetes. Esse cenario pode levar a degradacgao da proteina muscular em
uma caracteristica diferente dos efeitos da sarcopenia relacionada a idade.
Por outro lado, o balango de conversédo da proteina basal, que em grande
parte depende da degradagdo de substratos ubiquitinados, é fundamental
para a manutencado da massa e da fungdo muscular.

No entanto, a regulacdo da degradacéo da proteina ubiquitinada em
musculos esqueléticos saudaveis ndo atrofiados ainda esta em evolugéo, e os
moduladores especificos de tecido em potencial permanecem desconhecidos
(WIEDERSTEIN et al.,2018). Essas evidéncias sugerem que a compreenséo
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da autofagia, especificamente no musculo esquelético, assumira um papel
central frente as principais doencas cronicas nao transmissiveis.

2.4 Exercicio Fisico e Neurociéncias

Individuos submetidos a um programa de exercicios apresentam
menores niveis de cortisol em repouso ou em resposta a um agente estressor
quando comparados a sedentarios (MELLO et al.,2005). As alteracbes na
atividade do eixo HPA, como maior densidade e eficiéncia de receptores
mineralocorticéides, menores niveis de cortisol e inibicdo da sintese de
cortisol, podem representar mecanismos eficientes de feedback negativo
(LAUGERO, 2001).

O exercicio crénico tem efeitos antioxidantes, que podem ser
explicados pela sinalizagao mediada por espécies reativas de oxigénio (ROS).
Além disso, estudos animais observaram que maiores niveis de ROS ativam
a proteina CREB (cAMP response element-binding) e o receptor ativado
por proliferadores de peroxissoma gama (PGC-1a) no nucleo, induzindo a
biogénese mitocondrial. Desse modo, o exercicio aerdbico crénico promove
um aumento da atividade biogénica mitocondrial (expresséo dos fatores de
respiragdo nuclear, NRF-1 e NRF-2, e, em consequéncia, ativacdo do fator
de transcricdo mitocondrial A-TFAM) mediada por antioxidantes (POWERS;
TALBERT; ADHIHETTY, 2011).

O exercicio agudo promove alteracbes cerebrais em consequéncia
do aumento no metabolismo, na oxigenagao e no fluxo sanguineo no cérebro,
modulando a maioria dos neurotransmissores no sistema nervoso central
associados a inibicao e a sedacao (GABA), estado de alerta (norepinefrina),
sistema de recompensa (dopamina) e humor (serotonina) (ENCINAS, 2006).
Ja a ativacdo das monoaminas pela atividade fisica reduz a incidéncia e
aumenta as chances de recuperacgao de transtornos mentais como depressao,
ansiedade e estresse (ENCINAS, 2006). Nesse contexto, € interessante o
fato de que agonistas de serotonina, incluindo alguns antidepressivos como
a fluoxetina, podem aumentar a génese celular, enquanto a administragéo de
antagonistas de receptores de serotonina reduz a proliferagéo celular no giro
denteado, uma regido do hipocampo associada a potenciagéo de longo prazo
(MAASS et al.,2015). De fato, os efeitos antidepressivos do exercicio em
humanos tém se mostrado tao potentes quanto o de medicag¢des agonistas de
serotonina, aumentando a possibilidade de a neurogénese ser o mecanismo
comum terapéutico por tras das melhoras nos sintomas (TONG et al.,2001).

Fatores neurotréficos, proteinas essenciais para sobrevivéncia,
proliferagdo e maturagdo neuronal também sado ativados e sintetizados
durante o exercicio agudo. Estudos em animais mostram aumento nos niveis
de expressao de diversas neurotrofinas como o fator neurotréfico derivado
do cérebro (BDNF), fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-
1), fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), neurotrofina-3 (NT3),
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fator de crescimento de fibroblasto (FGF-2), fator neurotréfico derivado da
glia (GDNF), fator de crescimento epidérmico (EGF), e fator de crescimento
nervoso (NGF) apos exercicio (COTMAN; BERCHTOLD; CHRISTIE, 2007).

Aexpresséao do gene hipocampal de VEGF em animais adultos resulta
em aproximadamente o dobro do niumero de neurénios no giro denteado e
melhoras na cognicéo (CHEN et al., 2018). Além disso, a infus&o periférica de
IGF-1 também aumenta a neurogénese no cérebro de animais adultos, além
de reverter a redugao neuronal relacionada ao envelhecimento. Assim, muitos
autores concluem que as alteragbes vasculares no cérebro em consequéncia
do exercicio podem ser mediadas por fatores como o IGF e VEGF (COTMAN;
BERCHTOLD; CHRISTIE, 2007).

O aumento da neurogénese hipocampal € um fenébmeno robusto e
claramente evidenciado (COTMAN; BERCHTOLD; CHRISTIE, 2007). Estudos
mostraram, no entanto, que parece nao haver produgédo de novos neurdnios
ou células gliais em consequéncia do exercicio em outras regides do cérebro,
como, por exemplo, no bulbo olfatério ou zona subventricular (ROCHEFORT
et al.,2002). O exercicio ndo s6 aumenta o nimero de novos neurénios, mas
também influencia a morfologia de neurdnios recém-nascidos, sugerindo que
os efeitos do exercicio nos novos neurdnios sdo quantitativos e qualitativos.
Além disso, foram observadas também alteragbes sinapticas nas mesmas
regides onde ocorreu neurogénese, sugerindo que as novas células tém papel
funcional na integragéo do circuito neural. Aneurogénese em consequéncia do
exercicio parece estar acompanhada, ainda, de um aumento no tamanho de
espinhas dendriticas em areas do hipocampo de corredores e na proliferagao
de células da glia (gliogénese) em camadas corticais superficiais, cortex
motor e cortex pré-frontal de animais (EHNINGER, 2013).

2.5 Atividades Aeroespaciais e Exercicio Fisico

Ir ao espaco envolve desafios como a uG, ou seja, aceleracéo da
gravidade inferior aos valores da Terra (National Aeronautics and Space
Administration — NASA, 2017), a radiagédo espacial (DOBYNDE et al.,2021), o
acesso a alimentagao, o confinamento, o isolamento, a distancia da Terra e o
meio ambiente da nave (NASA, 2021).

A uG tem efeito deletério sobre densidade mineral 6ssea (DMO),
dependente da compressao axial dos ossos (GUYTON; HALL, 2017), sobre
estrutura muscular, em fungdo da menor forgca peso (JONES et al.,2019), e
sobre saude ocular, em fung¢éo da variagdo da presséao intracraniana (PATEL
et al.,2020).

Calcula-se perda de DMO entre 1 e 1,5%/més em astronautas em
MG por mais que 30 dias. O limite para essa perda de DMO e de massa
muscular, o efeito da gravidade fracionaria existente na Lua ou Marte e o
limite da recuperagéao na reabilitagao pds-missao sao desconhecidos (NASA,
2017).
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Mas, como treinar ossos e musculos em uG? Peso, a forga mais
relevante, mas nao a uUnica que atua sobre o corpo humano, é fruto da
interagdo entre campo gravitacional e a massa de um corpo. A Il Lei de
Newton (Equacdo 1) enuncia que o vetor forga (F) resultante equivale ao
produto da massa (m) do corpo pelo vetor aceleragdo (a). Entendendo-se
o Peso (P) como a forga de interagdo do campo gravitacional (g), tem-se a
Equagao 2, cujo vetor se direciona ao centro de massa dos corpos envolvidos
(YOUNG; FREEDMAN, 2015).

Il Lei de Newton: ¥ F = m.d (1) Forga Peso: P =m.g (2)
Assim, observa-se que a uG interfere no Peso e, por conseguinte,
no estimulo a DMO e ao musculo. Adicionalmente, qualquer atividade que
beneficie a saude do astronauta deve ser adaptada ao confinamento da nave
(PATEL et al.,2020).

Com essas limitagbes, resisténcias elasticas sdo uma opcgéo por
independerem do peso, como demonstra a Lei de Hooke, que estabelece
forca elastica (Fel) como o produto da constante elastica (k) de cada material
pela variagdo do comprimento (x) do elastico — conforme a Equacdo 3
(YOUNG; FREEDMAN, 2015).

Lei de Hooke: F_el=k.x (3)

Dessa forma, se o exercicio com peso é preferencial para promover
a hipertrofia muscular e DMO na Terra, em uG deve-se optar por resisténcias
elasticas externas ou internas. Tais exercicios com resisténcia elastica interna
envolvem componentes elasticos do proprio sistema musculo esquelético,
sejam eles alinhados em paralelo (CEP) ou em série (CES) com as miofibrilas
(BITTENCOURT, MIRANDA; VOIGT, 2018). Para estimular CEP e CES,
Conceigdo (2018) sugere flexionamento, com a execucdo de arcos de
movimento articular superiores aos originais, no limite da distensibilidade dos
musculos, ligamentos e tecidos conjuntivos envolvidos.

A Sindrome Neuro-ocular Associada a Viagem Espacial (SANS)
também deriva da uG que, ao distribuir uniformemente os liquidos corporais,
eleva a pressao intracraniana. SANS pode implicar em perda da acuidade
visual, e ndo se sabe se é irreversivel, e ndo ha controle especifico, devendo
ser monitorizada.

Radiagdes espaciais envolvem particulas energéticas solares (SEP)
e raios cosmicos galacticos (GCR). GCR é inversamente proporcional, e SEP
diretamente proporcional a atividade solar, existindo modelos empiricos que
calculam suas variagdes dentro do ciclo solar (DOBYNDE et al.,2021). Patel
et al. (2020) indica que o maleficio dessa exposi¢cdo dependera do local e
duragéo da misséao, da atividade solar, dos veiculos e do ambiente propiciado
por trajes e estagdes. Por isso, Dobynde et al. (2021) propuseram um modelo
que minimiza exposi¢des a SEP e a GCR, que indicou que a ida a Marte deve
ser na maxima atividade solar, com viagem durando menos que 4 anos.

O confinamento e isolamento proporcionados pelo meio ambiente da
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nave e pela distancia da Terra impede a chegada de provisées e socorro,
limitando grandes excursdes espaciais (NASA, 2021). Restricdes nutricionais
implicam em desenvolver alimentos com grande potencial nutritivo e calorico
na menor por¢ao possivel e necessidade de reaproveitamento maximizado
de agua. Além disso, a limitagdo comportamental tem forte componente
psicolégico, prejudicando performance fisica e cognitiva. Dada a distancia
da Terra e atraso na comunicagao, o treinamento dos membros da tripulagao
deve incluir testes que minimizem esses riscos (PATEL et al.,2020).

Além desses apontamentos relacionadas a saude, tem-se questdes
relacionadas a ética, ao direito e a organizagdo empresarial que impactam
na tomada de decisdo nas atividades aeroespaciais, especialmente quando
envolve fins comerciais e turisticos (LANGSTON, 2016).

3. CONSIDERAGOES FINAIS

Em janeiro de 2016, o governo japonés langou o 5° Plano Basico de
Ciéncia e Tecnologia, que foi apresentado em 2017 no congresso do Centrum
flir Biroautomation, Informationstechnologie und Telekommunikation -
CeBIT, em Handver, Alemanha. Nesse plano, se estabelece o paradigma de
que o mundo vive atualmente na Sociedade 5.0. A proposta japonesa € criar
um novo contrato social e um modelo econémico incorporando totalmente
as inovagodes tecnolégicas da quarta revolugédo industrial (Industria 4.0),
capazes de propiciar a aplicacdo de diversas tecnologias para o bem-estar
das pessoas e suas necessidades.

A sociedade 5.0 se caracteriza pela popularizagdo do emprego da
internet nas coisas (loT), da quantidade massiva de dados (Big Data), da
inteligéncia artificial de 3% — e mesmo de 42 geragao etc. —, tudo sempre com
foco no bem estar humano.

O caminho trilhado pelo exercicio fisico, voltado para a saude dentro
das fronteiras do conhecimento, tem tido um avango inegavel, dentro dessa
perspectiva de inovagédo acelerada, e, principalmente, em decorréncia das
modificagdes sociais e comportamentais acarretadas pela pandemia do
COVID-19.

Neste capitulo, apresentamos algumas das mais recentes tendéncias
da evolugéo do conhecimento na area da motricidade humana, segundo as
diretrizes estabelecidas em 2017 pelo American College of Sports Medicine
e materializada na marca Exercise is medicine®, que bem demostra a
importancia atribuida ao exercicio fisico na saude.

Sejam todos, portanto, muito bem-vindos a esse “Admiravel Mundo
Novo”.
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FRONTIERS OF KNOWLEDGE IN PHYSICAL EXERCISE

ABSTRACT - Regular physical activity plays a key role in promoting the population’s
health, quality of life and longevity. Studies indicate a significant relationship between
regular physical activity and longevity among the elderly. Furthermore, it is known
that the effect of physical activity can lead to immunosuppression, when in excess,
and an activation of the immune system when loads are adequately controlled, and
during the pandemic, some studies showed the relationship of being physically active
with better conditions of the immune system for coping with COVID-19. We also know
that, being practiced regularly, physical practice can be considered a unique form of
physiological stress capable of triggering adaptations regarding selective autophagy. In
microgravity (UG) exercise with external or internal elastic resistance is recommended
so that there is less compromise in bone mineral density. Furthermore, the effect of
exercise on the brain is unique in that it improves brain health and cognitive functions
through the reduction of peripheral risk factors for cognitive decline in addition to
direct action through numerous neurochemical changes. Even with all the benefits of
physical exercise not being fully elucidated, it has broken barriers within the borders
of knowledge through significant innovations, both related to issues that concern
everyday life, and our new reality that translates into changes resulting from social and
behavioral changes brought about by the COVID-19 pandemic.

KEYWORDS: Exercise; Longevity; Immunohistochemistry; Macroautophagy; Space
Flight; Physical Fitness. (MeSH/DeCS).
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RESUMO - Objetivo:  Avaliar
tratamento cirdrgico da FAC com US
em pacientes com lesao valvar mitral,
considerando-se caracterizagao
clinica pré-operatoria e
acompanhamento desses pacientes
no poés-operatorio imediato, na alta
hospitalar e tardio até 60 meses.
Métodos: Foram estudados 100
pacientes portadores de FAC e lesédo
valvar mitral submetidos a tratamento
cirurgico por meio de ablagdo com US.
Dados foram obtidos em prontuarios,
incluindo sinais e sintomas, doenca
de base, classe funcional, tempo de
permanéncia hospitalar, tempo de
procedimento cirurgico, tempo de
ablagdo, complicagbes imediatas,
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alta hospitalar e tardias até 60 meses.
Foi utilizada curva atuarial (Kaplan-
Meier) para estudo da permanéncia
sem recidiva ap6s 12, 24, 36, 48 e
até 60 meses em pacientes com
FAC. Resultados: 86% tinham
doenga valvar mitral reumatica,
14% degeneragéo mitral, 40% eram
portadores de insuficiéncia mitral
e 36% estenose mitral. Principais
sintomas  incluiram  palpitagdes
(70%), insuficiéncia cardiaca
congestiva (70%) e episédio prévio
de edema agudo de pulméo (27%).
Resultados imediatos mostraram
que 94% dos pacientes submetidos
a ablacdo com US reverteram o
ritmo de FAC, 86% em ritmo sinusal
e 8% em bloqueio atrioventricular.
Na alta hospitalar observou-se
manuten¢do do ritmo sinusal em 86
pacientes e recidiva da FAC em 8. No
acompanhamento, apos 60 meses,
83,8% dos pacientes mantinham
o0 ritmo sinusal. Conclusdo: O
tratamento cirdrgico da FAC com
US concomitante e a cirurgia valvar
mitral é factivel e satisfatorio, com
manutengdo do ritmo sinusal na
maioria dos pacientes (83,8%), apds
60 meses de seguimento.

PALAVRAS-CHAVE: Fibrilagéo
atrial; Arritmias; Técnicas de ablagao;
Ultrassom; Procedimentos de cirurgia
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1. INTRODUGAO

A descricdo mais antiga da fibrilagdo atrial (FA) € a do médico do
imperador, 1696 a 1598 a.C., na China, retirado da obra The Yellow Emperor’s
Classic of Internal Medicine.”

O primeiro a se interessar pela arritmia foi William Harvey, em 1628,
em seu livro De Moto Cordis, observando em animais que os batimentos
se originavam nas auriculas, principalmente a direita, indo o sangue das
auriculas para os ventriculos. @ Harvey observou irregularidade e ineficacia
das contragbes auriculares antes da morte do animal e essa é, talvez, a
primeira observagdo de que hoje se conhece como FA.?

Jean-Baptiste de Sénac, em 1819, descreveu pulsus irreqularis
perpetuus, atualmente conhecida como FA paroxistica, e associou a lesao
da valva mitral a arritmia. ? Suas observagées foram confirmadas por Adams
em 1827, e Hope em 1839.®) No inicio do século XX, os primeiros relatos de
Lewis ja relacionavam FA com doenga mitral reumatica.®

A FA é a mais comum e a mais complexa arritmia supraventricular,
caracterizada pela perda da contracao atrial, seu diagnéstico é facilmente
realizado pelas manifestacdes clinicas, ausculta cardiaca e eletrocardiograma.
O mecanismo eletrofisioldgico da FA baseia-se na formagcédo de multiplos
circuitos de reentrada, cujo comprimento anatdmico precisa ser igual ou
maior que o comprimento da onda de ativacdo normal, dentro do periodo
refratario, dependendo da quantidade de tecido disponivel para a formagao
e perpetuacdo do circuito de reentrada. Quanto maior o atrio maior a
possibilidade de aparecimento e manutencao da arritmia. &®

A FA é a mais comum arritmia sustentada, sendo ocasionada pela
formacao de reentradas com padrao variavel, presentes no miocardio atrial,
causando deterioragdo da coordenacdo da ativagdo elétrica atrial com
consequente perda da contragao atrial. 679

Ateoria mais aceita para explicar mecanismos eletrofisiolégicos para
manutengdo da FA é de ondas multiplas, conforme descritas por Moe (19 e
confirmada por Allessie et al.,” (Figura 1). Técnicas desenvolvidas ao longo
dos anos e os estudos de mapeamento eletrofisioldgico possibilitaram melhor
conhecimento dessa arritmia. O mapeamento endocavitario mostrou que os
focos que provocam a FA se localizam nas veias pulmonares. ©
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Figura 1: Desenho esquematico mostrando eletrofisiopatogénese da FA
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Fonte: Google Imagens

As manifestagdes clinicas da FA s&o verificadas por meio de: 1)
ritmo cardiaco irregular, causando desconforto e ansiedade; 2) falha no
sincronismo da contragdo atrioventricular, com alteragdo no enchimento e
ejecao ventricular, causando comprometimento hemodindmico que resulta
em quadros que vao desde dispneia até graus variaveis de insuficiéncia
cardiaca; e 3) estase do fluxo sanguineo nos atrios, favorecendo a formagao
de trombos, sendo causa frequente de episédios tromboembdlicos. ('

A prevaléncia da FA é estimada em 0,4% na populagdo em geral,
aumentando proporcionalmente com a idade, sendo menor que 1% abaixo
dos 60 anos e maior que 6% acima dos 80 anos. Em relagédo ao sexo, € maior
nos homens.('>1® Estudos prospectivos demonstraram incidéncia menor que
0,1% por ano em individuos abaixo dos 40 anos, para maior que 1,5% por
ano em mulheres acima dos 80 anos e maior que 2% por ano em homens
acima dos 80 anos.("7-20)

A ocorréncia de FA pode estar associada a outras doencas
cardiopulmonares, como: doenga valvar, principalmente no acometimento
da valva mitral, doenga arterial coronaria, hipertensdo arterial sistémica,
miocardiopatia dilatada, miocardiopatia hipertréfica, cardiopatia congénita,
tumores cardiacos, doenga do né sinusal, taquicardias supraventriculares,
sindrome de Wolff-Parkinson-White e dupla via nodal.?" Pode ser de origem
neurogénica, desencadeada pelo sistema nervoso autondmico, decorrente
de estimulagdo vagal ou elevacdo do tdénus adrenérgico,? ou até mesmo
aparecer isoladamente, sem causa aparente ou com carater familiar.(24

Existem varias denominagdes para classificar FA a saber: aguda,
cronica, paroxistica, intermitente, constante, persistente e permanente.
Segundo Fuster et al.®® quando a FA se mantém, persiste por mais de um
ano ou, ainda, é mantida a partir do primeiro episédio, € denominada crbnica.

Dentre as arritmias supraventriculares, a FA é a que apresenta maior
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risco de morbidade e mortalidade, despertando grande interesse para seu
tratamento. A terapéutica medicamentosa tem como principal finalidade a
conversao para o ritmo sinusal, com utilizagao de antiarritmicos; no entanto,
a recorréncia € comum. Com a manutencado da FA, outro objetivo seria o
controle da frequéncia cardiaca, com diminuicdo da resposta ventricular,
proporcionando equilibrio hemodinamico. 2528 Antiagregante plaquetario
e anticoagulante oral podem ser utilizados para prevenir episodios
tromboembodlicos, evitando a formacgao de trombos nas cavidades atriais.?%-3%)

O tratamento ndo-farmacoldgico da FAinclui: 1) cardioverséao elétrica,
com elevado indice de recorréncia;®*3® 2) técnicas como a crioablagdo
transoperatéria do feixe de His e da jungéo atrioventricular;®® 3) isolamento do
atrio esquerdo;®” 4) ablagao por cateter da juncao atrioventricular e implante
de marca-passo definitivo;®® 5) ablacdo por cateter do feixe de His e implante
de marca-passo definitivo;®® e 6) “operagédo do Corredor”. 4041

Esses procedimentos, embora regularizem o ritmo cardiaco, mantém
os atrios, ou parte deles, fibrilando, nao eliminando o risco de complicagdes
como o comprometimento hemodindmico e a ocorréncia de episddios
tromboembdlicos.

A primeira intervencéo para controlar a FA, refrataria ao tratamento
clinico, com ablacao por cateter da jungéo atrioventricular, usando choque de
desfibriladores com corrente direta, foi descrita em 1982 por Gallagher et al.,
(39 Essa técnica era eficaz para produzir bloqueio completo e irreversivel, com
necessidade de implante de marca-passo definitivo. Controlava a frequéncia,
mas nao corrigia os problemas associados a perda da contracao atrial e o
risco de tromboembolismo.

Estudos de mapeamento eletrofisiolégico com sistema de eletrodos
computadorizados foram realizados por Cox et al., #>*9 e foi desenvolvida
a técnica operatdria conhecida como cirurgia do labirinto, que consiste na
realizacédo de incisbes e suturas da parede atrial, propiciando a propagacao
do estimulo elétrico nos atrios dentro de um verdadeiro labirinto, ordenando
o batimento atrial. “647)

O procedimento do labirinto (Cox |) empregava secgéao e sutura, mais
crioablagao e tinha por objetivo corrigir todas as consequéncias deletérias
da FA. Desde sua aplicagao inicial vem sendo modificado, visando corrigir
as irregularidades dos batimentos, permitir o sincronismo atrioventricular e
reduzir o risco do tromboembolismo.

Essa técnica apresentava, no pés-operatorio, alteragdo da contragédo
atrial e resposta cronotrépica inadequada, sendo introduzidas modificagdes
nas incisdes atriais que resultaram na descricdo da “Operacdo de Cox II”, ¥
que teve pouca aplicacao clinica. Posteriormente, novas modificagbes foram
realizadas, evoluindo-se para “Operacgéao de Cox IlI”, que propiciava o retorno
do ritmo sinusal. “84% Foram publicados trabalhos relatando o sucesso dessa
técnica, considerada padrédo de referéncia para o tratamento operatério da
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FA, 455051 principalmente em portadores de doencga valvar mitral. 52-59

A ampla dissecgdo das estruturas cardiacas e a realizagdo de
extensas linhas de secgéo e sutura da parede atrial, porém, aumentavam
consideravelmente o tempo operatério, assim como o tempo de circulagao
extracorpdrea (CEC) e de clampeamento adrtico, elevando a morbidade pds-
operatéria, dificultando a ampla aplicagéo do procedimento.

A aplicabilidade de técnicas operatdrias € inversamente proporcional
a sua complexidade. Com o intuito de reduzir a complexidade da “Operagao
de Cox”, varias modificagbes técnicas foram introduzidas: 1) modificagcdes
nas localizagdes das incisdes atriais;®®%") 2) redugao das linhas de secgéo e
sutura da parede atrial, conhecida como “Mini Cox” ;(%%% e 3) procedimento
unilateral, somente no atrio esquerdo, chamado “Cox a Esquerda”. ¢
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2. METODO

2.1 Casuistica

Foram estudados retrospectivamente e de forma consecutiva 100
pacientes portadores de FAC e lesdo valvar mitral com indicagdo para
tratamento cirurgico, independente de raga, provenientes de varias regides
do pais, com idade entre 18 e 70 anos (43,56 + 4,94 anos), sendo 63 (63%)
do sexo feminino e 37 (37%) do masculino (Apéndice 1).

Os pacientes foram operados pelo autor no periodo de 1999 a
2004, sendo tratados cirurgicamente por meio de ablacdo com US. Todos
os pacientes foram atendidos no Hospital das Forgas Armadas e no Hospital
Brasilia, situados em Brasilia/DF (Anexos 1 e 2).

Foram considerados critérios de exclusdo: gestantes; menores de
16 anos; pacientes com FA que nao fosse considerada crbénica associada
ou ndo a doenca valvar; portadores de doengas coronarianas, congénitas
e vasculares; transplantados ou com indicagdo para transplante cardiaco;
pacientes submetidos a 2 reoperagdes da valva mitral, e portadores de outras
valvopatias isoladas ou associadas (exceto doenga da valva tricuspide).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto (FAMERP) (Anexo 3).

2.2 Método

Dados dos pacientes foram revisados prospectivamente por meio de
consulta a fichas de controle, incluindo variaveis demograficas (sexo e idade),
enquanto as variaveis cardiacas incluiram quadro clinico (sinais e sintomas),
doenca de base, classe funcional, tempo de permanéncia hospitalar (dias),
tempo de procedimento cirdrgico (minutos), tempo de ablagdo (minutos),
complicagbes intra e pds-operatodrias (imediato, alta hospitalar e tardio até
60 meses).
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Todos os pacientes tinham indicagdao para plastia ou troca valvar
mitral, em alguns casos para plastia tricuspide, e correcdo da FAC.

Foram realizados exames complementares eletrocardiograma (ECG),
Holter, ecocardiograma bidimensional com Doppler a cores; radiologia de
térax e cateterismo cardiaco, com a finalidade de avaliar as valvas cardiacas,
presenga de trombos intracavitarios, tamanho do atrio esquerdo, fungao
ventricular, medida das pressdes em camara cardiacas, presséo da arterial
pulmonar e avaliacédo das artérias coronarias.

™
o
=
S
Q
3
O

2.2.1 Avaliacao pré-operatoria

Os pacientes foram internados para realizacdo de exames pré-
operatorios de rotina, ja com os exames cardiolégicos previamente realizados.
Na véspera da cirurgia, foram também examinados pelo anestesiologista,
avaliando as fungbes respiratdria e cardiovascular, bem como o grau de
ansiedade e o conhecimento sobre a doenca.

Apods o primeiro contato de apresentacao, passou-se a avaliar tanto a
historia prévia quanto a doenca atual: generalidades, anestésicos anteriores,
saude familiar e experiéncia anestésica, uso atual de drogas, alergias
(transfusdo sanguinea — religido), abuso e vicio de drogas.

No exame fisico, foram avaliadas alteracbes nas vias aéreas,
dentarias, exame do térax, abdome, membros inferiores e coluna e foi
pesquisado o melhor acesso venoso.

Foi feita ausculta pulmonar e cardiaca, a procura de alteragdes
que pudessem significar descompensagao cardiorespiratoria, apalpacao
abdominal dirigida ao figado e também avaliado o grau de consciéncia e
sequelas neuroldgicas prévias.

Apods a avaliagao clinica, foram realizados exames laboratoriais de
rotina: hematologia, bioquimica, eletrdlitos, sorologias, enzimas, urina, provas
de funcéo pulmonar, ecocardiografia, cineangiocoronariografia, avaliagao da
fisioterapia e medicagdo em uso no momento.

Os pacientes foram informados sobre todos os procedimentos
a que seriam submetidos. Como medicagdo pré-anestésica, foi utilizado
benzodiazepinico via oral, diazepan 10 mg, na véspera, e 10 mg duas horas
antes da cirurgia. Os pacientes foram avaliados quanto a altura e peso
para calculo da superficie corporea e orientados por fisioterapeuta, que os
acompanhou no pré e pds-operatorio.

2.2.2 Procedimentos operatdrios

Os pacientes foram levados ao centro cirdrgico e colocados em
decubito dorsal horizontal, na mesa operatoria. A monitorizagéo foi feita com
a colocacéo de 5 eletrodos, no dorso, para controle do ritmo e da frequéncia
cardiaca. Em seguida, foi feitai instalagao de monitor de pressao arterial ndo
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invasivo e oximetro de pulso. Foi feita pungao venosa, com agulha descartavel
nuamero 27, ponta tipo Quinque, para administragdo de morfina (250 a 500
mcg) e sufentanil (30 a 50 mcg).

A anestesia geral foi induzida, com diazepan 0,2 a 0,3 mg/kg,
fentanil 10 mcg/kg e pancurénio 0,1 mg/kg. Foi realizada a tubagem
orotraquel, com tubo plastico, com balonete de alto volume e baixa pressao,
sistema de anestesia circular, com absorgéo parcial de diéxido de carbono.
Concomitantemente, foram puncionadas a veia subclavia, com cateter de
dupla via e a artéria radial com cateter 18. O cateter intravenoso central
serviu para controle continuo da pressédo venosa em coluna de agua e para
infusdo de liquidos e medicamentos. O cateter na arterial radial foi conectado
ao monitor de pressao arterial invasiva, que serviu para controle da pressao
arterial média (PAM) e coleta de amostra de sangue para dosagens
laboratoriais. Foi realizada sondagem vesical para controle do fluxo urinario.
Os pacientes, além de monitor habitual, foram conectados ao registrador de
ECG para documentagao do ritmo, durante todo o procedimento de ablagéo.

Amanutengao da anestesia foi assegurada com halotano em oxigénio.
Picos hipertensivos, com PAM superior a 100 mmHg, foram tratados com
droperidol 200 mcg/kg ou infusdo continua em bomba de nitroprussiato de
sodio. Quando da colocagdo em CEC, foi administrada a metade da dose do
relaxante muscular e o grau de consciéncia foi avaliado pelo monitoramento
da pupila.

Os pacientes foram transportados a unidade de terapia intensiva
com respiragdo controlada com oxigénio, em respirador para transporte e
monitorados com oximetro de pulso e presséao arterial invasiva.
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2.2.3 Técnica operatéria

Foi feita a assepsia na regido anterior do pescogo, térax e abdome.
Em seguida, foram colocados campos cirdrgicos para delimitar a area
operatéria. Realizou-se esternotomia mediana, abaixo da furcula esternal, até
préoximo do apéndice xifoide, abrangendo pele e tecido celular subcutaneo.
O esterno foi serrado, longitudinalmente, na sua po¢gdo mediana, com serra
vibratéria. A hemostasia foi realizada com termocautério, sendo fixados
campos secundarios, delimitando a ferida. O esterno foi afastado e, em
seguida, realizada a pericardiotomia longitudinal, fixando suas bordas nos
campos operatorios.

As cavas foram dissecadas e lagadas com fita cardiaca, e foram
realizadas bolsas para canulagao venosa, com fio de polipropileno 3-0. Estas
foram realizadas, nas veias cavas, o mais distalmente possivel dos atrios,
para facilitar o acesso aos orificios das veias cavas, durante o procedimento
de ablacéo.

Foi realizada bolsa dupla na aorta, com fios de polipropileno 3-0,
para introdu¢do da canula, para retorno do sangue arterial durante a CEC.
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Os pacientes foram anticoagulados com heparina, dosagem de 4 mg/kg de
peso corpéreo, com controle do tempo de coagulagdo ativada, durante o
procedimento, mantendo-o acima de 480 segundos.

Para CEC, foi utilizado sistema coragdo-pulméao-artificial Braile
Biomédica® (Sao José do Rio Preto, SP), com bomba arterial de roletes,
reservatério de cardiotomia, oxigenador de membrana e hemoconcentrador
para ultrafiliragdo durante e apods procedimento. O perfusato utilizado foi
solugdo de ringer adicionado a bicarbonato de sédio e cloreto de potassio
para corregao quando necessaria, de acordo com as dosagens laboratoriais.
Foi adicionado antibiético cefalosporina 1g (cefalotina) além de manitol a
20% na proporgao de 1g/kg de peso do paciente.

A protegé@o miocardica foi realizada com hipotermia moderada (33°C)
e solugéao cardioplégica tipo St. Thomas, infundida na aorta, apds pingamento
da mesma, somente para abordagem da valva mitral. Na abordagem do atrio
direito, a corregado da valva tricuspide e ablag&o atrial foram realizadas sem
parada anodxica.
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2.2.4 Técnica operatéria para ablagao

Para a realizacdo das linhas de ablagéo transoperatdria foi utilizado
US conforme Brick et al., ™ com bisturi harmoénico UltraCision®, marca
registrada de Ethicon Endo Surgery, Divisdo de Jonhson & Jonhson Produtos
Profissionais (Sao Paulo, SP). Esse dispositivo ultra-sonico projetado para
cortar e coagular tecidos sem utilizagdo de corrente elétrica é ativado por US
numa frequéncia de 55,5 kHz, com 5 niveis de poténcia, sendo composto de
um gerador, pega de mao e diversos tipos de acessorios.

2.2.5 Procedimentos no atrio esquerdo

Apds a parada anodxica, pelo clampeamento da aorta, foi efetuada
a atriotomia esquerda, longitudinal. As linhas de ablagdo foram feitas em
forma de U invertido, envolvendo as quatro veias pulmonares, iniciando e
terminando no anel fibroso do coragdo em dire¢do a valva mitral (Figuras 2
ab).

Nos pacientes que apresentavam trombos no atrio e auricula
esquerda, foi realizada trombectomia antes da ablagéo. Apods realizagdo das
linhas de ablagdo, foram feitos procedimentos de rotina para tratamento da
doenca mitral com troca ou plastia.
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Figura 2: Desenho esquematico das linhas de ablagao no atrio esquerdo

Fonte: Google Imagens

Figura 3: Desenho esquematico das linhas de ablagdo com ultrassom no
atrio esquerdo ao redor das veias pulmonares

Fonte: Google Imagens
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Figura 4: Fotografia mostrando ablacao no atrio esquerdo com bisturi de
ultrassom

-

A Figura 5 mostra sequéncias de ECG registradas durante o
procedimento de ablagdo com US.

Figura 5: Eletrocardiograma antes da ablagédo da FA (A) e ap6s realizagcéo
de ablag&o no atrio esquerdo (B)
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2.2.6 Procedimentos no atrio direito

No atrio direito, apds abertura longitudinal com o coragéo batendo,
foram realizadas ablagbes lineares no septo interatrial: 1- ao redor da veia
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cava superior até ao redor da veia cava inferior; 2- da veia cava inferior até
a borda inferior do anel da valva tricuspide, passando proximo ao orificio
do seio coronario e, 3- da veia cava superior até a porgao superior do anel
tricuspide, tomando o cuidado com o nédulo atrioventricular (Figuras 6 e 7).
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Figura 6: Desenho esquematico mostrando linhas de ablagao no atrio
direito

Fonte: Google Imagens

Figura 7: Fotografia mostrando les&o no atrio direito produzida por ablagdo
com bisturi de ultrassom

2.2.7 Pés-operatorio imediato
Para estabilizacdo e remodelagéo atrial, utilizou-se verapamil (120
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mg/dia) e ou amiodarona (200 mg/dia), no primeiro dia de pds-operatoério. O
objetivo foi manter a profilaxia antiarritmica continuada, devendo permanecer
por 6 meses nas doses propostas. A Figura 8 mostra sequéncia de ECG
registrado ao final do procedimento cirurgico.
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Figura 8: Eletrocardiograma ao final da troca valvar em ritmo sinusal
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2.2.8 Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio de calculos de estatistica
descritiva (média, desvio padrdo, mediana, minimo e maximo). Foi utilizada
a curva atuarial (Kaplan-Meier) para estudo da permanéncia sem recidiva
apos 12, 24, 36, 48 e até 60 meses em pacientes com FAC com intervalo
de confianga 95%. A curva atuarial (Kaplan-Meier) foi feita com auxilio do
programa estatistico Calculos Estatisticos for Windows V.1.8.

3 RESULTADOS

3.1 Caracterizacao Clinica Pré-operatoéria

Do total de pacientes estudados, 86% tinham doenga mitral reumatica
e 14% degeneracgdo da valva mitral.

A anadlise das doengas valvares mostrou que 40% dos pacientes
eram portadores de insuficiéncia mitral, 19% de dupla lesao mitral, 36% de
estenose mitral e 5% de reestenose mitral (Figura 9). Além da valvopatia mitral,
11% dos pacientes apresentavam, de forma associada, insuficiéncia da valva
tricuspide, que também foi corrigida com plastia durante o procedimento.
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Figura 9: Distribuicdo percentual de doengas valvares em pacientes com
fibrilacao atrial cronica
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Os principais sintomas incluiram palpitacbes relacionadas a
taquicardia pela FAC (70%), insuficiéncia cardiaca congestiva (70%), episodio
prévio de edema agudo de pulméo (27%), acidente vascular cerebral (AVC)
por tromboembolismo (13%) e embolia periférica (7%); esses pacientes
necessitaram de embolectomia com cateter de Fogarty (Figura 10).

A classe funcional dos pacientes segundo New York Heart
Association (NYHA) foi lll/IV e o tamanho médio do atrio esquerdo medido no
ecocardiograma foi aproximadamente 60 mm.

Figura 10: Distribuicdo percentual de sintomas e classe funcional em
pacientes com fibrilag&o atrial cronica
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3.2 Resultados Operatoérios

As operagdes realizadas concomitantemente com a ablagdo
incluiram substituicdo da valva mitral por bioprotese de pericardio bovino
Braile Biomédica® (Sao José do Rio Preto, SP) (69%), plastia mitral (10%),
reoperagdo com troca valvar (10%) e associada a plastia tricuspide (11%)
(Figura 11).
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Figura 11: Operacgdes realizadas concomitantemente com a ablagdo TM:
troca mitral; PLM: plastia mitral; REOP: reoperagéo; PLT: plastia tricuspide;
ABL: ablacao
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Além da ablagcdo com US em todos pacientes, procedimentos
complementares a cirurgia incluiram exclusao das auriculas direita e esquerda
(90%), reducgéo do tamanho do atrio esquerdo por ressecgao e/ou plicatura
da parede do atrio esquerdo (25%) e trombectomia (15%) (Figura 12).

Figura 12: Procedimentos complementares a cirurgia ablagcédo com
ultrassom. ABL = ablagao, EXC AD-AE = exclusao das auriculas direita e
esquerda; RED AE = reducao do atrio esquerdo; TROMB = trombectomia

100

80 -
mABL
60 1 W EXC AD-AE

RED AE
40 -

ABL EXC AD-AE RED AE TROMB

= TROMB

CIRURGIA DA FIBRILACAO ATRIAL CRONICA COM ULTRASSOM EM PACIENTES COM LESAO VALVAR MITRAL:
PARTE |




3.3 Resultados no Pés-operatoério Imediato

Os resultados imediatos mostraram que 94% dos pacientes
submetidos a ablagdo com US reverteram o ritmo de FAC, sendo 86% em
ritmo sinusal e 8% em bloqueio atrioventricular, que foi transitério. Em 6%
dos pacientes nao houve sucesso, sendo 4 reoperagdes e ou apresentavam
o atrio esquerdo com fibrose intensa provocada por febre reumatica e ou
calcificado (Figura 13).
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Figura 13: Resultados obtidos no pos-operatério imediato por pacientes
submetidos a ablagcao com ultrassom. BAV = bloqueio atrioventricular.
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Ao término do procedimento e final da CEC, 96% dos pacientes
mantiveram débito cardiaco adequado, mesmo quando n&o reverteram a
FAC. Nao houve reoperagéo por sangramento no pés-operatoério imediato.

Em um paciente houve lesédo da parede do atrio esquerdo pelo bisturi
de US, corrigida com sutura pelo interior do atrio esquerdo.

O tempo mediano de operacgao foi 142 minutos e o de parada andxica
de 45 minutos. Os tempos para realizagéo das linhas de ablagdo foram 12,5
e 14 minutos para os atrios direito e esquerdo, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1: Resultados obtidos quanto a mediana dos tempos (em minutos)
no tratamento cirdrgico de pacientes com fibrilagéo atrial crénica e
valvopatia mitral

Tempo de Tempo de Tempo de Tempo de Ablag&o

Cirurgia CEC parada AD AE
142 72,5 45 12,5 14,0
120-210 45-100 20-70 10-13 11-14

CEC: circulagao extracorporea; AD: atrio direito; AE: atrio esquerdo
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3.4 Resultados na Alta Hospitalar

Analisando os resultados na ocasido da alta hospitalar, foi observada
manutengao do ritmo sinusal em 86% dos pacientes e recidiva da FAC em
8%. O tempo de permanéncia hospitalar variou de 5 a 12 dias, sendo a média
de 6,6 dias.

Foram registrados 4 o6bitos hospitalares, sendo que 2 pacientes
submetidos a reoperagao por reestenose mitral calcificada tiveram
insuficiéncia respiratoria no no pés-operatoério, e 2 que apresentavam no pré-
operatério classe funcional IV e episédio de edema agudo, evoluiram com
sindrome de baixo débito e insuficiéncia cardiaca de dificil controle. Esses
4 pacientes tiveram FA no pds-operatério imediato. Um paciente apresentou
deiscéncia do esterno.
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3.5 Resultados Tardios até 60 meses

Apds a alta hospitalar, os pacientes foram acompanhados nos
ambulatérios com realizagdo de ECG, holter 24 horas, ecocardiograma,
inicialmente, com 15/30 e 60 dias de pds-operatério.

O seguimento clinico do pés-operatoério tardio foi realizado aos 12,
24, 36 48 e com 60 meses da alta hospitalar. Na Figura 14 estdo expressos
os resultados com relagao a recidiva no periodo pds-operatorio.

Figura 14: Resultados obtidos no pds-operatério com relagéo a recidiva de
fibrilagao atrial crénica por pacientes submetidos a ablagdo com ultrassom.
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Otempodeseguimentovarioude 12a60 meses. Noacompanhamento,
apos 60 meses, 83,8% dos pacientes mantinham o ritmo sinusal livres de
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recidiva (Figura 15).
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Figura 15: Curva atuarial (Kaplan-Meier) para probabilidade de permanecer
sem recidiva até 60 meses de seguimento em 86 pacientes portadores de
FA cronica submetidos a tratamento cirargico com US
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SURGERY OF CHRONIC ATRIAL FIBRILLATION WITH ULTRASOUND IN
PATIENTS WITH MITRAL VALVE LESION: PART |

ABSTRACT - Objective: To evaluate surgical treatment of CAF with US in patients
with mitral valve disease, considering preoperative clinical characteristics of patients
undergoing surgical treatment of CAF and follow up of patients in the immediate
postoperative period, in hospital and later high up to 60 months. Methods: We studied
100 patients with CAF and mitral valve disease who underwent surgical treatment
using US ablation. Patient data were reviewed by consulting the control reports,
including signs and symptoms, underlying disease, functional class, hospital stay,
surgical procedure time, ablation time, immediate, immediately discharged and later
up to 60 months. Actuarial curve (Kaplan-Meier) was used for the study of permanence
without recurrence after 12, 24, 36, 48 and 60 months. Results: 86% had rheumatic
mitral valve disease, 14% degeneration of the mitral valve, 40% mitral regurgitation and
36% mitral stenosis. Main symptoms included palpitations related to tachycardia by
CAF (70%), congestive heart failure (70%), and previous episodes of acute pulmonary
edema (27%). The early results showed that 94% of patients undergoing ablation US
reversed the rate of CAF, being 86% in sinus rhythm and 8% in atrioventricular block. At
hospital discharge was observed maintenance of sinus rhythm in 86% of patients and
recurrence of CAF in 8%. At follow-up after 60 months 83.8% of patients maintained
the sinus rhythm. Conclusions: Surgical treatment of CAF with US concomitant to the
mitral valve surgery is feasible and satisfactory, with maintenance of sinus rhythm in
most patients (83.8%) after 60 months of follow-up.

KEYWORDS: Atrial fibrillation; Arrhythmias; Ablation techniques; Ultrasound; Cardiac
surgery procedures; Mitral valve disease.
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CAPITULO 4

CIRURGIA DA FIBRILAGAO ATRIAL

CRONICA COM ULTRASSOM EM
PACIENTES COM LESAO VALVAR

Alexandre Visconti Brick
lattes.cnpq.br/8553187430503585

Faculdade de Medicina de Brasilia
(UNB)

Domingo Marcolino Braile — in
memoriam

lattes.cnpq.br/0145375616627760
Faculdade de Medicina de S&o José
do Rio Preto (FAMERP)

Faculdade de Medicina da
Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP)

RESUMO - Objetivo:  Avaliar
tratamento cirdrgico da FAC com US
em pacientes com lesao valvar mitral,
considerando-se caracterizagao
clinica pré-operatoria e
acompanhamento desses pacientes
no poés-operatorio imediato, na alta
hospitalar e tardio até 60 meses.
Métodos: Foram estudados 100
pacientes portadores de FAC e lesédo
valvar mitral submetidos a tratamento
cirurgico por meio de ablagdo com US.
Dados foram obtidos em prontuarios,
incluindo sinais e sintomas, doenca
de base, classe funcional, tempo de
permanéncia hospitalar, tempo de
procedimento cirurgico, tempo de
ablagdo, complicagbes imediatas,
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alta hospitalar e tardias até 60 meses.
Foi utilizada curva atuarial (Kaplan-
Meier) para estudo da permanéncia
sem recidiva ap6s 12, 24, 36, 48 e
até 60 meses em pacientes com
FAC. Resultados: 86% tinham
doenga valvar mitral reumatica,
14% degeneragéo mitral, 40% eram
portadores de insuficiéncia mitral
e 36% estenose mitral. Principais
sintomas  incluiram  palpitagdes
(70%), insuficiéncia cardiaca
congestiva (70%) e episédio prévio
de edema agudo de pulméo (27%).
Resultados imediatos mostraram
que 94% dos pacientes submetidos
a ablagcdo com US reverteram o
ritmo de FAC, 86% em ritmo sinusal
e 8% em bloqueio atrioventricular.
Na alta hospitalar observou-se
manuten¢ao do ritmo sinusal em 86
pacientes e recidiva da FAC em 8. No
acompanhamento, apds 60 meses,
83,8% dos pacientes mantinham
o0 ritmo sinusal. Conclusdo: O
tratamento cirdrgico da FAC com
US concomitante e a cirurgia valvar
mitral é factivel e satisfatério, com
manutengao do ritmo sinusal na
maioria dos pacientes (83,8%), apds
60 meses de seguimento.

PALAVRAS-CHAVE: Fibrilagéo
atrial; Arritmias; Técnicas de ablagao;
Ultrassom; Procedimentos de cirurgia
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cardiaca; Valvopatia mitral.
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4. DISCUSSAO

Os resultados desta pesquisa mostram que o tratamento cirdrgico
da FA crbnica com US em pacientes com leséo valvar mitral é factivel. Na
maioria dos pacientes com FAC, doenga mitral reumatica, insuficiéncia mitral,
palpitacbes, relacionadas a taquicardia e insuficiéncia cardiaca congestiva
sdo mais frequentes. O indice baixo de complicagdes intra e pds-operatérias
mostra que a ablagdo cirurgica da FAC com US, concomitante a cirurgia
valvar, é segura e eficaz. O indice de manutencgéo do ritmo sinusal apés 60
meses de seguimento para esses pacientes mostra beneficios da ablagao
cirargica com US no tratamento dessa arritmia.

Com relacdo a classe funcional, todos os pacientes apresentaram
melhora consideravel, mantendo-se a maioria em classe I/ll, indicando que a
manutengéo do ritmo com contragéo dos atrios influenciou positivamente nos
resultados.

Neste estudo, variaveis como tamanho do atrio esquerdo, fragdo
ejecdo do ventriculo esquerdo e classe funcional da ICC (NYHA) apods
procedimento cirurgico, apesar de importantes na evolugdo dos pacientes,
com influéncia no resultado final, ndo foram analisadas, pois o0 que interessava
era a arritmia com manutengao ou nao do ritmo sinusal.

Fukada et al.,®” realizando a operacdo de Cox nos portadores de
doenga valvar mitral com FA, observaram que os casos ideais eram 0s
portadores de doenga de origem nao reumatica. Neste estudo, 14 pacientes
nao tinham doenga reumatica. Apesar de o numero de pacientes menor em
relagdo aos reumaticos, que sdo prevalentes® pode-se observar melhores
resultados tanto imediatos como na avaliagéo a longo prazo, demonstrando
que o comprometimento dos atrios, provocado pela febre reumatica, inclusive
calcificagdo, compromete a reversao da FAC.

Nesta série, 20 pacientes apresentaram tromboembolismo, sendo 13
com AVC pré-operatorio e embolia periférica, com consequente agravamento
da doenca. A perda da contragao atrial eficaz, a estase do sangue nos atrios,
predispde ao tromboembolismo com risco 5 vezes maior de AVC, sendo que
a FA é responsavel por até 15% de todos os casos de AVC. (%100

O tratamento clinico a longo prazo de pacientes portadores de FAC
com drogas antiarritmicas estéd associado com taxa de falha de 50% no
primeiro ano e de até 84% em dois anos.(® O tratamento médico da FAC
visa melhorar o controle da frequéncia ventricular e prevencéo do risco de
tromboembolismo com anticoagulantes orais.

Diante de resultados insatisfatérios com tratamento clinico e
aumento da incidéncia de FAC, principalmente nos idosos, faixa etaria
que vem aumentando proporcionalmente em relagdo as outras faixas, o
trabalho pioneiro de Cox et al.#44647) demonstrou a possibilidade de tratar
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cirurgicamente a FA.
Kong et al.,"™ comparando por meio de meta-andlise a eficacia

do procedimento do labirinto (Maze) concomitante a cirurgia cardiaca
versus terapia farmacolégica para tratamento de pacientes com FA valvar,
concluiram que o tratamento cirurgico esta associado a redugao de FA apos
1 ano, sem aumento significativo no tempo médio de permanéncia hospitalar,

complicagbes operatorias ou mortalidade por todas as causas.

A ablacao atrial pode ser obtida desde a tradicional técnica de corte
e sutura até a técnica simplificada de isolamento das veias pulmonares.
(102193 Em estudo randomizado de corregao cirurgica da FAC Albrech et al.('1%
demonstraram que ambas as técnicas (Maze modificado e isolamento das
veias pulmonares) tém vantagens sobre as corre¢des isoladas das lesdes
cardiacas quando associadas a FAC.

Comparar os resultados dos diversos trabalhos da literatura sobre
tratamento cirdrgico da FAC é dificil, devido a quantidade ampla de variaveis
analisadas, diferentes classificagdes e técnicas de tratamento.

Em revisdao de literatura recente, Brick & Braile® identificaram
72 trabalhos sobre evolugdo e aperfeigoamento da cirurgia das arritmias.
Nesse estudo, analisando trabalhos com resultados imediatos, o percentual
de retorno ao ritmo sinusal variou de 73 a 96%, enquanto os de resultados
tardios (a partir de 12 meses) a variacao foi 62 a 97,7%. Em ambos, houve
consequente melhoria clinica dos pacientes que se submeteram a ablagao,
independentemente da fonte de energia utilizada.

Nesta pesquisa, houve cuidado em tentar uniformizar a amostra,
eliminando portadores de outras doengas que cursam com FAC como as
congénitas e coronariopatias. Apenas os portadores de lesdo das valvas
mitral e tricuspide foram tratados concomitantemente, pois é importante a
realizacdo de ablagcdo também nos atrios direitos para eliminar possiveis
focos de flutter atrial.®

Um fator considerado fundamental para otimizar e diminuir tempos
operatérios, que € um dos obstaculos a aplicagédo clinica generalizada do
procedimento Il Cox-Maze,*® foi o desenvolvimento de fontes alternativas
de energia pela aplicagao topica, possibilitando procedimentos mais rapidos
€ menos invasivos.

No presente estudo, verificou-se que 75% dos pacientes, num
acompanhamento de 60 meses, estavam em ritmo sinusal, apds cirurgia da
valva mitral associada com ablagdo da FAC, utilizando como fonte de energia
o US. Esse resultado é concordante com a literatura.™®

Resultados de meta-analise com 62 estudos sobre ablagéo cirurgica
em pacientes com FA submetidos a cirurgia valvar mitral mostram taxa
significativamente maior de ritmo sinusal nesses pacientes, sem aumento na
taxa de mortalidade.®®

A fonte de energia ideal seria rapida, confiavel, com produgédo de
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lesédo transmural, que nao danificasse os tecidos circundantes, sendo passivel
de usar com CEC, de aplicagdo minimamente invasiva, por via endocardica
e epicardica.(®

Gomes et al.,("%® utilizando eletrocautério em cirurgia valvar mitral,
verificaram que essa fonte de energia reverteu arritmia em numero significativo
de pacientes. Brick (comunicagado pessoal) teve oportunidade, na auséncia
do equipamento de US, de utilizar eletrocautério em pequeno numero de
pacientes, ndo recomendando seu uso rotineiro por provocar carbonizagao
com liberagédo de pequenos émbolos dentro do atrio.

Os primeiros pacientes operados pelo autor para corregao da FAC,
ndo incluidos nesta andlise, foram com cateter de radiofrequéncia unipolar.
O desenvolvimento de dispositivos de ablagéo bipolar, com cateter irrigado,
contribuiu para o aperfeicoamento técnico do procedimento com consequente
tempo menor de cirurgia e resultados operatorios satisfatérios, com taxa de
reversdo para o ritmo sinusal de 96%.7% Seguiu-se iniciando o emprego do
bisturi de US, que pareceu mais adequado, facilitando o procedimento com
resultados melhores e com menor tempo de cirurgia.(%”

Benussi et al.'® descreveram aplicagcdo de radiofrequéncia em
pacientes com lesao valvar mitral. O procedimento, semelhante ao realizado
por este autor, contornou também as veias pulmonares direita e esquerda,
com exclusao do apéndice atrial esquerdo. Apds 36 meses de evolugao, 77%
dos pacientes avaliados (n = 132) estavam livres da FA. Em nossa casuistica,
apo6s 60 meses, o percentual de manutencao do ritmo sinusal foi superior ao
obtido por Benussi et al.('®®, ou seja, 83,8%.

Este autor utilizou radiofrequéncia bipolar para tratamento cirurgico
de FA, com o sistema Cardioblate® e o AtriCure® em 8 casos. Em todas as
intervengdes seguiu-se o principio da cirurgia original de Cox para orientar
os procedimentos, com a caneta de radiofrequéncia irrigada, substituiram-se
as linhas de corte e sutura, simplificando o procedimento, reduzindo tempo
e risco de complicagdes. A opgdo pelo uso do US com bisturi harménico
(UltraCision®) foi pela disponibilidade do sistema na maioria dos hospitais
onde, rotineiramente, é utilizado nas cirurgias videolaparoscépicas.

O efeito do US no tratamento da FA é produzido por lesdo tecidual,
decorrente de hipertermia, com necrose do tecido, sendo capaz de produzir
lesdo transmural, podendo ser utilizado tanto por via endocardica como
epicardica, de maneira minimamente invasiva.®?

A energia do US, utilizada em varias aplicagdes na medicina,
principalmente nas cirurgias videolaparoscoépicas, para corte e coagulagao®®
fornece energia ao tecido atrial, que resulta no aquecimento profundo,
necrose de coagulagédo e bloqueio de condugdo. Trabalho experimental de
Santos® mostrou que a energia do US é capaz de produzir lesdo transmural,
provocando bloqueio da condugéo.

Na experiéncia deste autor®'7) por dificuldade inicial de cateter
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adequado para realizar a ablagédo cirurgica com radiofrequéncia e pela
experiéncia do uso do bisturi de US nas cirurgias para tratamento da
taquicardia ventricular refrataria em pacientes chagasicos com aneurisma
de ventriculo esquerdo,®® iniciou-se o uso do US com bisturi harménico
(UltraScision®).

A caneta utilizada inicialmente foi a mesma utilizada para dissecgéao
e coagulagao do pediculo vascular e do ducto cistico em cirurgia de video
colecistectomia. Posteriormente, foi desenvolvida caneta mais adequada,
sem o gancho e de maior comprimento, para facilitar a abordagem das
veias pulmonares, substituindo o pedal por controle manual, o que facilitou a
coordenacao e os movimentos de ablacéo.

Atualmente, varios dispositivos utilizando US foram desenvolvidos,
tanto para aplicagdo endo como epicardica, facilitando o procedimento e
tornando a cirurgia menos invasiva e mais segura. Um desses sistemas foi
desenvolvido pela companhia St Jude Medical Inc, cujo nome comercial &
Epicor®, com o qual este autor teve oportunidade de realizar demonstragao
pratica no Hands Room do 37° Congresso da Sociedade Brasileira de Cirurgia
Cardiovascular, em Belém, embora ainda nao o tenha aplicado clinicamente.

A realizacédo da ablagao transoperatéria com US, além de facilitar e
diminuir o tempo operatério, permitiu maior entendimento do papel do atrio
esquerdo e das veias pulmonares na FAC.(1%9.110)

Os indices de sucesso de reversdo da FAC deste estudo sédo
comparados aos de outros autores®®°''" nas mais diversas técnicas
utilizando fontes de enegia, tais como radiofrequencia, crioablagdo e US,
realizando, do mesmo modo, linhas de ablagédo nos atrios.

Nesta casuistica, analisando os resultados imediatos e hospitalares,
foi observada manutencéo do ritmo sinusal em 94% e 86% dos pacientes,
respectivamente.

Lins et al.,®” comparando pacientes submetidos a ablagédo por US
em relagao aos que né&o a realizaram, verificaram naqueles tratados com US
que 80% dos pacientes estavam livres de FA e, no outro grupo, apenas 30%.
Os resultados observados nessa pesquisa sdo semelhantes aos obtidos
no presente estudo, comprovando que a ablagéo por US pode ser aplicada
nos pacientes que apresentam indicagao cirurgica para corregdo de doenga
valvar mitral.

Em estudo multicéntrico, Ninet et al.,(''? estudando prospectivamente
103 pacientes utilizando US para ablagao epicardica da FA, constataram apos
6 meses que 85% dos pacientes estavam em ritmo sinusal, demonstrando a
vantagem do uso da energia do US, produzindo lesao transmural ao redor do
atrio esquerdo sem uso de CEC.

Nesta pesquisa, a abordagem do atrio direito (biatrial) foi realizada
em todos os pacientes, pois se considerou importante para tratar e evitar o
flutter atrial, que esta relacionado com as veias cava e atrio direito.
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Kim et al.,""® comparando resultados obtidos em pacientes com
FA associada a doenga valvar mitral submetidos a ablacao atrial esquerda
ou biatrial, constataram que ablacao biatrial foi mais efetiva na restauracao
e manutencgao do ritmo sinusal sem aumentar risco de complicagdes pos-
operatorias.

Desde o inicio da experiéncia do autor™) foi realizada,
concomitantemente, de rotina, em todos os pacientes, a ablagao biatrial, com
o objetivo de tratar e evitar o flutter atrial.

Budera et al.,(""¥ comparando cirurgia valvar com e sem ablagdo em
estudo multicéntrico randomizado de 224 pacientes com FA, constataram
que a ablagdo melhora a probabilidade da presencga de ritmo sinusal no pds-
operatoério, sem aumentar as complicagdes.

Investigando prospectivamente resultados a longo prazo (4 anos) de
ablagdo cardiaca com US em 103 pacientes, Feyrer et al.®? verificaram que
o tratamento da FA durante cirurgia cardiaca concomitante é procedimento
seguro e eficaz para a restauragéo do ritmo sinusal.

Nesta casuistica, os resultados operatdrios foram também seguros,
com apenas complicagdo em 1 paciente relacionada ao procedimento de
ablagao (lesao no atrio esquerdo) e com resultados imediatos de reversdo ao
ritmo sinusal de 94% e tardia, apés 60 meses, de 83,8%. Pode-se observar,
ao longo do tempo, a diminui¢cao dos indices de recidiva com manutencgéo do
ritmo sinusal.

E importante ressaltar que na utilizacdo de fontes de energia e, no
caso, do US, o tempo de cirurgia durante a corre¢do da valvopatia mitral
deve ser reduzido. Em casos de FAC associados a valvopatia, alguns autores
concluiram que a operacdo de Cox mostrou ser eficiente no controle da
arritmia, entretanto, demonstraram que esse procedimento demanda tempo
operatério maior. Jatene et al.®® demonstraram tempo de operagéo de 450
minutos, de CEC de 155,6 minutos e 125,9 minutos de parada anoxica.
Kosakai et al.,(""® em pacientes com lesdo valvar mitral, citaram tempo médio
de CEC de 226 minutos e de parada andxica de 142 minutos.

Nesta investigacao, os tempos operatérios foram satisfatérios em
comparagao com outras técnicas para tratamento cirirgico de FAC. O tempo
mediano de operacgéao foi 142 minutos e o de parada anoxica de 45 minutos.
Os tempos para realizagéo das linhas de ablagao foram 12,5 minutos (atrio
direito) e 14 minutos (atrio esquerdo) (Tabela 1).

Dentre outras complicagdes encontradas por Jatene et al.®® e
Kosakai et al.,""® observa-se o risco de sangramento pela grande quantidade
de cortes e suturas. Nesta série, houve apenas um acidente relacionado
com ablagao, com rotura da parede do atrio esquerdo, resolvido com sutura
simples, utilizando fio de polipropileno.

As complicagdes no pdés-operatério, tais como sindrome de baixo
débito cardiaco e insuficiéncia respiratéria, ndo tiveram relagcdo com a nao
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reversao da arritmia, entretanto, devido as complicagdes do pds-operatorio,
esses pacientes ndo mantiveram o ritmo sinusal. Nesta pesquisa, a taxa de
mortalidade foi 4%, n&o relacionada com arritmia.

A FA por ser considerada benigna foi negligenciada. Todavia, ela se
associa a muitas complicagbes potencialmente letais com elevada taxa de
morbimortalidade. Algumas perguntas devem ser feitas para terapéutica da
FA, tais como: E reversivel? Qual o tempo de arritmia? Existem sintomas
relacionados? Existe doenca estrutural de base? No caso de valvopatia mitral
com indicacgao cirurgica, verificar a idade e condig¢éo clinica do paciente e,
finalmente, qual a melhor opgéo de tratamento e o impacto na morbidade e
mortalidade.

Além da aplicagao endocardica, o US com outros dispositivos como
0 Epicor®, pode ser utilizado em cirurgia sem CEC, por via epicardica, em
pacientes portadores de fibrilacdo isolada, assim como em portadores de
doenga isquémica submetidos a revascularizagdo do miocardio.""® O objetivo
do Consenso da International Society of Minimally Invasive Cardiothoracic
Surgery (ISMICS)(""" foi determinar se a ablagado operatéria da FA durante
procedimentos cardiacos associados melhora os resultados clinicos pos-
operatorios. O grupo envolvido no trabalho analisou as melhores evidéncias
disponiveis, com revisdo sistematica de dados, inclusdo de trabalhos
randomizados-controlados ou n&o, sempre em ordem decrescente de
importancia. A revisdo sistematica com meta-analise identificou 10 trabalhos
randomizados (650 pacientes) e 23 nao randomizados (3997 pacientes),
a grande maioria foi publicada na lingua inglesa e realizada nos Estados
Unidos.

Os autores do consenso definiram as seguintes recomendacdes: em
pacientes portadores de FA persistente e permanente, a ablagao operatéria
€ recomendada para aumentar a incidéncia de ritmo sinusal a curto e
longo prazos (classe 1, nivel A); para reduzir o risco de AVC e fendmenos
tromboembdlicos (classe 2a, nivel B); aumentar a tolerancia ao exercicio e
melhorar a fung¢ado ventricular (classe 2a, nivel A) e aumentar a sobrevida
(classe 2a, nivel B).("")

Atécnica de utilizagdo do US para tratamento da FAC com valvopatia
mitral & de execucéo facil, indice baixo de complicagdes, com tempo minimo
de cirurgia e de CEC. Pode ser reproduzida por varios centros de cirurgia
cardiaca, necessitando, somente, do bisturi de US, que existe na maioria dos
hospitais que realizam cirurgia videolaparoscopica.

Desde a cirurgia classica do labirinto (Cox Maze) vem ocorrendo
mudangas na cirurgia da FA com uso de fontes alternativas de energia. Os
resultados da ablagao cirurgica da FAC em pacientes com lesao valvar mitral
dependem da fonte de energia utilizada, da lesdo produzida ser transmural,
aplicada nos dois atrios e, com a tecnologia atual, pode ser minimamente
invasiva.
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Considerando a mortalidade e, principalmente, a morbidade
provocada pela FAC, com sequelas, na maioria das vezes irrecuperaveis, é
mandatorio que algum procedimento seja realizado, de rotina, na tentativa de
eliminar essa arritmia em pacientes que serdo submetidos a cirurgia cardiaca,
sobretudo os portadores de lesao da valva mitral.

A ablagéo das veias pulmonares e ao redor das veias cavas, focos
principais para o desencadeamento e manutencgéo da FA e do flutter cronicos,
€ capaz de eliminar os focos de FA, facilitando o procedimento, comprovando
aimportancia do uso de fonte de energia (US), evitando cirurgias com grandes
incisdes e, em sua maioria, com tempo prolongado e complicagdes no per e
pos-operatorio.
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5. CONCLUSOES
Com base nos resultados obtidos, conclui-se que:

1- Pacientes com doenga mitralreumatica apresentam frequentemente
insuficiéncia e estenose mitral, palpitagbes relacionadas a taquicardia pela
FA crbnica e insuficiéncia cardiaca congestiva;

2- O tratamento cirurgico da FA crénica com US concomitante a
cirurgia valvar mitral é factivel e satisfatorio, com manutencao do ritmo sinusal
na maioria dos pacientes (83,8%), apds 60 meses de seguimento.
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SURGERY OF CHRONIC ATRIAL FIBRILLATION WITH ULTRASOUND IN
PATIENTS WITH MITRAL VALVE LESION: PART Il

ABSTRACT - Objective: To evaluate surgical treatment of CAF with US in patients
with mitral valve disease, considering preoperative clinical characteristics of patients
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undergoing surgical treatment of CAF and follow up of patients in the immediate
postoperative period, in hospital and later high up to 60 months. Methods: We studied
100 patients with CAF and mitral valve disease who underwent surgical treatment
using US ablation. Patient data were reviewed by consulting the control reports,
including signs and symptoms, underlying disease, functional class, hospital stay,
surgical procedure time, ablation time, immediate, immediately discharged and later
up to 60 months. Actuarial curve (Kaplan-Meier) was used for the study of permanence
without recurrence after 12, 24, 36, 48 and 60 months. Results: 86% had rheumatic
mitral valve disease, 14% degeneration of the mitral valve, 40% mitral regurgitation and
36% mitral stenosis. Main symptoms included palpitations related to tachycardia by
CAF (70%), congestive heart failure (70%), and previous episodes of acute pulmonary
edema (27%). The early results showed that 94% of patients undergoing ablation US
reversed the rate of CAF, being 86% in sinus rhythm and 8% in atrioventricular block. At
hospital discharge was observed maintenance of sinus rhythm in 86% of patients and
recurrence of CAF in 8%. At follow-up after 60 months 83.8% of patients maintained
the sinus rhythm. Conclusions: Surgical treatment of CAF with US concomitant to the
mitral valve surgery is feasible and satisfactory, with maintenance of sinus rhythm in
most patients (83.8%) after 60 months of follow-up.

KEYWORDS: Atrial fibrillation; Arrhythmias; Ablation techniques; Ultrasound; Cardiac
surgery procedures; Mitral valve disease.
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RESUMO - Introdugao: A utilizagao
do potencial evocado auditivo cortical
P1 em criangas destaca-se pela
verificagdo da maturagdo auditiva
e pesquisa dos niveis minimos de
respostas corticais. Objetivo: Estudar
e comparar o potencial evocado
auditivo cortical P1 em neonatos e
lactentes nascidos a termo e pré-
termo. Metodologia: A amostra foi
constituida de 66 neonatos durante o
primeiro més de vida e 37 lactentes
durante o terceiro més de vida.

PRE-TERMO

Desses, 41 nasceram a termo e 25
nasceram pré-termo. No primeiro
més de vida foram pesquisados os
niveis minimos de respostas corticais
para as frequéncias de 500 a 4000Hz.
Além disso, verificou-se a maturagao
da via auditiva central nos nascidos
a termo e pré-termo durante os trés
primeiros meses de vida, por meio
do potencial cortical P1 pesquisado
em 80dBnNA para as frequéncias
de 500 a 4000Hz. Utilizou-se o
equipamento  Hearlab  System,
sendo as respostas detectadas
automaticamente pelo equipamento
e analisadas por juizes. Resultados:
Na pesquisa do nivel minimo de
resposta cortical durante o primeiro
més de vida, os neonatos nascidos
a termo apresentaram melhores
respostas quando comparados com
0s nascidos pré-termo. Além disso,
0s neonatos nascidos pré-termo
dessa pesquisa apresentaram atraso
maturacional evidenciado por meio
da maior laténcia do P1 durante os
trés primeiros meses de vida quando
comparados com o0s nascidos a
termo. Conclusdo: O nivel minimo
de resposta cortical foi maior para
0s nascidos pré-termo durante o
primeiro més de vida, e a laténcia
do potencial P1 foi maior para os
nascidos pré-termo avaliados até o
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terceiro més de vida.

PALAVRAS-CHAVE: Potenciais evocados auditivos; Desenvolvimento
infantil; Recém-nascido; Recém-nascido prematuro.
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1. INTRODUGAO

Os potenciais evocados auditivos representam a atividade
neuroelétrica da via auditiva em resposta a um estimulo acustico, desde
o VIII par craniano até o cortex auditivo cerebral. Podem ser classificados
em potenciais de curta, média e longa laténcia, dependendo do tempo,
em milissegundos (ms), que as respostas auditivas sao geradas apds a
apresentagéo de um estimulo acustico (MATAS; MAGLIARO, 2015).

Os potenciais evocados auditivos corticais (PEAC), os quais fazem
parte dos potenciais evocados auditivos de longa laténcia, foram descobertos
na década de 1930, e utilizados em criangas desde os anos de 1960 e
1970 (WUNDERLICH; CONE-WESSON, 2006; BRITISH SOCIETY OF
AUDIOLOGY, 2016). Em adultos, sao representados pelo complexo P1-
N1-P2 (ALMEQBEL, 2013). Contudo, na populagdo pediatrica, devido aos
aspectos maturacionais, ha predominio de um pico positivo, denominado
por pesquisadores como sendo o componente P1, considerado como um
biomarcador do desenvolvimento do sistema auditivo (SHARMA et al., 1997;
SHARMA; DORMAN; SPAHR, 2002a; SHAFER; YU; WAGNER, 2015).

Na populacéo infantil o componente P1 pode ser utilizado para verificar
a funcionalidade das estruturas auditivas mais centrais (KUSHNERENKO,
2003), fato que vem tornando essa avaliagdo uma ferramenta adicional para
verificagdo dos aparelhos de amplificagdo sonora individuais e implantes
cocleares (CHANG et al., 2012; DUN; CARTER; DILLON, 2012; KOSANER et
al., 2018), no estudo da maturagéo auditiva (MAITRE et al., 2013; HOVEL et
al., 2015; SUPPIEJ et al., 2015) e obteng¢ao dos niveis minimos de respostas
corticais como ferramenta de auxilio no diagnéstico audiolégico em casos de
criangas pequenas que nao respondem a avaliagdo comportamental (He et
al., 2013), sendo que, nesse ultimo item, alguns estudos ja foram realizados
em adultos (BARDY et al., 2016; ALANAZI et al., 2017), porém pouco se
sabe sobre esse tipo de avaliacdo em criangas muito pequenas (CONE;
WHITAKER, 2013; OLIVEIRA, 2016).

A maturagéo da via auditiva pode ser prejudicada com o nascimento
pré-termo. Estudos referem que ha prejuizo no desenvolvimento das vias
auditivas dessa populacdo, podendo acarretar alteragbes de linguagem e/
ou cognitivas (MAITRE et al., 2013; HOVEL et al., 2015). Nesse sentido,
a utilizagcdo dos potenciais corticais € de grande importancia nos periodos
do desenvolvimento, por permitir ao clinico entender e acompanhar a
maturagéo das estruturas auditivas centrais. Alguns estudiosos referem que
alteragdes verificadas nos primeiros anos de vida podem predizer sobre
possiveis alteragdes linguisticas e/ou cognitivas futuras (MAITRE et al., 2013;
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PAQUETTE et al., 2015).

Com base no exposto e pela necessidade de estudos com PEAC
em nascidos pré-termo, o presente trabalho teve como objetivo estudar e
comparar o potencial evocado auditivo cortical P1 em neonatos e lactentes
nascidos a termo e pré-termo, considerando o nivel minimo de resposta
cortical no primeiro més de vida e 0 acompanhamento maturacional durante
os trés primeiros meses de vida.
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2. METODOS

Trata-se de estudos de corte transversal e longitudinal, prospectivo,
contemporaneo, observacional e comparativo, sendo realizados pelo Nucleo
de Estudos e Pesquisa em Eletrofisiologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS) em parceria com a Faculdade de Ciéncias Médicas
da Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo (FCMSCMSP) e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa de ambas as universidades, sob o nimero
44965015.8.1001.5334 e 51349315.6.1001.5479. Participaram do estudo
somente os neonatos e lactentes, cujos pais ou responsaveis, concordaram
com os procedimentos a serem realizados e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

A amostra foi constituida de 66 neonatos durante o primeiro més de
vida e 37 lactentes durante o terceiro més de vida, de ambos os sexos, com
resultado positivo na Triagem Auditiva Neonatal (TAN) bilateralmente, por
meio das emissdes otoacusticas evocadas transientes (EOAT) e/ou potencial
evocado auditivo de tronco encefalico automatico (PEATE-A).

Desses participantes, 41 nasceram a termo e 25 nasceram pré-
termo, sendo divididos em grupo controle (GC) e grupo estudo (GE). Foram
considerados pré-termo os recém-nascidos com idade gestacional menor ou
igual a 36 semanas (BORN TOO SOON, 2012).

Na primeira etapa da avaliagado, os sujeitos de ambos os grupos foram
avaliados entre 38 e 43 semanas de idade gestacional, e para a segunda
etapa entre 49 e 57 semanas, considerando a idade corrigida para o grupo
de recém-nascidos pré-termo. A corregado da idade, foi baseada nos objetivos
do presente estudo, que visou a verificagdo da funcionalidade das estruturas
auditivas centrais, durante o mesmo periodo de desenvolvimento entre os
grupos.

Apos analise dos tragados pelos juizes e devido ao fato de algumas
criangas ndo terem colaborado para realizagdo do procedimento, alguns
participantes foram excluidos da amostra. Sendo assim, na primeira
avaliagdo o grupo de nascidos termo foi composto por 35 neonatos e o grupo
de nascidos pré-termo por 24 neonatos, enquanto que na segunda avaliagéo,
a amostra foi de 17 e de 18 participantes para o grupo de nascidos termo e
pré-termo, respectivamente.

Para o grupo de nascidos a termo considerou-se os seguintes critérios
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de inclusdo: ldade gestacional maior ou igual a 37 semanas, auséncia de
indicadores de risco para perda auditiva segundo o Joint Committee on
Infant Hearing (JCIH, 2007) e o Comité Multiprofissional em Saude Auditiva
(COMUSA, 2010), em boas condigbes de saude, com resultado positivo
nos exames auditivos e registro eletrofisiolégico de boa qualidade. Para os
nascidos pré-termo considerou-se os seguintes critérios de inclusao: Idade
gestacional menor ou igual a 36 semanas, em boas condigdes de saude,
com resultado positivo nos exames auditivos e registro eletrofisiolégico de
boa qualidade.

Foram excluidos da pesquisa os sujeitos com alteragdes neurolégicas,
com sindromes e 0s que nao colaboraram para realizagdo do exame. Para
0 grupo de pré-termos também foram excluidos os sujeitos com sindromes
associadas a deficiéncia auditiva, histérico familiar de deficiéncia auditiva,
anomalias congénitas, desordens neuroldgicas, infecgao congénita, meningite
bacteriana e transfusao sanguinea (RIBEIRO et al., 2010).

Todos os sujeitos foram submetidos a pesquisa do potencial
evocado auditivo cortical P1 durante o primeiro e terceiro més, por meio
do equipamento Hearlab System. Nesse estudo foi pesquisado o potencial
cortical P1, caracterizado por um pico entre 150 e 400ms. As respostas
foram pesquisadas por via aérea, com fones de inser¢cdo adequados
para neonatos e lactentes (ER-3A). O procedimento foi realizado em sala
acustica e eletricamente tratada. Os pais ou responsaveis permaneceram
sentados em uma poltrona confortavel, com os participantes posicionados,
confortavelmente, no colo.

Para realizagdo da pesquisa eletrofisiologica os neonatos
permaneceram em sono leve ou acordados com movimentos corporais
minimos. Para garantir o estado comportamental dos neonatos utilizou-se a
escala de Brazelton (1973). Tal escala possui seis estados comportamentais:
Estado 1: sono profundo; Estado 2: sono leve, olhos fechados, algum
movimento corporal; Estado 3: sonolento, abrindo e fechando os olhos;
Estado 4: acordado, olhos abertos, movimentos corporais minimos; Estado
5: totalmente acordado, movimentos corporais vigorosos; Estado 6: choro.
Foram incluidos no estudo, os neonatos em estado 2, 3 e 4. No terceiro més
de vida, os lactentes permaneceram em alerta.

Foram pesquisadas as respostas do componente P1 para as
frequéncias de 500, 1000, 2000 e 4000Hz. Para cada frequéncia pesquisou-
se a presencga ou auséncia de resposta, a qual foi detectada de maneira
automatica pelo equipamento.

Para esse estudo foram utilizados os seguintes parametros para
obtencao do potencial cortical P1: Moédulo do equipamento: Cortical Tone
Evaluation (CTE); Frequéncias avaliadas: 500, 1000, 2000 e 4000Hz;
Polaridade: alternada; Intervalo interestimulo: 1.125ms; Rejeicdo dos
estimulos: <20%; Transdutor: Fones de insercdo ER-3A; Velocidade do
estimulo: 0,5Hz; Duragdo do estimulo: 40ms; Rise-fall: 10ms; Plateu:
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30ms; Filtro: Passa-alto: 0,16Hz; Passa-baixo: 0,30Hz; Envelope: Cosine;
Amplificacao do sinal: 1,210 vezes; Posicionamento dos eletrodos: Fpz (terra),
M1 ou M2 (referéncia), Cz (ativo); Pré-estimulacao: -100ms; Janela: 600ms;
Numero de estimulos: minimo 50 e maximo 200; Impedancia dos eletrodos:
< 3Kohm; Obtencéao das respostas: automatica/Obijetiva (presente quando p<
0,05); Analise das respostas: juizes com experiéncia em eletrofisiologia.

A presenga ou auséncia das respostas em cada frequéncia foi
detectada de forma automatica pelo equipamento. Além da analise automatica
das respostas pelo equipamento, a laténcia de cada onda foi considerada por
trés juizes com experiéncia em eletrofisiologia da audicdo. Os examinadores
foram orientados a realizar a marcagdo do componente P1 no maior pico
positivo observavel dentro da janela de 500ms. As avaliagdes foram
realizadas as cegas, sem influéncia da marcacgao dos resultados segundo o
grupo. A laténcia e amplitude do componente P1 foi marcada no computador,
considerando a analise dos juizes.

Este trabalho foi dividido em dois estudos: O estudo 1, o qual teve
como objetivo verificar o nivel minimo de resposta cortical em nascidos a
termo e pré-termo durante o primeiro més de vida, foi realizado conforme
o mencionado nos paragrafos anteriores, sendo o componente P1 foi
considerado na menor intensidade em que foi detectado automaticamente
pelo equipamento, iniciando-se a pesquisa em 80dBnNA e diminuindo a
intensidade até o valor minimo em que o componente P1 foi considerado
presente.

Para o estudo 2, o qual teve como objetivo avaliar a maturacao da
via auditiva central durante os trés primeiros meses de nascidos a termo e
pré-termo por meio do potencial evocado auditivo cortical P1, também foi
realizado de acordo com a metodologia descrita, porém considerou-se a
laténcia e amplitude das respostas do componente P1 durante o primeiro e
terceiro més de vida em 80dBnNA, sendo as respostas comparadas entre os
momentos de avaliagéo e entre os grupos.

Na primeira etapa da avaliagao, os sujeitos de ambos os grupos foram
avaliados entre 38 e 43 semanas de idade gestacional, e para a segunda
etapa entre 49 e 57 semanas, considerando a idade corrigida para o grupo
de recém-nascidos pré-termo.

Os dados foram tabulados em planilhas do Excel e analisados por
meio do programa Statistical Package for Social Sciences (SPSS) versao
20.0. Utilizou-se diferentes testes estatisticos, de acordo com o objetivo de
cada estudo, entre eles o U Mann-Whitney, ANOVA e Bonferroni. Adotou-se
o nivel de significancia de 5%.
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3. RESULTADOS
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3.1 Estudo 1: Nivel minimo de resposta cortical de neonatos nascidos a
termo e pré-termo

A tabela 1 apresenta os resultados dos niveis minimos de obtencgéo
do componente P1 para as diferentes frequéncias avaliadas e entre os
grupos. E possivel observar que o nivel minimo de resposta cortical foi maior
para os nascidos pré-termo.

Tabela 1: Comparacéo do nivel minimo de resposta cortical para as
diferentes frequéncias testadas e entre os grupos

Frequéncia MédiatDP Mediana 1°Q 2°Q 3°Q Minimo Maximo p-valor

500HzZ Termo (n=35)  26,00+8,81 30,00 15,00 30,00 30,00 5,00 40,00 0.044
Pré-termo (n=23) 31,96+10,41 30,00 25,00 30,00 35,00 15,00 60,00 ’

1000Hz Termo (n=35)  26,14+6,97 30,00 25,00 30,00 30,00 0,00 35,00 0.00#

Pré-termo(n=23) 34,13+11,34 30,00 30,00 30,00 40,00 15,00 60,00

Termo

2000Hz (h=35) 29,00£7,65 30,00 30,00 30,00 35,00 0,00 40,00 0.08#

Pré-termo (n=22) 33,64+11,03 30,00 30,00 30,00 40,00 5,00 60,00

Termo (n=35) 29,43+7,04 30,00 25,00 30,00 30,00 15,00 50,00

4000H
000Hz Pré-termo (n=22) 37,73x11,92 30,00 30,00 30,00 35,00 25,00 65,00

Legenda: #Teste U Mann-Whitney para amostras independentes; DP= desvio
padréo; Q= quartil; nivel de significancia adotado=5%

3.2 Estudo 2: Maturagao da via auditiva central durante os trés primeiros
meses em nascidos termo e pré-termo

Atabela 2 apresenta os valores de laténcia no primeiro e terceiro més
de vida e as respectivas comparagdes entre os grupos. E possivel evidenciar
que os valores de laténcia do componente P1 foram maiores no primeiro més
(p<0,001), independente da frequéncia avaliada e o grupo. Além disso, 0s
valores de laténcia do grupo de nascidos pré-termo foram maiores quando
comparadas com o grupo de nascidos a termo, independente da frequéncia e
o momento de avaliagao (p<0,001).
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Tabela 2: Comparacgéo dos valores de laténcia do componente P1 para as
diferentes frequéncias testadas e entre os grupos
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Tabela 2
Fator Frequéncia p-valor Teste Bonferroni
500 Hz 1000 Hz 2000 Hz 4000 Hz
Média DP Média DP Média DP Média DP
Momento 1més 235.90 37.00 237.52 4329 227.28 29.11 263.66 61.94 <0.001* 1més > 3més
3més 204.29 37.65 220.14 40.87 213.51 4240 216.03 46.74 <0.001* Pré-termo > Termo

Grupo  Termo 214.71 40.70 208.65 30.37 213.44 33.60 221.56 51.91 0.276
Pre-

termo 223.03 40.09 249.97 4410 226.90 40.56 255.80 61.60 0.008* 4000Hz > 500Hz
1més 1000Hz > 3més 500Hz; 1més 4000Hz > 1més
Momento. s « 2000Hz.
N Termo 233.06 38.66 221.12 2593 229.94 29.44 24588 56.08 0.047 3més500Hz. 3més 1000Hz. 3més 2000Hz. 3més
Grupo
4000Hz
1més Pré-termo 1000Hz > Termo 500Hz. Termo 1000Hz.
*Pré- 239.92 3578 260.75 52.80 223.50 29.51 288.83 63.33 0.038* Termo 2000Hz; Pré-termo 4000Hz > Termo 500Hz.
termo Termo 1000Hz. Termo 2000Hz. Pré-termo 500Hz
Momento 3mas*
196.35 34.71 196.18 29.99 196.94 29.71 197.24 33.99 0.447
. Termo
Grupo
3més*
Pré- 21178 39.72 24278 37.11 229.17 47.22 233.78 50.94
termo

Legenda: *Teste ANOVA e Bonferroni; DP: desvio padréo; Nivel de significancia
adotado: p<5%

A tabela 3 evidencia que os valores de amplitude do componente P1
foram maiores no terceiro més de vida quando comparados ao primeiro més
de vida, independente da frequéncia e grupo avaliado (p<0,001).

Tabela 3: Comparacgéo dos valores de amplitude do componente P1, de
acordo com a frequéncia, momento e grupo avaliado

Efeito P-valor  Bonferroni
Fator 500 Hz 1000 Hz 2000 Hz 4000 Hz
Média DP Média DP Média DP Média DP
Momento 1més 6.97 3.18 7.91 3.71 6.81 2.92 5.78 2.92 Momento <0.001* 3més > 1més
3més 8.89 3.95 9.21 4.30 9.44 4.99 1024 556 Grupo 0.186
Grupo Termo 7.60 3.72 8.1 4.10 7.89 4.30 721 3.79 Momento * Grupo 0.786
P Pré-termo 8.49 3.73 9.20 4.02 8.65 4.46 9.37 6.04 Frequéncia 0.762
Momento * Grupo lrgfr:; 6.27 2.99 7.60 3.95 6.78 2.76 5.56 2.45 Frequéncia * Momento  0.067
« 1més * Pré- PR
Momento * Grupo termo 7.95 3.30 8.36 3.45 6.84 3.25 6.10 3.58 Frequéncia * Grupo 0.824
B 3més *
Momento * Grupo T 8.93 3.98 8.63 4.29 9.01 5.27 8.86 4.22
ermo Frequéncia * Momento 0.472
Momento * Grupo 3"‘f:rmzré' 885 404 977 436 985 482 1155 644 Grupo

Legenda: *Teste ANOVA e Bonferroni; DP: desvio padréo; Nivel de significancia
adotado: p<5%.

4. DISCUSSAO

A utilizacdo dos potenciais evocados auditivos corticais para
obtencao dos niveis minimos de respostas eletrofisiolégicas tem sido
relatada em criangas e em adultos, como método auxiliar no diagnéstico
audioldgico, principalmente nos casos em que nao é possivel obter respostas
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consistentes nos potenciais evocados auditivos de curta laténcia, como na
neuropatia auditiva e nos casos de alteragbes neuroldgicas, porém carece de
informagdes em criangas muito pequenas, como nos neonatos.

Nesse estudo foi possivel obter os niveis minimos de respostas
corticais em neonatos nascidos a termo e pré-termo. A média dos valores foi
de 26; 26,14; 29; e 29,43dBnNA para os nascidos a termo e de 31,96; 34,13;
33,64 e 37,73dBnNA para os nascidos pré-termo, para as frequéncias de 500,
1000, 2000 € 4000Hz, respectivamente. Acomparagao desses valores comum
estudo realizado no mesmo ambulatério e com o mesmo equipamento, com
individuos adultos com audigdo normal (DURANTE et al., 2017), evidencia
diferengas nos niveis minimos de respostas entre os neonatos do presente
estudo e os adultos do estudo citado. Os pesquisadores descreveram valores
médios de 18,23dBNA para 500Hz, 15,9dBNA para 1000Hz, 15,97dBNA
para 2000Hz e 17dBNA para 4000Hz. Essas diferengcas na comparagao dos
neonatos, tanto dos nascidos a termo quanto pré-termo, do presente estudo,
com os adultos do estudo citado, corroboram com a afirmagéao e constatacao
de que o processo de mielinizagdo e eficacia das sinapses influenciam
nas respostas dos potenciais corticais, sendo que cada faixa etaria possui
respostas caracteristicas em fungéo do processo maturacional (SHARMA,
KRAUS, MCGEE, 1997; WUNDERLICH, CONE-WESSON, 20086).

Na comparagédo entre o0s grupos, evidenciou-se diferengas
estatisticamente significantes para a maioria das frequéncias (500, 1000
e 4000Hz) quando avaliado o nivel minimo de resposta cortical, sendo
as mesmas maiores para 0 grupo de pré-termos. Esses resultados sao
esperados devido as diferengas maturacionais entre os grupos. Estudo
de metanalise (STIPDONK et al., 2016) demonstrou existir diferengas no
desenvolvimento das vias auditivas de nascidos a termo e pré-termo em
nivel de tronco encefélico. Dessa forma, sugere-se que essa imaturidade se
estenda ao nivel central, o que refletiu no nivel minimo de resposta cortical
mais elevado nesse grupo, mesmo considerando a idade corrigida.

Nesse estudo também foi possivel verificar a maturagédo da via
auditiva central em nascidos termos e pré-termos durante os trés primeiros
meses de vida por meio do potencial cortical P1, corroborando com a literatura
cientifica, a qual evidencia que esse potencial pode ser considerado um
biomarcador neurofisiolégico (SHAFER et al., 2015; ROMERO et al., 2020;
CAVALCANTI et al., 2020).

A partir dos resultados descritos observou-se decréscimo nos valores
de laténcia do componente P1 do primeiro ao terceiro més de vida em ambos
0s grupos. Esse resultado também corrobora com outros estudos, os quais
referem que o componente P1 é o principal visualizado no tragcado infantil e
que os valores de laténcia diminuem conforme a maturagdo das estruturas
auditivas centrais (SHAFER et al., 2015; CAVALCANTI et al., 2020), refletindo
principalmente a maturagéo do coértex auditivo temporal (WAGNER et al.,
2015).
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Apesar do decréscimo nos valores de laténcia do componente P1, a
maturacao das estruturas auditivas centrais foi diferente para os grupos do
presente estudo, ja que os valores de laténcia foram maiores para o grupo
de nascidos pré-termo. Esses resultados sugere uma maturagdo mais lenta
para esse grupo, na faixa etaria avaliada, apesar da corregédo da idade. Tais
resultados vém ao encontro de outro estudo, o qual evidenciou alteragdes
nos potenciais corticais de nascidos pré-termo durante esse periodo de
maturagao da via auditiva (PAQUETTE et al., 2015). Esse resultado também
corrobora com outra pesquisa, na qual os autores verificaram diferengas nas
laténcias dos potenciais corticais em nascidos pré-termo durante o primeiro e
terceiro més de avaliagdo (PASMAN et al., 1992). Outro estudo (STIPDONK
et al., 2016) também relata alteragdes na via auditiva central de nascidos
pré-termo. Em contrapartida, um estudo recente (CAVALCANTI et al., 2020)
nao verificou diferencas no potencial cortical P1 em nascidos termos e pré-
termos avaliados durante os trés primeiros meses de vida, sugerindo rapida
maturacao cortical dos nascidos pré-termo.

Em relagcédo a amplitude do potencial P1, n&o foi verificada diferenca
estatisticamente significante entre os grupos durante o primeiro e terceiro
més de vida. Aumento de amplitude foi observado em ambos os grupos,
conforme maturagao da via auditiva. Esses resultados s&do similares a outro
estudo (SHAFER et al., 2015), o qual evidenciou aumento na amplitude,
refletindo maior recrutamento neuronal. Além disso, os valores de amplitude
nao diferiram entre os grupos. Acredita-se que esse resultado possa ser em
decorréncia da variabilidade dos valores obtidos. Dessa forma, a laténcia
foi o parametro mais confiavel para avaliar a maturagao do sistema auditivo
central.

A partir dos resultados descritos, pode-se evidenciar que a maturagéo
do sistema nervoso central influencia diretamente no nivel minimo de
resposta do potencial evocado cortical. A obtengdo dos niveis minimos de
respostas nessa populacao é possivel, mas requer cuidado na interpretagao
devido a imaturidade neuroldgica, principalmente nos nascidos pré-termo, ja
que existe grande variagdo em dBnNA do nivel de resposta encontrado. Além
disso, foi possivel verificar a maturagdo das estruturas auditivas centrais
durante os trés primeiros meses de vida, sugerindo, diferengas na velocidade
maturacional em nivel central em nascidos pré-termo e a termo.
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5. CONCLUSAO

Foi possivel obter o nivel minimo de resposta cortical em neonatos
nascidos a termo e pré-termo, sendo os resultados diferentes entre os grupos,
com valores maiores para os nascidos pré-termo. Ainda, a maturagado do
sistema auditivo central nos trés primeiros meses foi observada em ambos os
grupos, porém com resultados diferentes, sendo a laténcia do potencial P1
maior para o grupo de nascidos pré-termo.
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CORTICAL AUDITORY EVOKED POTENTIAL IN TERM AND PRETERM

ABSTRACT - Introduction: The use of P1 cortical auditory evoked potential in children
stands out for verification of auditory maturation and research of minimum levels
cortical responses. Objective: To study and compare P1 cortical auditory evoked
potential in term and preterm newborns and infants. Methodology: The sample
consisted of 66 newborns during the first month of life and 37 infants during the third
month of life. Of these, 41 were born at term and 25 preterm. In the first month of life,
the minimum levels of cortical responses for frequencies from 500 to 4000Hz were
investigated. In addition, the maturation of the central auditory pathway in term and
preterm births was verified during the first three months of life, through the P1 cortical
potential investigated at 80dBnHL for frequencies from 500 to 4000Hz. The Hearlab
System equipment was used, and the responses were automatically detected by the
equipment and analyzed by judges. Results: In the research of the minimum level of
cortical response during the first month of life, newborns born at term showed better
responses when compared to those born preterm. In addition, the preterm newborns
in this research showed maturation delay, as evidenced by the higher latency of P1
during the first three months of life when compared to those born at term. Conclusion:
The minimum level of cortical response was greater for preterm infants during the
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first month of life, and the latency of the P1 potential was greater for preterm infants
evaluated until the third month of life.

KEYWORDS: Evoked potentials; Auditory; Child development; Infant; Infant;
premature.
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CAPITULO 6

O USO DE LUTEINA E ZEAXANTINA

COMO CORANTES INTRAOCULARES
PARA CIRURGIA OFTALMOLOGICA

Diogo Sousa-Martins
lattes.cnpq.br/3542269820453621
Universidade Federal de S&do Paulo

RESUMO - Foi estudada a
seguranca e eficacia de formulagdes
intraoculares contendo Luteina e
Zeaxantina, isolada ou combinada
com Azul Brilhante ou Azul de
Trypan em cirurgia de catarata e
vitreorretiniana.  Solugbes-corantes
contendo 6leo de ricino polietoxilado
(Cremophor EL™) como veiculo,
ndo apresentam afinidade corante

para a Capsula Anterior, Vitreo,
Hialdide Posterior, Membrana
Limitante Interna e Membrana
Epirretiniana. Adicionalmente, as
solugdes  contendo  Cremophor
EL™  mostraram-se citotdxicas.

Pelo contrario, solugdes-corantes
contendo alcool polivinilico como
veiculo mostraram-se eficazes e
seguras. Os testes de eficacia em
olhos cadavéricos mostraram apenas
cinco formulagdes (sem Cremophor
EL™) que coraram o vitreo menos de
+++/4. Quanto a Capsula Anterior e
Membrana Limitante linterna, apenas
aformulacao de Luteina e Zeaxantina
a 0,5% associada a Azul de Trypan
a 0,04%; e a Luteina e Zeaxantina
a 0,3% associada a Azul Brilhante

a 0,025% atingiram a maxima
coloragdo com os niveis mais baixos
de Azul de Trypan e Azul Brilhante.
O estudo de toxicidade intravitrea
mostrou que nenhuma formulagéo
testada exibe toxicidade “in-vivo” no
vitreo e retina. As solugdes-corantes
Luteina e Zeaxantina a 0,3%-1%
associada a Azul Brilhante a 0,025%
e Luteina e Zeaxantina a 0,5%-1%
associada a Azul de Trypan a 0,04%,
ambas em alcool polivinilico, foram
as melhores formulas em termos
de estabilidade, pH e osmolaridade.
Estas formulagdes atingiram os
melhores resultados na coloragao da
Capsula Anterior, Vitreo e Membrana
Limitante Interna de olhos humanos
cadavéricos. As solugdes-corantes
a base de Luteina e Zeaxantina
poderédo ser uma alternativa segura
e eficaz em cirurgia de catarata e
vitreorretiniana.

PALAVRAS-CHAVE: Azul; Brilhante;
Capsula; Cromovitrectomia; Corante;
Membrana limitante interna; Luteina;
Seguranga; Vitreo; Zeaxantina.

1. INTRODUGAO

A cirurgia ocular € um dos
ramos da cirurgia que testemunhou
profundos e importantes avangos
nos Uultimos anos. Procedimentos
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de cirurgia ocular estdo se tornando cada vez mais complexos, ainda que a
recuperacao esteja cada vez mais rapida e eficiente.

Acirurgiade catarata e vitreorretiniana sdo exemplos de procedimentos
importantes, dos quais depende a qualidade de vida de milhares de pacientes.

De forma a contribuir para o sucesso destas cirurgias, usa-se
substancias corantes, que identificam estruturas intraoperatérias a serem
removidas.

Controvérsias sobre a necessidade e situagdes de uso dos corantes
tém sido debatidas na literatura, a medida que se desenvolvem novas
substancias com melhores perfis de toxicidade e eficacia.
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2. CAPSULOTOMIA EM CIRURGIA DE CATARATA

A criagdo da capsulotomia circular continua, introduzida por Gimbel
e Neuhann em 1990, na capsula anterior (CA) do cristalino, € considerada
uma etapa critica na cirurgia de catarata. Para um bom controle da mesma, a
visualizagédo da aba da CA é essencial assim, melhorar a visualizacdo da CA
pode ser de grande valor.

Em 1993, Hoffer et al., publicaram um relato de caso do uso da
fluoresceina em catarata madura para melhorar a sua visualizagdo. Desde
entdo, o uso de outros corantes e técnicas para melhorar a visualizagédo desta
durante a cirurgia de catarata vém sendo relatados.

Os corantes que receberam as maiores atengdes foram: Indocianina
Verde (ICV), azul de Trypan (AT), Fluoresceina, Violeta Cristal e Violeta
Genciana. Desses cinco corantes disponiveis na literatura, somente trés
(ICV, fluoresceina e AT) foram aprovados pelo “Food and Drug Administration”
(FDA) nos Estados Unidos da América. De igual forma, somente o AT esta
aprovado para uso na cirurgia de catarata.

3. VITRECTOMIA EM CIRURGIA VITREORRETINIANA

A vitrectomia via pars plana, introduzida na década de 70 por
Machemer, inicialmente era indicada apenas para casos complicados de
descolamento da retina com a presenca de proliferagéo vitreorretiniana. Ja
na década de 80, com o aperfeicoamento dos aparelhos e da técnica, o termo
“vitrectomia primaria” foi introduzido por Kléti em 1983, e ganhou mais forga,
tornando a cirurgia vitreorretiniana mais segura, reprodutivel e previsivel.

A vitrectomia consiste na retirada do gel intraocular vitreo alterado,
na remocédo de membranas pré-retinianas, e restabelecimento do volume
ocular com SSB (Solugéo Salina Balanceada), gases, ou 6leo de silicone.

O termo cromovitrectomia foi introduzido em 2000, quando foi
descrito que a ICV se mostrou capaz de corar a membrana limitante interna
(MLI). Dados clinicos e experimentais, porém, mostraram um potencial de
toxicidade retiniana que estimulou o aumento de pesquisa neste campo.
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3.1 Vitreo

Trata-se de estrutura anatdmica fundamental para a cromovitrectomia,
sendo removido durante este procedimento. E composto por acido hialurénico
e glicoproteinas, sendo mais aderido a retina na base vitrea, nos vasos
retinianos.

Ao ser removido, o Vitreo & substituido por SSB. O conhecimento
anatdmico dos seus pontos de adesao principais, bem como sua anatomia
microscoépica e a adesao do Vitreo posterior sdo fundamentais para o cirurgiao
vitreorretiniano (Figura 1).
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Figura 1: O Vitreo apresenta divisdo em: vitreo anterior, central e posterior
ou hialéide posterior. Ha aderéncias importantes do vitreo na base vitrea e
no hialdide posterior

Hialdide Posterior §

Fonte: GREEN et al., (1995)

A remocao da Hialéide Posterior (HP) € um dos pontos principais e
mais dificeis da vitrectomia, (Figura 1) portanto, a cromovitrectomia torna o
procedimento mais exequivel.

3.2 Membranas Vitrinianas

A retina é composta por dez camadas celulares, sendo a camada
mais interna a MLI. Atualmente, o exame da tomografia de coeréncia optica
(OCT) permite a realizacdo de um corte histoldgico da retina “in-vivo” (Figura
2). Esta tecnologia facilita a identificagdo de anormalidades anatdmicas como
edema na retina, e em especial, a observagao da interface vitreorretiniana e
subsequente identificagao da MLI.
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Figura 2: Tomografia de coeréncia 6ptica das camadas retinianas

O

e

=
o

MLI  MPE  MPI 8

Legenda: MLI: membrana limitante interna; MPE: membrana plexiforme externa;
MPI: membrana plexiforme interna; CNI: camada nuclear interna; CNE: camada
nuclear externa; CCG: camada de células ganglionares; CFN: camada de fibras
nervosas; EPR: epitélio pigmentado da retina; Sl: segmentos internos; MLE:
membrana limitante externa; SE: segmentos externos; SI/SE: segmentos internos/
externos. Fonte: et al., MAIA (2009)

Como ambas as estruturas - MER e MLI - sdo extremamente
delgadas, muitas vezes € dificil para o cirurgido ter a certeza de qual estrutura
esta sendo manipulada.

4. CROMOVITRECTOMIA

4.1 Histéria do Uso de Corantes Vitais na Cirurgia de Catarata e
Vitrreorretiniana

O desenvolvimento de corantes influenciou muito a Medicina antiga e
a moderna. Por exemplo, antes do século XIX, os neuroanatomistas usaram
corantes quimicos para tingir e definir discretas areas fisioldgicas. No ano
de 1906, foram introduzidos pela primeira vez meios de contraste no campo
da radiologia. O uso de agentes de contraste ganhou mais popularidade nas
ultimas décadas, pois eles permitiram a observagédo exata e detalhada de
tecidos doentes em seres vivos.

Na oftalmologia, os corantes sdo usados como agentes adjuntos para
diagndsticos. Por exemplo, o corante de fluoresceina pode identificar areas
epiteliais lesionadas durante ocorréncia de defeitos epiteliais corneanos,
enquanto o rosa bengala pode tingir sobras celulares e restos de células
epiteliais danificadas.

No campo do diagndstico retiniano, a fluoresceina sdédica e a ICV
podem ser injetadas endovenosamente para observacdo e contraste de
vasos sanguineos e tecidos.

Assim, a cromovitrectomia surgiu devido a dificuldade na observagéo
de varios tecidos finos e transparentes na interface vitreorretiniana, como a
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MLI, MER.

Lobeck et al., (1932) executaram a primeira aplicagao intravitrea
de corantes vitais para identificar estruturas pré-retinianas em 1932. Desde
entdo, inumeros pesquisadores analisaram a utilizagdo de corantes através
da via endovenosa, subretiniana, e intravitrea para identificar tecidos e
estruturas vitreorretinianas. Um trabalho realizado por Kutschera, em 1969,
mostrou que, entre varios corantes, o Azul Patente forneceu excelente
reconhecimento de tecidos retinianos quando injetado dentro do vitreo.

Mais tarde, Burk et al., descreveram em 2000 o uso de ICV como
corante eficaz para a MLI. Ha um consenso geral de que a remogéo da
MLI assistida pelo corante ICV é tecnicamente mais facil, uma vez que o
cirurgido consegue identificar faciimente as margens durante a réxis da
MLI. No entanto, estudos clinicos demonstrarem complicagdes clinicas pos
operatorias relacionadas ao uso de ICV. O efeito nocivo de ICV motivou a
comunidade cientifica a pesquisar corantes vitais menos toxicos.

O AT e o AP surgiram como alternativas para a ICV. No entanto, a
aceitagdo destes corantes tem sido limitada, pois ambos possuem baixa
afinidade quimica pela MLI, e ndo apresentam indicadores precisos de
bioseguranga em seu uso.

Posteriormente, a Triancinolona Acetonida (TA) foi introduzida como
corante alternativo para a cromovitrectomia, por facilitar a identificagdo do
vitreo e fornecer contraste com a MLI, pela deposi¢cdo de seus cristais na
superficie da mesma.

Mais recentemente foi iniciado o uso do corante infracianina verde
(IfCV), com propriedades semelhantes ao ICV, porém nao contém iodo em
sua composigao, o que o torna menos téxico a retina humana.

Até o momento ndo ha um corante ideal que promova ao mesmo
tempo um bom contraste para as estruturas pré-retinianas e nao tenha
toxicidade retiniana. Recentemente, alguns grupos de pesquisa divulgaram
seus resultados preliminares acerca de novos corantes vitais para a
cromovitrectomia, indicando conclusdes favoraveis ao uso dos corantes vitais
AB e azul de bromofenol.
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4.2 Biocompatibilidade Retiniana

Os experimentos de pesquisa de novos corantes devem demonstrar
uma alta biocompatibilidade sem efeitos nocivos a retina no meio intraocular.
A coloracao e caracteristicas de seguranca de seis novos corantes potenciais
para cirurgia intraocular foram recentemente descritos, incluindo o verde
brilhante, azul de bromofenol, azul de evans e rodamida nas concentragbes
de 0,2% e 0,02%.

Rodrigues et al, (2008) demonstraram que se observou boa
biocompatibilidade da retina com 0,05% de AB em olhos de coelhos; porém,
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foram observados também efeitos danosos nos fotorreceptores. Esses
resultados antagénicos dificultam afirmar se o AB, é um agente seguro.
Sugere-se que, mesmo com o uso do AB (com perfil de toxicidade menor
que a ICV), sejam tomados cuidados em se evitar a injecdo do corante
diretamente sobre o EPR.

Experimentos pré-clinicos demonstraram que, dentre seis corantes, o
azul de bromofenol corou melhor a MER e MLI, e ndo induziu nenhuma lesao
“in-vitro“ tanto para células ARPE-19 ou células do EPR em concentracdes
de 0,2% e 0,02%.

Estudos posteriores ”in-vitro” emolhos de ratos e porcos demonstraram
que o azul de bromofenol, em concentragdes de 0,5% e 0,02%, ndo promoveu
toxicidade significativa.

Em contraste a esses estudos, foi demonstrado, que o azul de
bromofenol provocou uma toxicidade significativa na retina. Estes diferentes
resultados podem ser explicados pelos diferentes modelos de animais
utilizados ou por fatores bioquimicos.

Para aplicagdo em cromovitrectomia, Haritoglou et al., (2005)
pesquisaram a toxicidade do Verde Brilhante” in-vitro”, em geral nao
encontrando efeitos téxicos; no entanto, a viabilidade celular foi afetada em
altas doses.

Em conclusdo, novos corantes podem ser téxicos aos tecidos da
retina de coelhos, dependendo do tipo e da dose aplicada.
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4.3 Técnicas Cirargicas para Aplicagao Intraoperatéria

Vaérias técnicas cirurgicas foram usadas para injetar corantes na
cavidade vitrea durante a cromovitrectomia. E importante descrever como
a cavidade vitrea deve ser preenchida no sentido de evitar a dispersao
excessiva do corante.

Assim, independente da técnica utilizada, deve-se evitar o contato da
ICV com o EPR.

5. CORANTES VITAIS

5.1 Generalidades

Quando os corantes coram tecidos ou células vivas, sdo chamados
de corantes vitais e sdo adjuvantes em cirurgias oftalmoldgicas para melhorar
a visualizacao de tecidos oculares.

Os corantes vitais podem ser classificados segundo o seu pH,
solubilidade, fonte, e propriedades de tingimento e podem ser apresentados
segundo sua classificagado quimica:

i Corantes Azo
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Vi.
Vii.

Corantes de Tiazina
Corantes de Arilmetano
Corantes de Cianinas
Corantes de Xantenos
Corticoides

Xantofilas

6 RESUMO DOS PRINCIPIOS E INDICAGOES

Na técnica de cromovitrectomia, a TA é o padrao para identificagao do
Vitreo; a ICV, a IfCV e o AB sao os corantes de escolha para a identificacao
da MLI e o AT é o padrao para MER e CA (tabela 1).
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Tabela 1: Substancias utilizadas atualmente para a cromovitrectomia

Substancia Diluigdo/Dose Afinidade Técnicas para se evitar Propriedades Quimicas
Osmolaridade Intraocular toxicidade ao EPR P
Triancinolona Acetonida Sem Diluico Vitreo Usar uma solucédo sem Esterdide nao-soluvel
40mg/mL (4%) Cristais ¢ preservativo (C24H3FO6; 434 daltons)
Usar sem diluigéo ou
Azul de Trypan 1.2ma/mL Sem Diluigao ou misturar misturar 0,3mL com Corante hidrofilico aniénico
(rg")IZU/ y 9 com glicose 1,2mg/mL MER 0,1mL de glicose 5% para  Azo (C34H24N6Na4014S)
e (0,12%) 310 mOsm/L melhorar identificagéo da 960 daltons)
MER
Usar sem diluigao ou
Azul Patente Sem diluigdo ou misturar misturar 0,3 mL com Triarilmetano
2,5mg/mL (0,25%) com glicose 2,5mg/mL MER 0,1mLde glicose 5% para (C27H31N2Na068S2);
Mg e (0,25%) 290mOsm/L melhorar identificagéo da 582 daltons)
MER
Azul Brilhante Corante azul aniénico
0,25mg/mL Sem diluigdo MLI Usar sem diluicio aminotriaril metano
(0,025%) ou 280mOsm/L < (C47H48N3S207Na;
0,5mg/mL (0,05%) 854daltons
Adicionar 1mLde agua Corante
destilada a 1 frasco de tricarbocianinico
Indocianina Verde 5mg. Retirar 0,1mLdessa
5mg (0,5%) 5mg (0.5%) MLI soEI’ugéo e misturar com (C43H4TN2NaO6S2;
’ 0.9mL de 775 daltons) e contém 3 a
’ SSB 5% de iodo
Infracianina Verde _5mg (0.5%) Adicionar 1 ou 2mL de Mesr;:‘z(f)c;;nnl;:;%ggga ¢
dissolver em glicose 5% MLI glicose 5% a 1 frasco de = A
mas nao contém iodo na

5mg (0,5%)

290 mOsm/L

25mg

sua formulagao

Fonte: MARTINS et al., (2013)

7. FACOVITRECTOMIA

Pacientes que apresentam patologias cirurgicas
frequentemente também apresentam cataratas. Nestes
combinada (facoemulsificagcdo e vitrectomia “via pars plana”) pode ser
considerada em casos selecionados.

Aremocéo da catarata no mesmo procedimento € indicada em casos
nos quais se necessita obter uma melhor observacédo de detalhes do polo
posterior, quando se quer um acesso e remogao mais amplos da base vitrea
e também para se evitar a formacgéo de catarata subsequente a cirurgia. Apos
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a introdugéo da vitrectomia via “pars plana” por Machemer e Kasner nos anos
70, a extragao da catarata no mesmo procedimento passou a ser uma opgao
considerada.

Nos anos seguintes, Peyman et al., (1975) desenvolveram as técnicas
de remogéo da catarata através de incisdes na cornea ou na “pars plana”.
Essa técnica tinha a vantagem de evitar as grandes incisdes, que causavam
vazamentos e deiscéncia da sutura.
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8. DESENVOLVIMENTO DA FORMULAGAO INTRAOCULAR

Este estudo, realizado no Departamento de Oftalmologia da
Universidade Federal de Sdo Paulo e com o apoio da Ophthalmos SA,
apresenta um desenho experimental de investigagdo laboratorial em
tecnologia farmacéutica.

Este estudo tem o objetivo de desenvolver solugbes ou dispersdes
liquidas de corantes a base de L/Z, isolada ou em combinagao com AB ou AT,
para uso posterior nas fases subsequentes do projeto em cirurgia de catarata
e vitreorretiniana.

Com base na solubilidade da L/Z nos diferentes veiculos testados,
procedeu-se a formulagdo de diferentes misturas de L/Z - isolada ou
combinada com outros corantes sintéticos — em diferentes combinagdes de
veiculos, agitagdo e aquecimento. Um total de setenta e oito formulagdes (F1
a F78) foram criadas e, em todas elas, foram analisados o pH, osmolaridade
e cOr final por colorimetria.

Tabela 2: Dados farmacotécnicos das formulacdées em Alcool Polivinilico a

1,4%.
Formulagéo L/z AB AT Tempo Temperatura Tempo
(%) (%) (%) agitagéo (°C) Aquecimento

(h) (h)

F1 0,3 0,025 - 20 25 0

F2 0,3 - 0,1 20 25 0
F50 0,3 0,01 - 5 60 0,5
F51 0,15 - 0,05 5 60 0,5
F52 0,01 - - 5 60 0,5
F53 0,05 - - 5 60 0,5
F54 0,1 - - 5 60 0,5
F55 0,2 - - 5 60 0,5
F56 0,25 - - 5 60 0,5
F57 0,5 - - 5 60 0,5
F58 1 - - 5 60 0,5
F59 2 - - 5 60 0,5
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F60 5 - - 5 60 0,5
F61 10 - - 5 60 0,5
F62 20 - - 5 60 0,5
F63 0,1 0,0125 - 20 60 0,5
F64 0,2 0,0125 - 20 60 0,5
F65 0,5 0,0175 - 20 60 0,5
F66 1 0,025 - 20 60 0,5
F67 0,25 0,05 - 20 60 0,5
F68 0,2 0,025 - 20 60 0,5
F69 0,2 - 0,05 20 60 0,5
F70 0,3 - 0,05 20 60 0,5
F71 0,7 - 0,05 20 60 0,5
F72 0,5 - 0,075 20 60 0,5
F73 0,4 - 0,09 20 60 0,5
F74 1 - 0,04 20 60 0,5
F75 0,1 0,05 - 20 60 0,5
F76 0,1 0,1 - 20 60 0,5
F77 0,2 - 0,1 20 60 0,5
F78 0,3 - 0,025 20 60 0,5

% L/Z, %AB, %AT: porcentagem, respetivamente, de Luteina e Zeaxantina, Azul
Brilhante e Azul de Trypan; °C: graus centigrados; h: horas

9. ESTUDO DE CITOTOXICIDADE E PROLIFERAGAO CELULAR

Este estudo apresenta um desenho experimental de investigacao
laboratorial “in-vitro” e foi realizado no Departamento de Biologia da
Universidade de Barcelona, com o apoio do grupo Cell Tec. O objetivo foi o
de quantificar a citotoxicidade de quatro formulagdes-corantes produzidas no
ambito deste projeto.

Apenas 15 das 78 formulagbes (F59-70, F75 e F77-78) demostraram
valores de pH abaixo de 6. Por outro lado, apenas 2 (F15-16) das 78
formulagbes assumiram valores abaixo de 273 mOsm/Kg.

10. ESTUDO EM OLHOS CADAVERICOS

Paratestaras 78 formulagdes, foram estudados 102 olhos cadavéricos
obtidos a partir do Banco de Olhos do Hospital Sdo Paulo. Demonstrou-se que
as formulagbes que empregavam Cremophor EL™ n&o coravam nenhuma
membrana nem estrutura.

Por outro lado, e sem contar com as formulag¢des contendo Cremophor
EL™ (F5-F49), apenas 5 formulagbes (F3, F52, F53, F56 e F67) coravam
menos de +++/4 o Vitreo, tendo a maior parte das formulagbes testadas
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corado +++/4 ou ++++/4,
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11. ESTUDO DE TOXICIDADE EM COELHOS

Nos vinte e seis coelhos testados n&do foram observados casos de
hemorragia vitrea, catarata ou endoftalmite, apds oftalmoscopia indireta no
tempo 0, 1 e 7 dias.

12. ESTUDO DE CITOTOXICIDADE E PROLIFERAGAO CELULAR

12.1 Em células do epitélio pigmentado retiniano humano

Na linha de cultura celular ARPE-19, as diluicdes 1/15 e 1/30
da formulagdo C (L/Z 0,3%+AB0,025%) produziram uma redugao
estatisticamente significativa (p<0,001) na resposta metabdlica celular apds
24h, no modelo WST-1. As mesmas dilui¢des (1/15 e 1/30) também inibiram
significativamente (p<0,001) o crescimento celular “in vitro”, no modelo CVDE,
de forma diretamente proporcional a concentragao de corante e ao tempo de
teste. As outras formulagbes testadas registraram variagoes inferiores a 10%
do controlo negativo.

12.2 Em células do epitélio corneano humano

Para a linha celular HCE, as alteragdes da atividade metabdlica
mitocondrial ndo excederam 15%. Todas as diluigbes da formulacéo C (L/Z
0,3% + AB 0,025%) inibiram significativamente (p<0,001) o crescimento
celular “in vitro”, no modelo CVDE, de forma diretamente proporcional a
concentracao de corante principalmente as 72 horas. A C150 desta formulagcao
foi de 0,18 mg/mL L/Z + 0,015 mg/mL AB + 0,84 mg/mL APV.

13. CONCLUSOES DOS ESTUDOS

13.1 Comportamento farmacotécnico de formulagées corantes contendo
Luteina e Zeaxantina para uso em cirurgia de catarata e vitreorretiniana:

O alcool polivinilico foi o melhor veiculo para dispersar a Luteina e
Zeaxantina e deve ser tamponado com tampéao fosfato.

O Cremophor EL™ demonstradamente possui toxicidade celular.

E necessario fazer uma micronizagéo do tamanho das particulas de
cristal de Luteina e Zeaxantina antes de se produzir a formulagao para uso
intraocular.

A combinagado de Luteina e Zeaxantina com Azul Brilhante ou Azul
de Trypan, de acordo com o processo de produgdo, produz um corante final
verde de pH e osmolaridade fisiologicamente aceitaveis.
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13.2 Eficacia corante das formulagdes contendo Luteina e Zeaxantina
nas membranas e estruturas relevantes para a cirurgia de catarata e
vitreorretiniana:

A formulagéo Luteina e Zeaxantina a 1% associada a Azul de Trypan
a 0,04% ¢é a melhor formulagao testada para corar a Capsula Anterior, em
termos de eficacia.

A Luteina e Zeaxantina em forma de cristal tem uma afinidade
significativa para o Vitreo.

Aformulagéo Luteina e Zeaxantina a 1% associada a Azul Brilhante a
0,025% foi a melhor para corar a Membrana Limitante Interna.

Aformulacgdo Luteina e Zeaxantina a 0,3% associada a Azul Brilhante
a 0,025% foi a melhor para corar simultaneamente o Vitreo e a Membrana
Limitante Interna.
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13.4 Toxicidade intravitrea das formulagées contendo Luteina e
Zeaxantina em coelhos

Ndo se observaram alteragbes significativas no  perfil
eletrorretinografico de olhos de coelhos injetados com solu¢des de Luteina e
Zeaxantina versus estado basal e grupo controle.

N&o se registraram alteragbes histolégicas significativas ou sinais
anatdmicos de toxicidade nas camadas celulares retinianas, até 7 dias
seguintes a injecao de formulag¢des contendo Luteina e Zeaxantina.

13.5 Citotoxicidade e Proliferagdao Celular das formulagdes contendo
Luteina e Zeaxantina em cultura celular corneana e retiniana:

Nenhuma das formulacdes testadas a base de Luteina e Zeaxantina
revelou niveis estatisticamente significativos de citotoxicidade ou inibi¢do da
proliferagdo celular em células do epitélio corneano humano e do epitélio
pigmentado retiniano humano.
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THE USE OF LUTEIN AND ZEAXANTHIN AS INTRAOCULAR DYES IN
OPHTHALMIC SURGERY

ABSTRACT - To determine whether a natural dye solution based on lutein and
zeaxanthin alone or combined with Brilliant Blue stains and facilitates peeling of
intraocular membranes in human eyes. In this study of 60 cadaveric eyes, open-sky
vitrectomy including posterior hyaloid detachment was performed. Different lutein
and zeaxanthin concentrations (0.01-20%) were tested alone or combined with
different Brilliant Blue concentrations (0.0125-0.025%) in the corneal endothelium,
corneal epithelium, anterior and posterior capsule, vitreous cavity through the macula
including the posterior hyaloid, and internal limiting membrane. The various dye
solutions were in contact with the intraocular membranes for <1 minute and then were
removed by mechanical aspiration or membrane peeling initiated and completed with
intraocular forceps. The specimens were examined by light and electron transmission
microscopy. Contact between lutein and zeaxanthin and the retinal, lens, and vitreous
surface resulted in orange and greenish staining of the intraocular membranes, which
facilitated surgical steps in all eyes. Lutein and zeaxanthin alone was useful for vitreous
identification and lutein and zeaxanthin combined with Brilliant Blue had strong affinity
for internal limiting membrane and anterior capsule. Light microscopy confirmed internal
limiting membrane removal in all eyes tested. No dye solutions remained in the eyes
after the membrane removal. A natural dye solution based on lutein and zeaxanthin
alone or combined with Brilliant Blue efficiently stained the anterior capsule, vitreous,
and internal limiting membrane in human cadaveric eyes and may be a useful tool for
vitreoretinal or cataract surgery.

KEYWORDS: Blue; Brilliant; Capsule; Chromovitrectomy; Dye; Inner limiting
membrane; lutein; Safety; Vitreous; Zeaxanthin.
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RESUMO: A purpura
trombocitopénica trombdtica (PTT)
€ um disturbio hematologico de
baixa prevaléncia mundial a qual
pode ser classificada, de acordo
com a sua etiopatogénese, em
congénita em caso de mutagdo
genética, ou adquirida relacionada
a um distarbio autoimune com
descontrole na  produgcdo de
autoanticorpos. E caracterizado por
trombocitopenia intensa decorrente
da deficiéncia do organismo em
sintetizar a enzima ADAMTS13,
resultando em um acumulo de
glicoproteinas  multiméricas  do
fator de von Willebrand (fvW). O
fvW auxilia na manutencdo da
homeostase, desempenhando um
papel fundamental no transporte
molecular de proteinas soluveis e
inducdo da agregacédo plaquetaria.
O aumento das glicoproteinas fvW
resulta na agregacao plaquetaria
intravascular e, consequentemente,
em crises vaso oclusivas. Diante
do grave curso da PTT e, por
muitas vezes estar associada a
outros disturbios hematoldgicos, o
diagnodstico precoce é essencial a
fim de melhor definir o prognéstico
e a terapéutica adequada. Entre os
métodos de diagndstico laboratorial,
a técnica de citometria de fluxo tem
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mostrado melhor eficacia, devido a sua sensibilidade e especificidade. Nesse
contexto, este trabalho teve por objetivo investigar a presenga de ensaios
clinicos os quais utilizam a citometria de fluxo como método preferencial
para o diagndstico da PTT a fim de realizar uma reflexdo do impacto sobre o
desfecho clinico da doenca.

PALAVRAS-CHAVE: Purpura trombocitopénica trombdtica; Fator von
Willebrand; ADAMTS13; Citometria de Fluxo; Anticorpos antiplaquetarios.
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1. INTRODUGAO

Descrita inicialmente em 1924 por Eli Moschcowitz (MOSCHCOWITZ,
1924), a Purpura Trombocitopénica Trombdtica (PTT) caracteriza-se pela
obstrugcado de pequenos vasos, arteriolas e capilares. Esse disturbio vaso
oclusivo reflete, no individuo portador, em manifestagdes clinicas como
anemia hemolitica micro angiopatica, isquemia de 6rgéos e tecidos - incluindo
cérebro, coragao, trato gastrointestinal e rins - e trombocitopenia profunda
(KREMER HOVINGA; COPPO; LAMMLE; MOAKE et al., 2017). De acordo
com a etiopatogénese, pode ser classificada em: (1) congénita ou adquirida,
resultante da presenga de mutagdes no gene ADAMTS13 (LEVY; NICHOLS;
LIAN; FOROUD et al., 2001), e em (2) imunomediada, caracterizada pela
presenga de anticorpos autoreativos anti-ADAMTS13 (FURLAN; ROBLES;
GALBUSERA; REMUZZI et al., 1998; FURLAN; ROBLES; SOLENTHALER;
WASSMER et al., 1997; TSAI; LIAN, 1998).

A etiologia da PTT permaneceu incompreendida até 1982 (MOAKE;
RUDY; TROLL; WEINSTEIN et al., 1982), quando o quadro clinico da
doenca foi relacionado com a incapacidade de clivar o fator von Willebrand
(FYW) (EA., 1926). Secretado sobretudo por células estreladas hepaticas
(SOEJIMA; MIMURA; HIRASHIMA; MAEDA et al., 2001), células tubulares
(MANEA; TATI; KARLSSON; BEKASSY et al, 2010), poddcitos renais
(MANEA; KRISTOFFERSSON; SCHNEPPENHEIM; SALEEM et al., 2007),
plaquetas (LIU; CHOI; BERNARDO; BERGERON et al.,, 2005) e células
endoteliais (TURNER; NOLASCO; TAO; DONG et al., 2006), o FYW tem
mostrado complexa biossintese. A producao dessa glicoproteina multimérica
envolve processos de glicolisagdo, sulfagdo, dimerizacdo e multimerizacao
do peptideo (LENTING; CHRISTOPHE; DENIS, 2015).

Uma vez sintetizado, o FvW é transportado e armazenado em granulos
(a) no interior de megacariécitos/plaquetas (SPORN; CHAVIN; MARDER;
WAGNER, 1985) e células endoteliais (WAGNER; OLMSTED; MARDER,
1982). Sob a exposicdo a estimulos agonistas enddgenos, incluindo a
presenca de citocinas — tais como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
Interleucina(IL)-8 — histamina e o estresse de cisalhamento laminar, o FvW &
langado na circulagéo sistémica através da exocitose granular ou ainda pode
permanecer ancorado na superficie das células endoteliais (TSAI; SUSSMAN;
NAGEL, 1994). A ancoragem na membrana endotelial e o cisalhamento do
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fluxo laminar leva ao desdobramento da proteina e a exposi¢ao de sitios de
ligacdo a plaquetas e a enzima ADAMTS13 (KREMER HOVINGA; COPPO;
LAMMLE; MOAKE et al., 2017) (do inglés, A Desintegrin And Metalloprotease
with eight ThromboSpondin-1-like 13).

O FvW contribui para a manutengdo da homeostase atuando
essencialmente como carreador molecular de uma série de proteinas
soluveis (tais como, fator VIII, osteoprotegerina, galectinas) e como indutor
de agregagédo plaquetaria em condi¢cdes de lesdo endotelial (LENTING;
CHRISTOPHE; DENIS, 2015). Na PTT, a deficiéncia funcional e/ou
quantitativa da enzima ADAMTS13 resulta no acumulo de grandes multimeros
do FYW (TONACO; RIOS; VIEIRA; CARVALHO et al., 2010), o que resulta
na excessiva agregacgao plaquetaria e, consequentemente, nas crises vaso
oclusivas.

Predominante em mulheres, a PTT & um disturbio raro com baixa
prevaléncia mundial. Estima-se anualmente que ocorra a incidéncia de 3 a 11
casos e a prevaléncia de 10 casos a cada 1 milhdo de pessoas (NUNEZ ZUNO,
2021). Apesar de caracterizar-se como uma doenca rara, a complexibilidade
dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos (KREMER HOVINGA; COPPO;
LAMMLE; MOAKE et al., 2017), as altas taxas de mortalidade relacionadas
as crises agudas e o alto risco de recidivas apos o primeiro episddio agudo
(KREMER HOVINGA; VESELY; TERRELL; LAMMLE et al., 2010) s&o fatores
que impulsionam as investigagdes médico cientifica.

Apesar da plasmaferese destacar-se como base terapéutica da
PTT (FURLAN; ROBLES; MORSELLI; SANDOZ et al., 1999), casos agudos
graves sao propensos a recidiva e a morbidade a longo prazo (DEFORD;
REESE; SCHWARTZ; PERDUE et al, 2013). Devido as apresentacbes
clinicas da PTT ser, muitas vezes, compartiihada com outras desordens
hematoldgicas, o diagndstico laboratorial torna-se uma ferramenta oportuna
e determinante para o desfecho clinico. A fim de facilitar a determinacao
de autoanticorpos especificos para plaquetas em pacientes com PTT, a
citometria de fluxo tem se destacado pela alta sensibilidade e especificidade
no diagndstico e monitoramento da doenga (TOMER, 2006). Dessa forma,
esse capitulo buscou realizar um levantamento de ensaios clinicos os quais
utilizem a citometria de fluxo como método diferencial de diagnéstico da PTT
a fim de estabelecer uma reflexdo sobre das perspectivas diagnésticas sobre
o desfecho clinico.
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2. METODOLOGIA

Este capitulo buscou revisar a fisiopatologia da Purpura
Trombocitopénica Trombdética (PTT) e seu diagndstico laboratorial, sobretudo
refletir sobre a utilizacdo da citometria de fluxo como diagnéstico diferencial.
Para o desenvolvimento dessa revisao bibliografica descritiva, foi realizado
um levantamento bibliografico nas seguintes plataformas de dados: SciELO
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(Scientific Electronic Library Online), PubMed (National Library of Medicine
National Institutes of Health), LILACs (Latin American and Caribbean Health
Sciences Literature), Google-Scholar, durante janeiro de 2021 até maio de
2021. Para a selegao dos trabalhos foram utilizados os seguintes descritores:
“Thrombotic Thrombocytopenic Purpura, Thrombocytopenia, Flow cytometry,
Blood platelets, Immune thrombocytopenia”. Foram incluidos trabalhos
originais, ensaios clinicos randomizados, estudos observacionais, meta-
analises e artigos de revisdo. O estudo apresenta carater qualitativo, visto
que o objetivo se concentra na exposicédo e reflexdo de conceitos e ideais,
bem como a analise e correlagao entre os assuntos estudados.
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3. DESENVOLVIMENTO

3.1 Purpura Trombocitopénica Trombética.

A PTT se refere a um disturbio vaso oclusivo que, de acordo com
sua etiopatogénese pode ser classificada em: (1) congénita ou adquirida,
quando mutagdes no gene ADAMTS13 (LEVY; NICHOLS; LIAN; FOROUD
et al., 2001) resultam na deficiéncia enzimatica e na disfungédo endotelial
(DRUMOND, 2018); ou como (2) disturbio autoimune devido a produgéo
de anticorpos IgG autoreativos antimetaloproteinase (FURLAN; ROBLES;
GALBUSERA; REMUZZI et al., 1998; FURLAN; ROBLES; SOLENTHALER;
WASSMER et al., 1997; TSAI; LIAN, 1998).

De baixa incidéncia global, estima-se que a forma congénita acometa
mais de 100 pessoas por ano (SCULLY; HUNT; BENJAMIN; LIESNER et al.,
2012). Caracterizada por possuir um fenétipo variado, pode manifestar-se em
qualquer idade. Contudo, casos mais graves da doencga apresentam maior
incidéncia na infancia (SCULLY; HUNT; BENJAMIN; LIESNER et al., 2012).
Pacientes neonatos podem desenvolver a patologia logo apds o nascimento,
evidenciando hiperbilirrubinemia e trombocitopenia, acompanhado ou ndo de
isquemia (UPSHAW, 1978).

A etiologia da PTT adquirida ainda permanece pouco elucidada na
literatura, sendo fatores como: gravidez (COPPO; BENGOUFA; VEYRADIER;
WOLF et al., 2004), uso de substancias psicoativas, infecgbes (MORGAND;
BUFFET, BUSSON; LOISEAU et al., 2014) e outros disturbios autoimunes
(COPPO; BENGOUFA; VEYRADIER; WOLF etal., 2004) os principais gatilhos
para o desenvolvimento da doenga. Recentemente, diversas manifestagbes
de coagulopatias vem sendo associadas a pandemia COVID19, sobretudo
a relagdo com casos de PTT (TEHRANI; DARNAHAL; VAEZI; HAGHIGHI,
2021) preocupa estudiosos.

A PTT comumente apresenta-se com um inicio agudo e evolugéo
preocupante (VEYRADIER; MEYER, 2005). Entre os principais sintomas
e manifestagdes clinicas, destacam-se: febre, trombocitopenia, anemia
hemolitica microangiopatica, insuficiéncia renal e disturbios neuroldgicos
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(frequentemente transitérios, os quais variam de cefaleia até crises focais,
convulsbées e coma) (ALLFORD; HUNT; ROSE; MACHIN, 2003; SCULLY;
HUNT; BENJAMIN; LIESNER et al., 2012). No entanto, esses sinais e sintomas
observados de forma conjunta sdo expressos em apenas 40% dos casos
(BANDARENKO; BRECHER, 1998). Em outros casos, também €& possivel
notar o envolvimento do trato gastrointestinal, incluindo manifestagbes
clinicas como dor abdominal, nauseas, vomitos e diarreia.
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3.2 Fisiopatologia: da deficiéncia funcional enziméatica a crise
vasoclusiva.

Em resposta ao rompimento do endotélio vascular, as plaquetas
séo responsaveis pela formagdo de coagulo, impedindo o extravasamento
do sangue para o leito extravascular. Diversas proteinas e enzimas estao
envolvidas na manutencéo desse processo fisioldgico, sobretudo o fator de
von Willebrand (fvW). Apés ser secretado pelas células endoteliais (WAGNER,;
OLMSTED; MARDER, 1982), o fvW atua na agregacéo das plaquetas e,
consequentemente, na formagdo do trombo plaquetario (DONG; MOAKE;
NOLASCO; BERNARDO et al., 2002). Durante seu processo de biossintese,
multimeros dessa glicoproteina formam-se no complexo de Golgi e sao
armazenados no interior das células endoteliais e plaquetas.

Em condi¢cdes de homeostase, os multimeros do fvW secretados
séo logo clivados e removidos pela agéo da enzima ADAMTS13 (RUGGER!I;
MANNUCCI; LOMBARDI; FEDERICI et al., 1982). A clivagem dos multimeros
relaciona-se as forgas de cisalhamento uma vez que a alta tensdo de
cisalhamento acelera o desdobramento e a clivagem enzimatica dos
dominios A2 pela ADAMTS13 (ZHANG; HALVORSEN; ZHANG; WONG et
al., 2009). A clivagem proteolitica dos multimeros limita o crescimento do
trombo e evita, consequentemente, a trombose microvascular e isquemia do
tecido subjacente, caracteristicas clinicas da PTT. Na auséncia quantitativa
ou qualitativa da ADAMTS13, o ciclo biolégico do fvW se difere uma vez
que, mesmo com as forgas de cisalhamento, grandes multimeros circulantes
tornam-se persistentes e aderem-se as plaquetas nao ativadas resultando na
formacgao de trombos com pouca fibrina os quais ocluem arteriolas e capilares
(SADLER, 2017).

3.3 Purpura Trombocitopénica Trombéticaimunomediada: caracteristica
dos anticorpos anti-ADAMTS13

Aforma imunomediada da TTP (PTTi) caracteriza-se, sobretudo, pela
presenga de anticorpos autoreativos contra a enzima ADAMTS13. Prevalentes
da classe IgG (FERRARI; SCHEIFLINGER; RIEGER; MUDDE et al., 2007),
subclasse IgG4 (FERRARI; MUDDE; RIEGER; VEYRADIER et al., 2009), os
autoanticorpos anti-ADAMTS13 contribuem para a imunopatogénese da PTTi
através de dois mecanismos efetores distintos: (1) com agéo neutralizante,
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bloqueiam a atividade proteolitica da ADAMTS13 ou, (2) induzem a formacgao
de imunocomplexos os quais aumentam a depuragcdo da protease da
circulagéo (THOMAS; DE GROOT; SCULLY; CRAWLEY, 2015).

Considerando o uso crescente dos imunomoduladores (PEYVANDI;
SCULLY; KREMER HOVINGA; KNOBL et al., 2017; WESTWOOD; THOMAS;
ALWAN; MCDONALD et al., 2017) e, recentemente, de recombinantes
(SCULLY; KNOBL; KENTOUCHE; RICE et al., 2017), torna-se fundamental
a compreensao dos mecanismos moleculares envolvidos para correlacionar
com as manifestac¢des clinicas e definir a melhor conduta terapéutica.

E de amplo conhecimento que os linfocitos B tradicionalmente
conduzem a resposta humoral pela produgéo de anticorpos e que, para que
ocorra a troca de isotipo da cadeia pesada (classe) bem como a maturagao de
afinidade, é essencial a cooperagao com os linfécitos TCD4* (ABBAS, 2018).
Dessa forma, para a ativagdo da resposta celular, unidades de agucares
expressos na ADAMTS13 séo reconhecidos pelos receptores de manose
(CD206) expressos em células dendriticas (DCs) promovendo, dessa forma, a
endocitose da protease e, consequentemente, a apresentagao dos peptideos
via MHC de classe Il (SORVILLO; POS; VAN DEN BERG; FIJNHEER et
al., 2012). Estudos identificaram o envolvimento dos genes HLADRB1*11 e
HLADRB1 *03 no desenvolvimento da PTTi uma vez que peptideos derivados
do dominio CUB2 da protease ADAMTS13 foram preferencialmente
apresentados por moléculas de MHC de classe Il codificadas por esses
alelos (SORVILLO; VAN HAREN; KAIJEN; TEN BRINKE et al., 2013;
VERBIJ; TURKSMA; DE HEIJ; KAIJEN et al., 2016). Todavia, a compreensao
do reconhecimento dos epitopos antigénicos da ADAMTS13 por moléculas
MHC classe Il especificas e o envolvimento da ativacao de linfécitos TCD4*
autoreativos ainda se mantém obscuro na literatura.
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3.4 Diagnostico Laboratorial

Os sinais clinicos da PTT nao sao especificos podendo apresentar-
se em outros disturbios trombdticos. Devido as altas taxas de mortalidade
dos casos agudos (DEFORD; REESE; SCHWARTZ; PERDUE et al., 2013),
a PTT caracteriza-se como uma emergéncia meédica sendo necessario seu
rapido diagndstico presuntivo.

3.4.1 Hemograma

Casos agudos da PTT apresentam-se uniformemente com
plaquetopenia (niveis inferiores a 20.000/mm?®) e anemia hemolitica
microangiopdtica (VEYRADIER; MEYER, 2005). Os trombos plaquetarios
produzidos na PTT podem, alternativamente, obstruir parcialmente os
vasos sanguineos e elevar, consequentemente, as forcas de cisalhamento
(SUKUMAR; LAMMLE; CATALAND, 2021). A vasoclusdo parcial e as
forcas de cisalhamento, resultam na producdo de eritrocitos fragmentados
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e, consequentemente, no quadro clinico da anemia hemolitica (GEORGE;
NESTER, 2014; SUKUMAR; LAMMLE; CATALAND, 2021). Trabalhos
recentes sugerem a participagao ativa dos grandes multimeros do fvW sobre
a producao desses esquizocitos (HERBIG; DIAMOND, 2015; ZHENG; CHEN;
LOPEZ, 2015). O sequestro das plaquetas durante a formacdo dos trombos
resulta no quadro de plaquetopenia e a hemdlise intravascular evidenciada
pela geracao dos esquizdcitos refletem na queda da hemoglobina (TONACO;
RIOS; VIEIRA; CARVALHO et al., 2010). A plaquetopenia aliada a redugao
do numero absoluto de eritrocitos sobrecarrega a medula éssea na qual, em
resposta a esses estimulos, ocasiona um aumento dos megacariocitos, de
precursores eritréides e contagem de reticulécitos (TONACO, et al., 2010).
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3.4.2 Aspectos bioquimicos e da hemostasia

A hemolise intravascular reflete na alteragdo de outros parametros
bioquimicos tais como a elevagéo da bilirrubina total, sobretudo da forma
ndo conjugada, e o aumento sérico do lactato desidrogenase (VEYRADIER,;
MEYER, 2005). Par&dmetros adicionais para avaliacdo da coagulagéo tais
como tempo de protrombina, tempo de tromboplastina parcial ativada,
fibrinogénio e degradacao da fibrina encontram-se dentro da normalidade na
PTT (VEYRADIER; MEYER, 2005).

3.4.3 Ensaios para avaliagdo da fungao proteolitica

Descritos inicialmente em 1998 (FURLAN; ROBLES; GALBUSERA;
REMUZZI et al., 1998; TSAI; LIAN, 1998), os ensaios que avaliam atividade
plasmatica da ADAMTS13 destacam-se como ferramenta diagnostica
complementar para o diagnostico da PTT uma vez que grande parte dos
pacientes diagnosticados em fase aguda exibem deficiéncia funcional grave
da ADAMTS13 (GEORGE; NESTER, 2014). Os ensaios para avaliagao da
atividade proteolitica da ADAMTS13 baseiam-se sobretudo na degradacao
do fvW e na detecgéao dos produtos da clivagem. Os produtos gerados podem,
alternativamente, ser detectados por ensaios de transferéncia de energia
de ressonancia por fluorescéncia (FRET) (KOKAME; NOBE; KOKUBO;
OKAYAMA et al., 2005), ensaios de imunoadsor¢ao enzimatica (ELISA)
(KATO; MATSUMOTO; MATSUYAMA; ISONISHI et al., 2006), espectrometria
de massa (SELDI-TOF) (JIN; CATALAND; BISSELL; WU, 2006), eletroforese
(FURLAN; ROBLES; GALBUSERA; REMUZZI et al., 1998; TSAI; LIAN, 1998),
ensaios de ligagdo ao colageno (GERRITSEN; TURECEK; SCHWARZ;
LAMMLE et al., 1999), ou ainda pela agregagéo plaquetaria induzida pela
ristocetina (RIPA).

Apesar dos inumeros esforgos a fim de melhorar a sensibilidade
dos métodos e reduzir o tempo de execucao (VEYRADIER; GIRMA, 2004),
a avaliagao funcional da ADAMTS13 ainda encontra-se distante na rotina
laboratorial. O incébmodo gerado ao paciente, baixa sensibilidade alcangada
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(limite admitido, em sua maioria, de 5%) (VEYRADIER; GIRMA, 2004) e
tempo de execucdo destacam-se como fatores limitantes de sua utilizagéo
(VEYRADIER; MEYER, 2005).
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3.5 Citometria de Fluxo

Devido a gravidade do curso da doenga, o diagndstico precoce e
agilidade terapéutica sdo determinantes para o desfecho clinico da PTT.
Dessa forma, o avanco tecnologico de ferramentas empregadas para
encontrar o diagndstico sdo de grande interesse. Entre os métodos de grande
perspectiva diagndstica, destaca-se a identificagcdo de autoanticorpos através
da técnica de citometria de fluxo.

Baseada no principio de Coulter (COULTER W. H. U.S. PATENT
2, 1953; ROBINSON, 2013), a citometria de fluxo permite a mensuragao
e classificagdo de particulas suspensas em uma solugdo a medida que,
guiadas através do fluxo laminar, sdo expostas a lasers unicos (ou multiplos,
dependendo do equipamento) (MCKINNON, 2018). Esse sistema de
deteccgdo é composto, basicamente, por uma fonte de luz a qual é direcionada
a particula que esta em fluxo hidrodinamico (BUSCHER, 2019) e, apos a
insercao, a dispersdo da luz visivel e a excitagdo de fluorocromos permite
a geracgao de feixes com diferentes comprimentos de onda e a detecgado de
multiplos parametros.

A dispersao da luz visivel é detectada em duas dire¢des distinta
sendo, a dispersao dianteira (ou forward scatter, FSC) e a disperséo lateral
(ou side scatter, SSC) responsaveis por determinar o tamanho e o grau de
complexidade (ou granulosidade) da particula (MCKINNON, 2018). Além de
mensurar o diametro, a area de superficie e volume da particula, a citometria
de fluxo € empregada para a mensuragao da fluorescéncia na qual a célula
ou estruturas celulares podem ser: transfectadas com proteinas fluorescentes
(como por exemplo, a proteina verde fluorescente, GFP), coradas com
corantes fluorescentes (por exemplo, iodeto de propidio), e rotuladas com
anticorpos conjugados a fluorocromos (por exemplo, anticorpo anti-CD3
conjugado ao isotiocianato de fluoresceina, FITC).

3.5.1 Diagnéstico por Citometria de Fluxo

A determinacdo da presenca de autoanticorpos associados a
plaquetas é fundamental para a determinagdo da PTT (TSAI; LIAN, 1998),
diferenciando-a de outros distpurvios hematoldgicos (CONNOR; MA;
JOSEPH, 2013), e para a definicdo da conduta terapéutica. A presencga de
autoanticorpos podem ser facilmente detectado através de radioimunoensaios
e ensaios imunoenzimaticos (ELISA) (DIXON; ROSSE; EBBERT, 1975;
FERRARI; SCHEIFLINGER; RIEGER; MUDDE et al., 2007; KELTON;
POWERS; CARTER, 1982; RIEGER; MANNUCCI; KREMER HOVINGA;
HERZOG et al., 2005) entretanto, dado a elevada sensibilidade, diversos
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estudos conduzem a citometria de fluxo como ferramenta complementar ao
diagnostico (AULT, 1988; HEIM; PETERSEN, 1988; ROSENFELD; NICHOLS;
BODENSTEINER, 1987; TAZZARI; RICCI; VIANELLI; TASSI et al., 1995).

A elevagdo da concentracdo de anticorpos antiplaquetarios em
soros trombocitopénicos foi inicialmente descrito em 1971 por Dixson et
al. através do ensaio de inibicao da lise do complemento (DIXON; ROSSE;
EBBERT, 1975). Em 2005, a citometria de fluxo foi empregada na detecgao
de autoanticorpos através da interagdo com microesferas revestidas com
receptores plaquetarios especificos (TOMER; KOZIOL; MCMILLAN, 2005).
Essa metodologia tem demonstrado maior sensibilidade na detecgéo de
imunoglobulinas G associadas a plaquetas (IgG-PA) quando comparado a
outras metodologias, tais como os ensaios plaquetarios por aderéncia de
células vermelhas em fase solida (LIN; LYOU; CHEN; CHEN et al., 2006) e
ensaios de imobilizagdo de antigenos plaquetarios (AREF; SELIM; IBRAHIM;
ABD-ELGHAFFAR et al., 2009).

Entretanto, apesar de mostra-se util no diagndstico, a restricao a
identificacao de IgG-PA em pacientes trombocitopénicos idiopaticos torna a
especificidade questionavel (ROMERO-GUZMAN; LOPEZ-KARPOVITCH;
PAREDES; BARRALES-BENITEZ et al., 2000). A fim de estreitar a distancia
entre a citometria de fluxo e a aplicagao diagnoéstica, alguns estudos buscaram
aumentar a especificidade da detecgdo de IgG-PA através da utilizagéo de
pontos de corte para positividade (HUH; PARK; KIM; HAN et al., 2009).

A literatura descreve e compara trés métodos diferentes para
a pesquisa de autoanticorpos em soros trombocitopénicos utilizando a
citometria de fluxo. Entre os métodos, o ensaio de fase 1 possibilita averiguar
alteragdes funcionais plaquetarias. No entanto, a baixa sensibilidade e
especificidade torna sua aplicagdo inapropriada ao diagndstico (TOMER,
2006). Por outro lado, o ensaio de fase 2 é capaz de detectar imunoglobulinas
G associadas a superficie ou ao interior das plaquetas lisadas, essa alteragao
metodoldgica possui alta sensibilidade (80-90%), porém ainda apresenta
duvidosa especificidade (TOMER, 2006). Por fim, os ensaios de fase 3
visam superar esse obstaculo através de diferentes abordagens, entre elas,
destaca-se a utilizagdo de microesferas acopladas a anticorpos capazes
de interagir com o complexo autoanticorpo-plaqueta (FCIA, do inglés flow
cytometric immunobead assay) (ZHAI; DING; YANG; ZUO et al., 2017).
A elevada sensibilidade e especificidade, concomitante com a deteccao
reduzida da concentragdo sérica de autoanticorpos antiplaquetarios em
pacientes trombocitopénicos apds tratamento com corticosteroides, confirma
a utilizacdo metodoldgica ndo apenas para o diagndstico laboratorial, mas
também para o monitoramento terapéutico (ZHAI; DING; YANG; ZUO et al.,
2017).

Na PTTi, a robusta ativacdo de subpopulagdes de linfécitos T CD4*

contribuem para a producado de citocinas inflamatérias e para a ativagao e
diferenciagdo de células B autoreativas secretoras de anticorpos. Entre as
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células TCD4*, os linfocitos Th1 destacam-se pela expressdo do fator de
transcricdo T-bet e pela produgédo de IFN-y, TNF-a e interleucina(lL)-2. Por
outrolado, as células Th2 caracterizam-se pela ativagao do fator de transcricao
GATA-3 e pela producgéo de citocinas supressoras da resposta imune celular
tais como a IL-4, IL-5, IL-10, o fator de transformacao de crescimento-beta
(TGF-B). Envolvidos na patogénese de doengas autoimunes, os linfocitos
CD4* produtores de Th17, denominados de Th17, foram identificados como
sendo uma subpopulagdo com origem distinta dos linfécitos Th1 e Th2
caracterizados, sobretudo, pela ativagédo do fator de transcrigdo denominado
de RORyt e pela produgédode IL-17 e IL-22 (STEINMAN, 2007). O desequilibrio
na frequéncia dessas subpopulagdes e, consequentemente, o perfil sérico
de citocinas esta envolvido da patogénese da PPT (WU; LIU; PANG; SUN
et al., 2019). Dessa forma, além da identificagdo de anticorpos autoreativos
na PPTi, a citometria de fluxo tem se mostrado como uma ferramenta util
para explorar o desbalanco nas frequéncias populacionais de linfocitos
TCD4* (GOUBRAN; HART; OTHMAN; SEGHATCHIAN, 2018) e auxiliar no
diagndstico e progndstico uma vez que a elevacao periférica de linfocitos
TCD4* (RONG; YAN-XIANG Z FAU - SHAN-SHAN; SHAN-SHAN X FAU -
JU-MEI; JU-MEI) e a redugéo da frequéncia de células NK (ZHAO; YANG;
YANG; ZHUANG et al., 2015) tem se relacionado a casos irresponsivos a
corticoterapia.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

O diagnéstico da PTT é sobretudo baseado na exclusdo de outras
etiologias responsaveis pela trombocitopenia associado a anamnese,
exame fisico e hemograma. Apesar da citometria de fluxo ndo se destacar
como primeira escolha diagndstica, a alta sensibilidade e o refinamento no
desempenho do reconhecimento especifico dos casos positivos torna uma
conveniente e individualizada abordagem diagndstica.
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FLOW CYTOMETRY AS A DIAGNOSTIC TOOL FOR THROMBOTIC
THROMBOCYTOPENIC PURPURA: A MINI-REVIEW

ABSTRACT - Thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP) is a hematological disorder
of low worldwide prevalence that can be classified, according to its etiopathogenesis, as
congenital in case of genetic mutation, or acquired related to an autoimmune disorder
with uncontrolled antibody production. It is characterized by intense thrombocytopenia
due to the body’s deficiency in synthesizing the enzyme ADAMTS13, resulting in an
accumulation of multimeric glycoproteins of von Willebrand factor (fvW). FvW assists
in the maintenance of homeostasis, playing a fundamental role in the molecular
transport of soluble proteins and induction of platelet aggregation. The increase in
fvW glycoproteins is due to the functional deficiency of the ENZYME ADAMTS13
which results in intravascular platelet aggregation and, consequently, in occlusive
vessel seizures. Given the severe course of TTP, and often being associated with
other hematological disorders, early diagnosis is essential to better define prognosis
and appropriate therapy. Among laboratory diagnostic methods, the flow cytometry
technique has shown better efficacy due to its sensitivity and specificity. In this context,
this study aimed to investigate the presence of clinical trials that use flow cytometry as
the preferred method for the diagnosis of TTP to perform a reflection of the impact on
the clinical outcome of the disease.

KEYWORDS: Thrombotic Thrombocytopenic Purpura; Von Willebrand Factor;
ADAMTS13; Flow Cytometry; Antiplatelet antibodies.
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RESUMO - As neoplasias malignas
sdo consideradas a principal causa
de mortalidade no mundo. A detec-
¢ao precoce da doenga é decisiva
para a eficacia do tratamento, contu-
do as estratégias atuais de diagnds-
tico sdo limitadas. Nesse sentido, a
descoberta de biomarcadores tumo-
rais € uma alternativa promissora,
especialmente quando associada a
tecnologias inovadoras passiveis de
miniaturizagdo. A técnica de Phage
Display permite selecionar peptideos
ligantes aos mais diversos alvos,
superando a heterogeneidade dos
tumores e abrindo caminhos para a
evolugao das praticas clinicas. Os
peptideos selecionados, além de
apresentarem alta afinidade, pureza
e baixo custo, podem ser utilizados
em biossensores, em uma interface
biotecnolégica de reconhecimento.
Os biossensores, por sua vez, sao
uma plataforma rapida, acessivel,
confiavel, sensivel e de facil manu-
seio. Neste capitulo, sdo abordados
0s principais aspectos relacionados a
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tumores e os atuais desafios no diagnéstico da doenga, bem como a utiliza-
¢ao da técnica de Phage Display na descoberta de novos biomarcadores. Por
fim, sdo apresentados os beneficios dos biossensores e sua versatilidade,
em que ciéncia basica e aplicada convergem para a solugéo de problemas
de saude publica.

PALAVRAS-CHAVE: Cancer; Biossensores; Peptideos; Phage Display.
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1. CANCER: ASPECTOS GERAIS E DADOS EPIDEMIOLOGICOS

O corpo humano desempenha suas fungdes bioldégicas de modo
preciso e altamente regulado. Os tecidos controlam minuciosamente a
producao e a liberagdo de sinais de crescimento, bem como o inicio ou a
progressao do ciclo de divisdo celular (GAO; LIU, 2019). Dessa forma, sé&o
asseguradas a homeostase do numero de células e a conservagao do tecido
normal (ERNST; BALLWEG; LEVENTAL, 2018). Contudo, o cancer pode
surgir a partir de lesées genéticas que desencadeiam a perda desse equilibrio
molecular, conduzindo a transformagéo celular (TYSNES; BJERKVIG, 2007).

A palavra cancer é utilizada para representar um conjunto de doengas
complexas que tém como principais caracteristicas o crescimento anormal e
a replicagdo desordenada de um conjunto de células (ROY; SAIKIA, 2016).
Portanto, estas ndo obedecem ao controle do ciclo celular e ndo sinalizam
para apoptose (HASSANPOUR; DEHGHANI, 2017). Além disso, para suprir
suas necessidades nutricionais e a demanda por oxigénio, liberam proteinas
que estimulam a angiogénese, o que favorece o desenvolvimento da massa
tumoral (LUGANO; RAMACHANDRAN; DIMBERG, 2019). As células
cancerigenas sao capazes de invadir tecidos proximos e de se desprenderem
de sua massa inicial, deslocando-se através da corrente sanguinea ou
sistema linfatico para outras regidées do corpo, até se fixarem em um novo
local, caracterizando, assim, as metastases (DAS et al., 2020).

Em 2000 Hanahan e Weinberg propuseram uma estrutura légica para
a compreensao do desenvolvimento neoplasico, apontando seis capacidades
biolégicas (Hallmarks) que essas células adquirem como auto-suficiéncia
em sinais de crescimento, insensibilidade a inibicdo, evasdo a morte
celular programada, angiogénese sustentada, invasao tecidual e potencial
replicativo ilimitado (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Em 2011, ainda pelos
mesmos pesquisadores, foram apontadas como caracteristicas adicionais, a
reprogramacao do metabolismo energético e a evasao da resposta imune, o
que favorece o processo inflamatério, a ocorréncia de novas mutacdes e o
agravamento a instabilidade gendmica (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Fatores intrinsecos e extrinsecos estao associados ao surgimento
e ao desenvolvimento dos canceres. Aproximadamente 95% das causas
sao decorrentes de mutagdes, translocagdes cromossémicas, amplificagdes
de genes e mudancgas epigenéticas provenientes da exposigdo a diversas
condi¢cdes ambientais. Dentre estas, destacam-se as radiagdes ionizantes
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€ nado ionizantes, os produtos quimicos, os agentes infecciosos e os habitos
e comportamentos danosos, como tabagismo, alcoolismo, obesidade e
alimentagéo nao-balanceada (LEWANDOWSKA et al., 2019). Ainda, podem
ser provocados por razao hereditaria, relativo ao histérico familiar, pela etnia
e pela predisposicao genética (WU, et al. 2018).

As neoplasias malignas sao consideradas a principal causa de
mortalidade no mundo (SUNG et al., 2021). Em 2020, segundo a Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC, 2020), ocorreram cerca de
19,3 milhées de novos casos, com aproximadamente 10 milhdes de o6bitos
causados pela doenca. O Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes
da Silva (INCA, 2020) estima que, para o triénio 2020- 2022, séo esperados
cerca de 625 mil novos casos de cancer no Brasil.

O impacto socioecondmico causado por essas doencgas é alarmante,
com custo anual total de aproximadamente 1,16 trilhdo de ddlares (WHO,
2018). Devido a sua alta incidéncia e morbidade, o cancer é considerado
um grave problema de saude publica em escala global. Diante de sua
relevancia epidemioldgica e sua complexidade clinica e bioldgica, estudos
buscam a compreensao de seu comportamento e dos eventos moleculares
concernentes em sua iniciagdo e progressao, para, consequentemente,
aperfeigoar o prognostico e a melhorar a sobrevida dos pacientes.
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2. BIOSSENSORES E O CANCER

Adeteccao do cancer em estagios iniciais € essencial paraa cura. Para
isso, o diagndstico precoce de pessoas com sinais ou sintomas da doenga,
o rastreamento de pessoas assintomaticas, aparentemente saudaveis, e o
encaminhamento para investigagao e tratamento, caso apresentem lesbes
indicativas de cancer, sdo estratégias fundamentais. O rastreamento deve
ser realizado com o uso de um teste seguro, econdmico, sensivel, especifico,
de facil aceitagéo pela populagéo e relacao custo-eficacia comprovada(WHO,
2007).

Muitos dos métodos de diagnoéstico atuais séo invasivos dispendiosos
e penosos. Sdo métodos que requerem pessoal treinado, adi¢cdo de reagentes
e etapas extensas de preparagdo da amostra, aumentando o tempo para
a liberagao dos resultados com valor agregado e, por vezes, inviavel a
populacao em geral (XIAO et al., 2018; SHEN et al., 2020). Portanto, as
técnicas bioanaliticas alternativas utilizam um elemento de bioreconhecimento
seletivo e, em combinagdo com um sistema analitico, se mostram inovadoras
e economicamente viaveis para a deteccao de diferentes doengas, incluindo
o cancer. Nesse sentido, os biossensores sédo fortes candidatos para o
desenvolvimento de uma plataforma inovadora revolucionando a pratica
clinica, uma vez que possuem propriedades superiores como a facilidade
de uso, alta sensibilidade, baixo limite de deteccéo, baixo custo e excelente
especificidade. Adicionalmente, sdo passiveis de miniaturizagdo e necessitam
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de minima quantidade de energia para funcionamento (WANG, 2002).

Um biossensor, ou sensor biolégico, como representado na Figura
1, € um dispositivo analitico que contém um material biolégico sensivel
(bioreceptor) imobilizado a um transdutor, para produzir um sinal quantitativo
e proporcional a concentragdo do analito em questdo (HEALY et al., 2007).
Dependendo do tipo de transdutor ou de acordo com a natureza da resposta
biolégica, os biossensores podem ser eletroquimicos, piezoelétricos e 6pticos
(HASAN et al., 2021).
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Figura 1: Representacao esquematica dos componentes de um biossensor
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Legenda - A) Analise de amostras de fluidos bioldgicos, apds a imobilizagéo do
bioreceptor. B) Bioreceptores utilizados. C) Transdutores eletroquimicos capazes de
gerar respostas analiticas

Os biossensores eletroquimicos tém sido amplamente explorados na
detecgéo do cancer (FELIX; ANGNES, 2018; GIANG et al., 2021; NUR et al.,
2021; SHAFIEl etal.,2021; TABISH et al., 2021). Em geral utilizam transdutores
a base de materiais condutores e semicondutores como ouro, carbono e
platina (SONG et al., 2018; BUK; PEMBLE, 2019; JIMENEZ-FIERREZ et al.,
2020). O transdutor € um componente essencial do biossensor eletroquimico,
pois converte uma resposta bioquimica proveniente da interagao ou ligagao
entre as biomoléculas-alvo e as biomoléculas de reconhecimento, em uma
resposta quantificavel por técnicas eletroquimicas (CHERAGHI et al., 2022).
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Estas podem ser divididas em potenciometria, condutometria, voltametria e
amperometria. Envolvem o uso de trés tipos de eletrodos em uma solugao
eletrolitica incluindo os de trabalho, de referéncia e eletrodos auxiliares ou
contra eletrodos (HERNANDEZ-VARGAS et al.,, 2018; NUR et al., 2021).
Os eletrodos de trabalho atuam como transdutores, traduzindo os sinais da
reagao bioquimica do bioreceptor com o analito. Eletrodos de referéncia tém
a fungao de fornecer um potencial estavel. Em contraste, eletrodos auxiliares
descrevem o fluxo da solugao eletrolitica (NUR et al., 2021).

A imobilizagao do material biolégico sobre a superficie do transdutor
€ uma etapa crucial no desenvolvimento de um biossensor (WANG,
2002). Diversos nanomateriais fornecem superficies biocompativeis para
imobilizagdo de elementos bioldgicos, ajudando a reter as biomoléculas com
alta estabilidade (FELIX; ANGNES, 2018). Tém sido utilizados nanoparticulas
de ouro (SHAFIEI et al., 2021), nanomateriais de carbono (SHEKARI et al.,
2021), nanoparticulas magnéticas (WANG et al., 2021) e quantum dots
(TABISH et al., 2021). Além disso, a modificacdo do eletrodo com materiais
que promovem o aumento da area de superficie pode elevar sua sensibilidade
e fazer com que atinjam menores limites de deteccdo (FELIX; ANGNES,
2018).

Os biossensores eletroquimicos permitiram avangos na detecgao
de diferentes doencas em varias matrizes, utilizando detecgao direta
(amostras livres de preparacdo) (ANTIPCHIK et al., 2021) detecc¢ao rapida
em plataformas de baixo custo (FONSECAALVES, DA et al., 2019), deteccao
multiplexada (FU et al., 2020) e deteccao via wireless (GIANG et al., 2021).
Como resultado, os biossensores sao plataformas interessantes a pratica
clinica.
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3. BIOSSENSORES BASEADOS EM PEPTIDEOS COMO FASE DE
BIORECONHECIMENTO

Os processos de detecgcdo de biomarcadores estdo focados
principalmente no rastreamento de proteinas presente na superficie da
membrana das células tumorais e/ou acidos nucleicos associados a patologia
(HASAN et al., 2021). Para detectar biomarcadores, os biossensores utilizam
varios elementos de reconhecimento biolégico, como anticorpos, enzimas,
acidos nucleicos (DNA, RNA), células, ou outras biomoléculas especificas
gue sao imobilizadas na superficie transdutora (YANG et al., 2019). Apesar
da alta especificidade dessas biomoléculas, a estabilidade, principalmente,
limita o uso desses elementos de bioreconhecimento, uma vez que sao
extremamente sensiveis a alteragdes de pH e temperatura, o que pode afetar
o seu desempenho e sua capacidade de reconhecimento (SONG et al., 2020).
Os peptideos entdo surgem para superar essas dificuldades.

Peptideos sdo formados por curtos polimeros, naturais ou sintéticos de
aminoacidos unidos por liga¢des peptidicas, sendo mais curtos que proteinas
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(KATSOYANNIS, 1961). Os peptideos sao versateis e podem se apresentar
como estruturas primarias ou secundarias, o0 que garante uma notavel
capacidade e flexibilidade de reconhecimento, uma vez que se adaptam
estericamente a moléculas alvo e formam diferentes tipos de interacdes e/ou
ligagdes nao covalentes. Como apresentam o mesmo bloco de construgédo
das proteinas, podem substitui-las em analises biolégicas. Além disso,
sao facilmente sintetizados, com expressiva seletividade, especificidade, e
estabilidade em condigbes extremas de pH e temperatura. Assim, peptideos
sintéticos como elementos de bioreconhecimento sdo bastante interessantes
para a construcao de biossensores (VANOVA et al., 2021).

Os biossensores baseados em peptideos exibem propriedades
excelentes e oferecem a oportunidade de fabricagado da plataforma em grande
escala. Sao estaveis por periodos prolongados e as perspectivas para o campo
do biossensoriamento sdo animadoras devido a sua biocompatibilidade,
alta condutividade e abundéancia de material eletroquimico de baixo custo
(KARIMZADEH et al., 2018). Nesse sentido, novos métodos de diagndstico
baseados em biossensores utilizando peptideos ligantes selecionados por
Phage Display podem ser um caminho promissor na detecg¢do de diversos
tumores, facilitando o diagndstico precoce e aumentando as chances de
sucesso no tratamento e cura dos pacientes oncologicos. Uma representacao
esquematica das etapas de pesquisa para desenvolvimento dessa
metodologia é apresentada na Figura 2.
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Figura 2: Representacao esquematica das etapas para construgdo de um
biossensor eletroquimico baseado em peptideos selecionado por Phage
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A tecnologia de Phage Display, idealizada por Smith (1985), € um
método empregado para identificar, isolar e caracterizar proteinas e peptideos
com alta afinidade e especificidade a um alvo de interesse (TAN et al., 2016).
A técnica é baseada em bacteriéfagos recombinantes contendo sequéncias
de DNA codificantes em seu genoma, de forma que sejam capazes de
expressar e expor peptideos/proteinas aleatérios fusionados as proteinas
endogenas da superficie de seu capsideo viral (SMITH, 1985). Estes vetores
para clonagem sao particulas virais ndo envelopadas e filamentosas que
infectam procariotos (RUSSEL; LOWMAN; CLACKSON, 2004).

Para selecionar os ligantes de interesse, as bibliotecas de peptideos
passam por um processo denominado biopanning, ou biossele¢do (Figura
3A), o qual consiste em etapas de ligagdo ao alvo, lavagem dos fagos nao
ligados e inespecificos, eluigdo (competitiva ou acida), para recuperagao
dos virus de interesse, e amplificacao destes em bactérias (SAW; SONG,
2019). Ao final de cada ciclo, os clones de fagos recuperados sao titulados
e submetidos a uma nova rodada, para que haja o enriquecimento de suas
sequéncias especificas ao alvo. Apos cerca de trés a cinco rounds de selegao,
os clones individuais escolhidos sdo sequenciados para a identificagdo de
seus aminoacidos e sintese quimica para testes sem a interferéncia da
particula viral (MIMMI et al., 2019).

Os melhores vetores de apresentagdo de fagos sé&o aqueles cujas
fungbes basicas ndo sao alteradas pela insercao de um DNA exdgeno. Fagos
filamentosos M13 sdo comumente escolhidos, pois apresentam ciclo de
vida lisogénico e, consequentemente, ndo lisam a célula hospedeira apds a
infecgdo. Esses virus causam apenas uma queda na replicagdo bacteriana
e a liberagdo continua de novos fagos (BARBAS et al., 2001). Infectam
bactérias gram-negativas, como Escherichia coli, que possuem pillus F,
através do qual o material genético do virus € inserido (RAKONJAC et al.,
2017). Estruturalmente, o fago M13 é envolto por cinco proteinas (plll, pVI,
pVIl, pVIIl e pIX) com, aproximadamente, 2800 copias de pVIll e cinco copias
de plll, como representado na Figura 3B. Bibliotecas de peptideos fusionadas
a plll possuem baixa representatividade em relagéo a pVIll. Contudo, sao
mais indicadas para a descoberta de ligantes com alta afinidade (CABILLY,
1999).
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Figura 3: Fluxo de trabalho para a selegao de ligantes por Phage display

A o @IS
EXPDSICAD
% DA BIBLIOTECA

) | DE FAGOS AD ALVD

o
o
=
S
Q
3
O

{ )

! )

H '

f z

n\\'-“,N i a \ : :

R vv AMPLIFICACAD i 5

L‘\ y L A 005 FAGDS ! ONA VIRAL 38

4 e & & i : '

Sk A | [ =te |

. e { ]

s ]

INCUBACADCOM ’i Hﬂ\ T O '

0 ALVD IMOBILIZADD | : :

/ CICLOS DE | | '

R ) SELECAD : ! ;

N k \ '\ s peRTIDED JK

p AN L, \ T — ’
[T\ N L ¥ -

k4 - - Te;

REMOCAOD DOS FAGOS \ &=
INESPECIFICOS POR LAVAGEM ~ ¢

PRODUCAD DOS ALVOS EM CARACTERIZAGAD
MICROPLACA DE TITULACAD

ELUICAD 0O FAGO COM O
PEPTIDID ESPECIFICO E
REINFECGAD EM £. COL/

Legenda - A) Bibliotecas de fagos recombinantes podem ser construidas por
engenharia genética, ao inserir sequéncias aleatérias de material genético
codificante em regides especificas do genoma viral. A triagem é realizada por
ciclos de selecéo contra os alvos de interesse. Depois de capturados os fagos
expressando os peptideos ligantes, estes sdo amplificados em Escherichia coli.
Cada ciclo inclui os passos de interagéo/lavagem/amplificacdo, visando aumentar a
presséo de selecao em favor de clones especificos. Apds o biopanning, os clones
individuais s&o caracterizados por sequenciamento de DNA e suas sequencias
sintetizadas para validacéo e analises subsequentes. B) Esquema representativo da
biologia estrutural do bacteriéfago M13

Os avancgos recentes na aplicagdo de nanomateriais, como
amplificagdo de sinal no desenvolvimento de biossensores baseados em
peptideos tem sido fundamentais na aplicagcdo de novos biomarcadores.
As propriedades exclusivas dos nanomateriais permitiram a evolugao
dos métodos eletroanaliticos, os quais vém se tornando mais simples
e altamente sensiveis. Ha ainda a oportunidade de miniaturizagao.
Biossensores eletroquimicos implantaveis ou vestiveis para a deteccéo in
vivo de biomarcadores e a analise em tempo real sdo inovadores (MATHEW;
ROUT, 2021). Dado o impressionante progresso em sistemas eletroquimicos
baseados em nanoestruturas, ndo ha duvidas de que biossensores baseados
em peptideos terao um grande impacto no diagnéstico clinico de POC
(point-of-care) (BUENO et al., 2017). De fato, a detecgdo de biomarcadores
estd mudando para dispositivos baseados em chips e para analises
menos invasivas. Avangos na microeletrdonica, nanofluidica, polimeros
e microfabricagdo permitiram a criagdo do lab-on-chip como uma nova
ferramenta para o desenvolvimento de biossensores eletroquimicos que
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podem ser aplicados a estudos de alto nivel, como investigacdes do trafico
de células, direcionamento de tumor e diagndstico de canceres (Figura 4)
(HAJI MOHAMMADI et al., 2021).
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Figura 4: Representagédo esquematica do uso de biossensores na pratica
clinica como ferramenta auxiliar de diagndstico oncoldgico
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Por fim, ha uma alta demanda por biossensores eficientes para analise
rapida de alteragbes celulares, para detectar biomarcadores relacionados
e melhorar o prognéstico e as estratégias de tratamento dos cénceres.
Os biossensores eletroquimicos sdo o método de detec¢cdo mais relatado
para a detecgdo desses alvos. Portanto, mais estudos sdo necessarios na
fabricagcdo de transdutores eletroquimicos para aumentar a estabilidade e
reprodutibilidade dos dispositivos de detecgdo (HASAN et al., 2021). Com o
rastreamento em massa da doenga em tempo habil, pode-se avaliar seu risco
de ocorréncia em populagdes vulneraveis e ajudar na medicina personalizada,
com a previsao de terapia e progndstico. Assim, progressos tecnoldgicos com
relacdo a fabricagdo de dispositivos biossensores baseados em peptideos
para o diagndstico precoce do cancer tém potencial para fornecer opgdes de
tratamento faceis e economicamente viaveis para a sociedade (RANJAN et
al., 2020).
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PHAGE DISPLAY IN THE DEVELOPMENT OF BIOSENSORS APPLIED TO
ONCOLOGY

ABSTRACT - Malignant neoplasms are considered the main cause of mortality in the
world. Early detection of the disease is critical for effective treatment, however current
diagnostic strategies are limited. In this sense, the discovery of tumor biomarkers is a
promising alternative, especially when associated with innovative technologies that can
be miniaturized. The Phage Display technique allows selecting peptides that bind to
the most diverse targets, overcoming the heterogeneity of tumors, and opening paths
for the evolution of clinical practices. The selected peptides, in addition to presenting
high affinity, purity, and low cost, can be used in biosensors, in a biotechnological
recognition interface. Biosensors, in turn, are a fast, accessible, reliable, sensitive,
and easy-to-use platform. In this chapter, the main aspects related to tumors and the
current challenges in diagnosing the disease are addressed, as well as the use of
the Phage Display technique in the discovery of new biomarkers. Finally, the benefits
of biosensors and their versatility are presented, in which basic and applied science
converge to the solution of public health problems.

KEYWORDS: Cancer; Biosensors; Peptides; Phage Display.
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RESUMO - A endometriose é uma
doenca pélvicabenignaeinflamatoria,
em que ha tecido endometrial
extrauterino. O tratamento visa
reduzir a inflamacdo. O objetivo
deste estudo foi avaliar os escores
de dor pélvica crbénica, dismenorreia,
niveis séricos dos marcadores CA-
125 e CD 23 e densidade de fibras
nervosas em mulheres com dor
associada a endometriose antes
e ap6s 6 meses do uso do sistema
intrauterino com  levonorgestrel
(SIU-LNG) com 52 mg ou do
implante com etonogestrel (ENG).
Foi realizado um ensaio clinico,
aberto, randomizado, conduzido no
Departamento de Tocoginecologia
da UNICAMP, entre 2016 e 2017.
Foram incluidas 103 mulheres
com dor pélvica e endometriose.
Foram alocadas 52 mulheres para

RANDOMIZADO

o implante com ENG e 51 para o
SIU-LNG. As avaliagdes dos escores
de dor pélvica, dismenorreia e dos
biomarcadores foram realizadas ao
inicio e apdés 180 dias. Ambos os
tratamentos reduziram o0s escores
de dor pélvica cronica, dismenorreia,
as concentragcdes de CD 23 soluvel
e densidade de fibras nervosas (p
<0.001); entretanto, apenas o CA-
125 mostrou reducado significativa
entre as usuarias do implante com
ENG (p <0.05). Nenhuma correlagao
foi observada entre a redugdo dos
escores de dor e dismenorreia com
a redugcdo dos biomarcadores.
Ambos os contraceptivos reduziram
significativamente as concentragbes
do CD 23 soluvel e a densidade
de fibras nervosas; entretanto,
apenas as concentragbes do CA
125 reduziram entre as usuarias do
implante com ENG. A reducdo dos
biomarcadores nao foi correlacionada
a melhora dos escores de dor pélvica
e dismenorreia. Nenhuma diferenca
foi observada entre as usuarias do
implante com ENG e do SIU-LNG.

PALAVRAS-CHAVE: Endometriose;
Dor pélvica crbnica; Dismenorreia;
Sistema intrauterino liberador
de levonorgestrel; Implante de
etonogestrel; CA-125, CD-23 soluvel;
Densidade de fibras nervosas.
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1. INTRODUGCAO

A endometriose € uma doenga benigna, inflamatdria, estrogénio
dependente que afeta mulheres em idade reprodutiva (Dunselman et al., 2014;
Bedaiwy et al., 2017). E diagnosticada ao se encontrar tecido endometrial,
com padrao glandular ou estromal, fora da cavidade uterina induzindo uma
resposta inflamatdria crénica culminando em dor pélvica, infertilidade ou
mesmo auséncia de sintomatologia (Bedaiwy et al., 2017; Nap, 2012). Os
sinais e sintomas associados a endometriose indicativos de propedéutica
especializada para o diagndstico sao dismenorreia, dor pélvica crénica, dor
pélvica ndo ciclica, dispareunia de profundidade e infertilidade (Subramanian
e Agarwal, 2010); Vercellini et al., 2014; Brown et al., 2015).

A endometriose € uma patologia que foi descrita pela primeira vez
em 1860 pelo médico patologista Carl Von Rockitansky (Nezhat et al., 2012).
Em 1921 John Sampson propds a teoria mais aceita até a atualidade, em
que sugeriu que o fluxo retrogrado menstrual fosse o principal fator na sua
etiopatogenia (Nezhat et al., 2012; Vercellini et al., 2014). Ha outras teorias
que tentam explicar a etiologia da endometriose, embora elas ainda sejam
insuficientes para estabelecer relacdo causa e efeito. Dentre estas incluem
a modificacdo de células epiteliais na superficie peritoneal (por metaplasia
celébmica), metaplasia de remanescentes embriondrios dos ductos de
Mdller, anormalidades do sistema imunoldgico, a disseminagdo de células
endometriais através da circulagdo ou do sistema linfatico, susceptibilidade
genética (Burney e Giudice, 2012). Embora a teoria da menstruacao retrograda
se mostre a mais convincente na patogénese da endometriose, ela nao
consegue explicar as diferentes formas de apresentacdo da doenga, como
endometriose cerebral, pulmonar, em cicatriz cirdrgica e a rara ocorréncia
em homens (Subramanian e Agarwal, 2010). Nisolle e Donnez, propuseram
que a endometriose peritoneal, nédulos de adenomiose, endometriose de
septo retovaginal e endometriomas teriam patogéneses diferentes (Nisolle
e Donnez, 1997). Em estudos mais recentes, foi proposto que a recorréncia
de dano tecidual com reparo pela menstruagao retrograda levaria a reagao
inflamatdria local e fibrose ou levando a alteragbes epigenéticas, podendo ser
o inicio da formacao da lesdo de endometriose profunda (Gordts et al., 2017).

A prevaléncia da endometriose ainda permanece desconhecida,
porém estima-se que seja em torno de 2 a 10% das mulheres em idade
reprodutiva (Burney e Giudice, 2012; Dunselman et al., 2014). Em mulheres
que sao submetidas a laparoscopia, a prevaléncia foi observada em 4,1% nas
mulheres assintomaticas, 20 a 40% nas inférteis (Subramanian e Agarwal,
2010) e de até 60% naquelas com dor pélvica (Burney e Giudice, 2012;
Bedaiwy et al., 2017).

A endometriose continua sendo um desafio diagndstico e terapéutico
(Dunselman et al., 2014). O diagnostico considerado “padrao ouro” é cirurgico,
através da visualizagao de lesdes por meio da laparoscopia ou laparotomia e
necessariamente com confirmagao anatomo-patolégica da lesao (Dunselman

(o)
o
=
S
Q
3
O

AVALIACAO DE BIOMARCADORES EM MULHERES COM ENDOMETRIOSE E DOR USUARIAS DO IMPLANTE COM

ETONOGESTREL OU SISTEMA INTRAUTERINO COM LEVONORGESTREL: ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO




et al., 2014). As regibes geralmente mais acometidas sdo os ovarios,
ligamentos uterossacros, fundo de saco de Douglas e trato gastrointestinal
(incidéncia de 12 a 37%), recesso vesico-vaginal e trato génito-urinario
(incidéncia entre 0,01 e 1,2%), peritdnio pélvico, cervix uterina, vagina, tecido
subcutaneo, tubas uterinas e diafragma.

Morfologicamente aendometriose pode se apresentar como superficial
ou profunda e ovariana (Nisolle e Donnez, 1997). Na forma superficial
ou peritoneal pode ocorrer nos ovarios, no peritbnio, serosas teciduais,
apresenta-se como manchas ou pontos negros, acastanhados, nédulos,
pequenos cistos com focos de hemorragia antiga, podendo ou n&o ocorrer
fibrose ao redor. A endometriose ovariana é denominada endometrioma,
e consiste em cistos ovarianos formados por tecido endometrial. A
endometriose profunda ¢ infiltrativa com nddulos aprofundando-se além de 5
mm da superficie peritoneal, pode envolver ligamentos uUtero-sacro, vagina,
intestino, bexiga, ureteres associando-se a fibrose e hiperplasia muscular e
infiltragdo nervosa (ASRM, 1997; Johnson et al., 2016; Gordts et al., 2017).
A infiltragcdo profunda promove quadro algico mais evidente por maiores
chances de comprometimento nervoso (Dunselman et al., 2014). No entanto
ha uma discrepancia em muitos casos entre o nivel de dor e o estadio (grau)
de endometriose, isto exemplifica que a fisiopatologia da dor relacionada a
endometriose se mostra incerta até o momento principalmente nos casos de
endometriose peritoneal e dor pélvica crbnica (Subramanian e Agarwal, 2010;
Burney e Giudice, 2012).

Tendo em vista que o método padrdo ouro para o diagnéstico da
endometriose é cirlrgico, a classificagdo mais aceita é a da Sociedade
Americana de Medicina Reprodutiva (ASRM, 1997), por meio de escores
pontuados, em que é dividida por graus e variando de | a IV, sendo |,
endometriose minima, com soma de pontos de um a cinco; Il, endometriose
leve, com seis a 15 pontos; lll, endometriose moderada, com soma de pontos
de 16 a 40 e IV, endometriose severa, com soma de pontos maior que 40
(ASRM, 1997).

Em 2005 foi proposta uma classificacdo por meio de escores para a
avaliacdo da endometriose por métodos de imagem, especificamente pela
ressonancia nuclear magnética (RNM) (Chamie et al., 2009) e posteriormente
pela ultrassonografia (US), para descricbes de endometriose profunda
principalmente para mapear endometriose infiltrativa em retroperiténio e
orientar o cirurgido no planejamento cirdrgico (Johnson et al., 2016; Nisenblat
et al., 2016). Esta classificacdo, denominada Enzian, avalia a doenga nos
trés compartimentos e seu envolvimento com estruturas retroperitoneais,
severidade, presenca de doenga a distancia, tamanho e bilateralidade (Haas
et al., 2013). E complementar ao escore da ASRM. Seu escore combina
as estruturas por compartimentos anatébmicos e grau de invasdo. Sendo
compartimento A: septo reto-vaginal e vagina, compartimento B ligamento
Utero-sacro e peritdnio, compartimento C reto e sigmdide. Em relagdo ao grau
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de invasao: grau 1, invasao menor que 1 cm; grau 2, invasao entre 1-3 cm; e
grau 3, invasao maior que 3 cm.

O implante endometriético promove uma resposta inflamatéria local,
proliferagdo celular, invasdo e neoangiogénese, propiciando progressao e
recorréncia da doenga (Burney e Giudice, 2012). Ha aumento da produgéo
de mediadores inflamatérios como citocinas e prostaglandinas (Bedaiwy et
al., 2017). Além de fatores de crescimento, horménios, enzimas proteoliticas,
auto-anticorpos, glicoproteinas e moléculas de ades&do. Muitos marcadores
biolégicos tém sido pesquisados para melhor correlagdo, diagndstico e
controle de tratamento da endometriose (FASSBENDER et al, 2015).
As amostras estudadas sao provenientes de fluidos peritoneais, tecido
endometrial eutdpico e ectopico, urina e sangue periférico (May et al., 2010;
Nisenblat et al., 2016; Ahn et al., 2017)

Dentre os diversos biomarcadores, o CA-125 é o mais estudado
(May et al., 2010; Nisenblat et al., 2016; Ahn et al., 2017; Yucel et al., 2018).
Trata-se de uma glicoproteina de alto peso molecular que se origina em
células epiteliais normais produzidas pelo epitélio amniético e celémico
durante o periodo de desenvolvimento embrionario (mesotélio da pleura,
pericardio e periténio). O aumento de sua concentracdo estd associado a
diversas patologias ginecologicas. Em células teciduais de adultos o CA-
125 é detectado em epitélios de origem celémica normal e neoplasica, como
epitélio endometrial, endocervical, epitélio das tubas de Falopio e células
epiteliais de cancer ovariano. (ASMR, 1997; Mol et al., 1998; Rosa e Silva et
al., 2007; Dunselman et al., 2014).

Além de aumento de interleucinas promovido pela resposta
inflamatdria oriunda do implante endometriético, ocorre ativagédo de citocinas,
fatores de crescimento, que levarao a ativagao de linfécitos B liberando com
isso, uma concentragdo maior da fracdo solivel do CD-23, expresso na
membrana celular (May et al., 2010; Odukoya et al., 2018). E referido como
receptor de baixa afinidade para IgE em células B, eosindfilos, mondcitos,
células dendriticas, epiteliais, células de Langerhans e plaquetas (Odukoya
et al., 1996; Ramos et al., 2012).

A neoangiogénese esta associada a sustentabilidade das lesdes
endometridticas e a proliferagdo nervosa acompanha esse rico suprimento
vascular (Burney e Giudice, 2012). Além do mais, o endométrio eutopico das
pacientes com endometriose pode exibir um padrao aberrante de expressao
molecular que Ihe permite a habilidade de invasao e desenvolvimento do foco
endometridtico ectopico (Ahn et al., 2017). Isso poderia explicar a presenca
de pequenas fibras nervosas no endométrio e miométrio de pacientes com
endometriose assim como nas lesdes endometridticas. A densidade destas
fibras nervosas na camada funcional endometrial estd aumentada em
mulheres com endometriose (Tokushige et al., 2006; Tokushige et al., 2007;
Al-Jefout et al., 2009; Zevallos et al., 2015) podendo haver uma correlagéo
positiva com escores de dor perimenstrual (Newman et al., 2013; Gupta et
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al., 2016).

Em relacdo ao controle da dor dessas pacientes, ha diversos
tratamentos propostos, entre eles cirdrgicos com remogao de lesdes e
medicamentosos com objetivos de reduzir a lesdo através da redugéo da
producao estrogénica (Dunselman et al., 2014; Practice Committee of the
American Society for Reproductive Medicine, 2014). Existem medica¢des
capazes de controlar e reduzir a dor associada a endometriose como os
anti-inflamatérios ndo esteroides, os ACHOs, contraceptivos de somente
progestogenio, drogas anti-progestogénicas, drogas anti-estrogénicas
(danazol), agonistas do GnRH (horménio liberador de gonadotrofinas) e
inibidores da aromatase (Dunselman et al., 2014; Practice Committee of the
American Society for Reproductive Medicine, 2014).

De todas as medicagbes que podem atuar no controle da dor, os
contraceptivos de somente progestogenios sdo 0s que apresentam menores
efeitos colaterais e passiveis de serem usados por longo prazo com baixos
custos (Schindler et al., 2003; Fraser, 2013; Brown e Farquhar, 2015; Bedaiwy
et al 2017; Casper, 2017).

O LNG e ENG séo progestogenios de segunda geracéo, derivados da
19-nortestosterona (Schindler et al., 2003). Em estudos recentes observou-
se que ocorre uma redugao da sensibilidade a dor em mulheres saudaveis
com uso de progestogenios com efeito androgénico como o ENG e o LNG,
principalmente se utilizados por via ndo oral, por apresentarem niveis séricos
constantes de progestogenio, colaborando na neuromodulagéo da dor e sua
percepgao (Fillingim et al., 2000; Schindler et al., 2003; Maximo et al., 2015).

O LNG reduz a expressdo de receptores de estrogénios e
progestogénios endometriais com isso, induz a atrofia glandular endometrial
e regula negativamente a proliferagéo de células do endométrio, aumenta
a atividade apoptética e tem efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores
locais (Lockhat et al., 2004; Bahamondes et al., 2015). O SIU-LNG, disponivel
no Brasil, com o nome de Mirena® (Bayer Oy, Turku, Finlandia), libera 20 ug
de LNG/dia (Bahamondes et al., 2015). A distribuicdo da droga no organismo
se apresenta em diferentes concentragdes, cem vezes maior no endométrio
em relagdo ao miométrio e mil vezes mais elevada no endométrio em relagao
aos niveis séricos. Vinte a trinta por cento das usuarias podem apresentar
amenorréia, contribuindo para a redugdo da dismenorréia (https:/www.
universomedico.com.br/produtos/bula/mirena-levonorgestrel.aspx).

Em relagdo ao implante-ENG, comercializado com o nome de
Implanon® (Organon, Oss, Holanda) no Brasil, apresenta-se na forma de
um dispositivo plastico, com 4 cm de comprimento e 2 mm de diametro,
contendo 68 mg de ENG (3-ketodesogestrel), metabdlito ativo do desogestrel
(https://saude.msd.com.br/products/implanon_nxt/index.xhtml). Age a nivel
hipofisario inibindo o LH e com isto, bloqueia a ovulagdo em mais de 95% das
usuarias (Schindler et al., 2003).
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Ha diversos estudos tanto prospectivos quanto ensaios clinicos
randomizados em que o SIU-LNG provou ser eficaz no alivio de sintomas de
dor pélvica, dismenorréia e dispareunia causadas pela endometriose apos a
cirurgia conservadora (Vercellini et al., 1999; Fedele et al., 2001; Lockhat et
al., 2004; Petta et al., 2005; de Sa Rosa e Silva et al., 2006; Dunselman et al.,
2014), com verificagdo de melhora dos sintomas associados a endometriose
(de Sa Rosa e Silva et al., 2006)

Em relagéo a estudos com o implante de ENG ha um ensaio clinico
randomizado que seguiu por 12 meses, 41 mulheres para avaliagdo de melhora
da dor pélvica (Walch et al., 2009). Um estudo prospectivo em que foram
seguidas por 12 semanas, 50 mulheres com dor associada a endometriose
e que receberam implante de ENG com melhora da dor (Ponpuckdee et al.,
2005). Ha, ainda, na literatura um artigo publicado em 2005 com cinco relatos
de casos sobre o uso do implante de ENG em mulheres com endometriose
e dor pélvica com melhora das queixas clinicas em quatro casos (Yisa et al.,
2005).

A inflamagédo é uma das principais causas de dor na endometriose
(Burney e Giudice, 2012). Varios mediadores e resposta imune local séo
conhecidos por mediarem esta resposta (Ahn et al., 2017). A quantificagdo de
mais de um marcador biolégico comparativamente a escala visual analégica
(EVA) de dor permite uma maior coincidéncia assertiva (em relagéo a melhora
da dor) quando comparada a avaliagdo de apenas um unico marcador
(Gerlinger et al., 2010). A comparacao de um grupo de marcadores com a
resposta terapéutica positiva obtida através da melhora do escore de dor
pode-se fazer inferéncia da reducdo da atividade proliferativa das células
epiteliais das lesbes endometridticas.

O SIU-LNG e o implante-ENG podem ampliar o arsenal terapéutico
para a redugdo do escore dor em pacientes acometidas pela endometriose
com dor pélvica (Yucel et al., 2018). Com o intuito de melhorar o quadro
algico das mulheres com dor pélvica cronica associada a endometriose pode-
se propor o uso de medicagdes hormonais com progestogénios, os quais
apresentam boa tolerabilidade, baixos indices de efeitos colaterais, podem
ser usadas a longo prazo e sdo de menores custos quando comparadas
as medicac¢des que acarretam hipoestrogenismo, como os agonistas do
GnRH. A utilizacdo de métodos hormonais somente de progestogénios,
principalmente por via ndo oral, esta associada ao aumento do limiar de dor
em mulheres saudaveis (Maximo et al., 2015) e redugéo das fibras nervosas
sensoriais no endométrio de pacientes com dor associada a endometriose
(Belsey et al., 1986; Tokushige et al., 2009; Fraser, 2013). Este mecanismo
pode desempenhar um importante papel na redugdo da dor nas usuarias
deste tipo de terapéutica.

A verificacdo das alteragbes nos niveis séricos de diferentes
biomarcadores, como do CA-125, proveniente de expressdo de células
epiteliais, do CD-23 soluvel expresso pela membrana celular das células B
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e da densidade de fibras nervosas no endométrio eutdpico de mulheres com
endometriose, comparativamente ao escore de dor, pode permitir se fazer
alusdo a melhora da resposta inflamatéria. Além do mais, o uso de dois
métodos hormonais com progestogenio com diferentes vias de administragdo
pode colaborar na melhor escolha de prescricdo em relagéo ao perfil de cada
paciente. Com isso, 0 objetivo do estudo foi comparar os niveis séricos dos
marcadores CA-125, CD-23 soluvel e densidade de fibras nervosas antes e
aos 6 meses do uso do SIU-LNG ou do implante de ENG em mulheres com
dor associada a endometriose.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Desenho do estudo

Foi realizado um ensaio clinico, randomizado, aberto, comparativo,
no qual foram avaliados niveis séricos dos marcadores CA-125 e CD-23
soluvel e a densidade de fibras nervosas no endométrio de pacientes com
dor associada a endometriose antes e aos 6 meses de uso do SIU-LNG ou
do implante-ENG. O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da
UNICAMP e o termo de consentimento livre e esclarecido foi assinado pelos
participantes antes da entrada no estudo, o recrutamento foi feito de junho de
2016 a outubro de 2017. O estudo foi registrado no Clinicaltrials.gov com o
numero NCT 02480647.

Para estarem incluidas nos critérios de inclusédo, as mulheres tinham
que possuir diagnostico de endometriose por meio de cirurgia, classificadas
de acordo com os critérios da ASMR (ASMR, 1997) ou por método de
imagem, por ultrassonografia para pesquisa de endometriose profunda
ou ressonancia nuclear magnética, baseados nos critérios de Enzian. As
participantes deveriam ter dor pélvica crénica e ou dismenorreia associada
a endometriose com escore = 4 baseada na escala visual analégica de
dor (EVA). A escala visual analégica de dor € uma avaliagdo subjetiva em
formato linear em que 0 representa auséncia de dor e 10 a pior dor possivel.
Outros critérios de inclusdo foram nao estar gravida e nem ter desejo de
engravidar nos préoximos 12 meses, ter idade entre = 18 e < 45 anos e
aceitar ser randomizada para o uso do implante de etonogestrel ou sistema
intrauterino liberador de levonorgestrel. Os critérios de excluséo para o uso do
implante de etonogestrel ou sistema intrauterino liberador de levonorgestrel
foram estabelecidos pela Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 2015). Os
métodos foram colocados entre os primeiros cinco dias da menstruacdo. E
as participantes foram vistas mensalmente até 6 meses apos a inser¢do do
método ou antes se houvesse expulsdo ou desejo de retirada.

A randomizacao foi feita de 1:1, um total de 103 mulheres foram
alocadas aleatoriamente através de esquema de randomizagao gerado por
computador com envelopes opacos e selados, em dois grupos: 51 para
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o sistema intrauterino liberador de levonorgestrel e 52 para o implante de
etonogestrel. O implante-ENG foi o tratamento experimental e o SIU-LNG,
o comparador ativo. O tamanho da amostra foi calculado com base na
hipétese de nao inferioridade do implante-ENG em relagdo ao SIU-LNG.
Varios estudos de nao inferioridade utilizando VAS para medir a dor utilizaram
uma margem de nao inferioridade de 1,5 cm (17). Considerou-se margem
de néo inferioridade de 1,5 cm - cm com desvio padrdo (DS) de 2,5 cm. Foi
necessario um tamanho amostral minimo de 45 mulheres por brago de estudo
em 0,05 nivel de significancia e poténcia igual a 0,80 para alcangar a nao
inferioridade. Levando em conta 10% dos abandonos, 50 mulheres tiveram
que ser incluidas por brago de estudo. As analises foram realizadas como
um estudo intention-to-treat (ITT), incluindo todas as mulheres randomizadas
que tiveram pelo menos uma avaliagéo de eficacia.
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2.2 Seguimento

As mulheres foram avaliadas inicialmente e apds 6 meses em
relacdo ao nivel de dor pela escala visual analdogica de dor. Amostras
sanguineas foram colhidas nestes tempos para avaliagdo de CA125 e CD
23 soluvel, além de biopsia endometrial com Pipelle de Cornier. O CA125
pode ter alteracdo com a menstruagdo, foi solicitado que as participantes
anotassem um calendario de padrdo menstrual. Os dados foram analisados
conforme padréo de sangramento de 90 em 90 dias e classificados como
amenorreia, na (auséncia de menstruacdo), sangramento infrequente (1-2
episdédios), sangramento regular, (3-5 episddios), frequente (> 5 episddios) e
prolongado (> 14 dias consecutivos) ou sangramento de escapes (>14 dias
de sangramento de escape).

2.3. Analises séricas e imuno-histoquimica

A determinacao quantitativa do CA 125 foi realizada por imunoensaio
de chemiluminescéncia sanduiche utilizando o kit de ™ DE ® CA 125 |
(DiaSorin, Saluggia, Italia). O limite de referéncia foi de 35 U/mL (percentil
95).

A determinacdo do CD 23 soluvel foi pelo método de imunoensaio
da enzima eletroquiluminimétrica de acordo com as instru¢des do fabricante
utilizando o kit comercial, EBIOSCIENCE ELISA Human CD23 (Bender
MedSystem, Viena, Austria). A detecgdo dos niveis de CD23 variou de 10 a
91 U/mL e considerado indetectavel em < 5,0 U/mL.

As reagbes imuno-histoquimicas para o anticorpo pgp9.5
(PGP9.5) Anticorpo Policlonal, 100ug Termo-38-1000 (Road Rockford,
Estados Unidos) foram realizadas no Departamento de Patologia/UNICAMP
em todos os casos. Os espécimes foram fixados imediatamente apds a
coleta em solugdo tamponada de 10 %formalina. O anticorpo primario foi
colocado sobre as respectivas preparagdes histolégicas nas diluicdes acima
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mencionadas.

Apods a coloragéo por imunohistoquimica, a densidade nervosa da
fibra foi contada individualmente pelo campo de alta ampliagdo (400x). O
escore (densidade) de cada participante foi dado pelo niumero médio de
densidade nervosa de fibras dividida pelo nimero de campos contados.
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2.4. Anadlise estatistica

O perfil sociodemografico da amostra foi descrito com frequéncia
absoluta e valores percentuais. As estatisticas descritivas das variaveis
numéricas foram descritas com valores médios, desvio padrédo e intervalo
de confianga de 95%. Para comparagéo das variaveis categoricas entre os
dois grupos, foram utilizados os testes exatos x? ou de Fisher (para valores
esperados inferiores a 5). O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar
as variaveis numéricas entre os dois grupos devido a auséncia de distribuicao
normal das variaveis. O teste de Wilcoxon para amostras relacionadas foi
utilizado para comparar variaveis numéricas entre pré e poés-tratamento
devido a auséncia de distribuicdo normal das variaveis. Para comparar as
variaveis numéricas entre os 2 grupos e as 2 avaliagdes simultaneamente,
utilizou-se a andlise de variancia para medicdes repetidas, seguida pelo teste
Tukey (comparagbes intergrupos) e pelo perfil de contrastes (comparagdes
intragrupos). As variaveis sem distribuicdo normal foram transformadas em
estagOes/fileiras. Para a correlagdo entre as variaveis numéricas na amostra
total e por grupo, utilizou-se coeficiente de correlagdo de Spearman para
cada avaliagéo (inicial e final). O nivel de significancia adotado foi de 5%. Foi
utilizada a verséo 9.4 do programa de software SAS/STAT.

3. RESULTADOS

Cento e trés participantes foram randomizadas. Cinquenta e duas
mulheres entraram para o brago do implante-ENG e 51 para o brago do SIU-
LNG. A idade média foi 33,4 anos para o grupo do implante-ENG e de 34,7
anos para o brago do SIU-LNG. Oitenta por cento das mulheres do brago do
implante-ENG eram brancas e 76% do braco do SIU-LNG. Aproximadamente
50% das mulheres tinham entre 30 e 39 anos, e o IMC médio (+ SD) de
massa corporal (kg/m2) era de 27,4 + 5,2 kg/m2.

A qualidade dos fragmentos de bidpsia endometrial para analise
imuno-histoquimica foi classificada como satisfatéria e ndo satisfatoria,
caracterizada pela presenca de muco e auséncia de células endometrial
nesta ultima. No grupo ENG, na linha de base, as biopsias foram 3,8% n&o
satisfatorias e 96,2% satisfatorias para analise. No grupo SIU-LNG, 15,7%
das biopsias nao foram satisfatérias e 84,3% foram satisfatorias para analises
na linha de base. No entanto, apdés até 180 dias de observagao, 20% das
biépsias ndo foram satisfatorias e 80% satisfatérias para analise em ambos
0S grupos.
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Entre as usuarias do implante-ENG, os niveis de soro de CA 125,
CD23 soluvel e a densidade de fibras nervosas foram significativamente
reduzidos. O CA 125 caiu de 45,4 (+ 63,8) U/ml para 26,7 (£ 41,6) U/ml da
linha de base para 180 dias de avaliagdo (P < .001). Além disso, os niveis de
soro de CD23 soluvel também cairam de 59,6 (+ 124,2) U/ml para 6,5 (+ 13,2)
U/ml da linha de base para 180 dias de avaliagédo (P < .001). Também houve
reducéo da densidade de fibras nervosas endometrial de 6,7 (+ 8,4) por mm2
para 2,7 (+ 4,1) por mm2 da linha de base para 180 dias de avaliagao (P <
.001).

(o)
o
=
S
Q
3
O

Em relagédo aos usuarios do SIU-LNG, houve redugéao significativa
da densidade soluvel e de fibras nervosas do soro CD23. Entretanto, embora
o CA 125 tenha caido, o valor néo foi significativo, com uma linha de base
de 25,5 (+ 31,1) U/ml para 22,7 (+ 30,4) U/ml aos 180 dias de avaliagéo (P =
0,142). A reducao da densidade soluvel do CA 125, CD23 e de fibra nervosa
em 180 dias apds a colocagédo do dispositivo ndo se correlaciona com a
redugéo da dor pélvica nao ciclica de VAS e dos escores de dismenorréia.

Para a maioria das usuarias de implantes-ENG, os padrées de
sangramento foram amenorréia (29%) e sangramento infrequente (24%)
aos 180 dias de seguimento. Além disso, 53% de amenorreia e menos de
2 episédios de sangramento foram observados nos ultimos 90 dias. Para as
usuarias de SIU-LNG, o sangramento infrequente foi observado em 30,0%
e a amenorréia em 7,5% aos 180 dias de seguimento. Observou-se que
37,5% de amenorréia e menos de 2 episddios de sangramento ocorreram
nos ultimos 90 dias neste grupo.

4. DISCUSSAO

A endometriose € uma doenca de dificil diagnostico. Os sintomas
de dismenorreia intensa, dor pélvica crdnica e dispareunia geralmente estao
associados a endometriose profunda, infiltrando mais de 5 mm o periténio.
A repeticdo da injuria tecidual provocada mensalmente pelo refluxo da
menstruagéo para a pelve pode explicar o aumento da resposta inflamatéria
local, podendo também sugerir modificacées epigenéticas, culminando no
inicio da doencga e sua progressao para invasao (Gordts et al., 2017).

Ainda se desconhece o mecanismo exato de acdo do LNG e da
ENG na endometriose. Podemos especular que o efeito poderia ser local ou
sistémico ou poderia modular o sistema enddécrino e imunolégico endometrial
local, reduzindo a atividade estrogénica e o estimulo de regulagdo de
neurotrofinas e outras moléculas associadas ao incremento das fibras
nervosas endometriais, justificando a melhora da dor pélvica através da
redugao das fibras nervosas endometriais.

Os resultados deste estudo mostraram que ambos os métodos
contraceptivos com apenas progestogenio derivados da 19 nortestosterona de
longa agao foram bem-sucedidos em uma redugao significativa na dor pélvica
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cronica, dismenorréia, na reducao dos niveis séricos dos biomarcadores
CD-23, CA-125 e da densidade de fibras nervosas endometriais quando
comparados os valores basais e aos 180 dias ap0s a intervengao. Entretanto,
nao foi encontrada reducgéo significativa dos niveis do CA 125 no grupo de
SIU-LNG como mostrado em estudos anteriores (Petta et al., 2005; de Sa
Rosa e Silva et al., 2006). Embora o CA 125 tenha baixa sensibilidade e
especificidade, ele ainda é o marcador mais usado em endometriose (Mol
et al., 21198; May et al., 2010; Hirsch et al., 2016; Nisenblat et al., 2016). No
grupo de implante-ENG, foi observada redugéo nos niveis séricos do CA 125
apos 180 dias da intervengao. Neste grupo, nés notamos que o percentual
de pacientes com menos de 2 episodios de sangramento nos ultimos 90 dias
avaliados (amenorréia e sangramento infrequente) foi de 53%. Isto pode estar
associado com a reducdo do sangramento uterino assim como do refluxo
uterino e provavelmente do sangramento no foco endometriético. No entanto,
no grupo de SIU-LNG, em que nao foi evidenciado reducao significativa dos
niveis de CA-125, apenas 37,5% das participantes apresentaram amenorréia
ou sangramento irregular nos ultimos 90 dias observados.

Além disso, observamos que houve queda significativamente dos
niveis de CD-23 soluvel na avaliagdo de 180 dias apds a intervengao, em
ambos os bragos do estudo, sugerindo que a fungdo ovariana pode ter
influéncia na resposta imune, na modulacao da ativagéo de células 3, como
sugerido anteriormente (Belsey et al., 1986; Odukoya ef al., 1996; Ramos et
al., 2012).

Estudos prévios mostraram que mulheres com endometriose
apresentam fatores neurotropicos que estimulam o aumento da atividade
dos nervos e incrementam a percepgado da dor (Al-Jefout et al., 2009). O
endomeétrio eutdpico de mulheres com endometriose pode mostrar diferentes
estruturas, diferentes expressées moleculares, apoptose, componentes
imunolégicos, moléculas de adesdo celular, proteases e fibras nervosas
quando comparados a mulheres sem endometriose (Al-Jefout et al., 2009;
Zevallos et al., 2015; Ahn et al., 2017). Observamos que houve redugéo
significativa da densidade de fibras nervosas no endométrio aos 180 dias apds
a inserg¢ado dos dispositivos com progestogenios, sugerindo, como estudos
anteriores (Tokushige et al., 2009; Newman et al., 2013; Tarjanne et al.,
2015) uma ferramenta diagndstica indireta ou um marcador substituto menos
invasivo, porém ndo houve correlacdo direta, com significado estatistico, com
a redugéo dos niveis de dor e dismenorréia pela EVA. Uma das limitagbes do
nosso estudo foi que, além da endometriose, miomas e adenomiose poderiam
aumentar a imuno-reatividade das fibras nervosas endometriais coradas pelo
PGP9.5, ndo sendo especifico, porém estariam associados a dor (Ellett et al.,
2015).

Embora ambos os contraceptivos testados em nosso estudo tenham
melhorado os escores de dor pélvica cronica e dismenorreia, ndo houve
correlagdo significativa em relacdo a redugdo de biomarcadores séricos
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e endometriais nos dois grupos. Estes achados sustentam as diretrizes
mais recentes do ESHRE que sugerem nao ha biomarcador ideal para
endometriose (Dunseman et al., 2014).

Embora pelas ultimas diretrizes do ESHRE de 2015 (Dunselman et
al., 2014) nao seja recomendado para diagnostico a solicitacdo de qualquer
biomarcador, seja sérico ou urinario ou até mesmo histolégico eles s&o
muito estudados para sugerir métodos nao invasivos para diagndéstico da
doenca, tendo em vista casos assintomaticos, suspeita de endometriose na
adolescente, suspeita de endometriose em infertilidade sem a ocorréncia de
dor (Gupta et al., 2016; Nisenblat et al., 2016; Ahn et al., 2017). Tendo em
vista isto, ha uma instituigdo global para pesquisa em endometriose, a World
Endometriosis Research Foundation (WERF), que trabalha com 75 instituigbes
em 30 paises. Eles desenvolveram um biobanco (Endometriose Phenome and
Biobanking Harmonisation Project-EPHect) com amostras séricas, teciduais,
urinarias, com padronizagao e harmonizag¢ao de dados fenotipicos cirurgicos,
clinicos além de padronizar métodos bioldgicos de coleta de amostras em
pesquisas sobre endometriose (https://endometriosisfoundation.org/)

N&o podemos negar que o diagnéstico gold standart ainda é a
cirurgia. Ha uma revisao sistematica de 2004, que determina a acuracia do
diagndstico da endometriose por laparoscopia em que a sensibilidade foi
94% e a especificidade 79% (Nisenblat ef al., 2016). No entanto, ha de se
pontuar os riscos inerentes ao procedimento cirurgico (Nisenblat et al., 2016).
Tais riscos incluem, dentre outros, lesdo de 6rgaos, hemorragia, infecgéo
e formacado de aderéncia, além de complicagcdes anestésicas gerais. Além
isto, ponderar custos financeiros ao paciente e ao sistema de saude, tempo
necessario para ficar afastado das atividades laborais e familiares. O ideal
seria um teste ndo invasivo com alta sensibilidade e especificidade, ou seja,
um teste com probabilidade de ser positivo quando a mulher apresente a
endometriose e ser negativo quando a mulher ndo apresenta a doenca. Mas
este teste ndo existe até o momento, muito menos uma associacao de testes.

Tentamos seguir ao maximo o protocolo proposto, as pacientes
tiveram boa receptividade aos métodos propostos, das 51 pacientes do brago
do SIU-LNG, 6 perderam seguimento e 6 descontinuaram, sendo 3 expulsos
e 3 removidos. Ja no brago do implante-ENG, das 52 mulheres, 5 perderam
seguimento e 4 descontinuaram. Em nosso estudo, o seguimento se deu por
6 meses. Ha necessidade de estudos, com seguimento por um tempo maior,
pelo menos 24 a 36 meses, avaliando dor associado a concentragao sérica
de LNG e ENG.
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5. CONCLUSAO

Os valores dos niveis séricos de CA-125 basal foram semelhantes
em ambos os grupos de tratamento e foram significativamente menores aos
180 dias entre as usuarias do implante-ENG.
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Os valores dos niveis séricos de CD 23 basal foram semelhantes em
ambos os grupos de tratamento e foram significativamente menores aos 180
dias entre as usuarias do implante-ENG e do SIU-LNG.

Os valores da densidade de fibras nervosas no endométrio basal foram
semelhantes em ambos os grupos de tratamento e foram significativamente
menores aos 180 dias entre as usuarias do implante-ENG e do SIU-LNG.

N&o houve correlagéo significativa, entre a redugédo dos escores de
dor pélvica e dismenorreia com a redugéo dos biomarcadores em ambos os
grupos ao longo do tempo observado.
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EVALUATION OF BIOMARKERS IN WOMEN WITH ENDOMETRIOSIS AND PAIN
WHO USE ETONOGESTREL IMPLANTS OR INTRAUTERINE SYSTEMS WITH
LEVONORGESTREL: A RANDOMIZED CLINICAL STUDY

ABSTRACT - Endometriosis is a chronic, benign, inflammatory. The goal of treatment
is to reduce inflammation. The aim of this study was to evaluate the scores of chronic
pelvic pain, dysmenorrhea, serum levels of CA125 and CD 23 soluble and nerve fibers
density in women with endometriosis associated pelvic pain before and after 6 months
of the use of the levonorgestrel-intrauterine system or etonogestrel (ENG) implant.
An open, randomized clinical trial conducted at the Department of Obstetrics and
Gynecology of UNICAMP, from 2016 to 2017. A total of 103 women with endometriosis
associated pelvic pain were allocated to use an ENG-implant or a LNG-IUS. Fifty-two
women were allocated to the ENG-implant and 51 for the use of LNG-IUS. Serum
levels of CA-125, CD23 soluble and endometrial nerve fiber density were assessed
before and after 6 months of use of the devices and were correlated to VAS pain and
dysmenorrhea scores. Both contraceptives reduced the concentrations of serum CD-
23 soluble levels and endometrial nerve fiber density (p <0.001); however, the CA-
125 only showed a significant reduction among users of the ENG-implant (p <0.05).
No correlation was observed between pain and dysmenorrhea scores decrease and
biomarkers decrease. ENG-implant and the 52-mg LNG-IUS reduced significantly the
serum CD 23 soluble levels and endometrial nerve fiber density; however, CA-125 was
only reduced among users of the ENG-implant. The reduction of biomarkers was not
correlated to improvement of VAS pain and dysmenorrhea scores. No differences were
observed between the ENG-implant and the LNG-IUS.

KEYWORDS: Endometriosis; Pelvic pain; Dysmenorrhea; Levonorgestrel-releasing
intrauterine system; Etonogestrel implant; CA-125; CD-23 soluble; Fiber nerve density.
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CAPITULO 10

AVALIAGAO DE CICATRIZES DE CIRURGIAS

ESTETICAS DE MAMA E ABDOME APOS
APLICACAO DE PLASMA RICO EM
PLAQUETAS AUTOLOGO

Jovino Gentilini Junior
lattes.cnpq.br/9324776278694059

Nucleo de Cirurgia Plastica Belo
Horizonte — Minas Gerais

RESUMO: Introdugdo: Plasma Rico
em Plaquetas (PRP) define-se como
fragao do plasma de sangue autélogo
com uma concentragao de plaquetas
acima de 1000.000/ul. As plaquetas
com os Fatores de Crescimento (FC)
sdo importantes na cicatrizacéo.
Métodos: Selecionamos 48 pacientes,
submetidos a abdominoplastia e
mamoplastia, (idade entre 22 e 68
anos) em trabalho experimental,
randomizado, prospectivo. O PRP foi
aplicado na cicatriz comparando-o
com o segmento cicatricial oposto
sem PRP Atribuiu-se um escore
para a melhor cicatriz (de zero a
trés), correspondendo a: indiferente,
levemente, moderadamente e
acentuadamente melhor. Dois
cirurgides plasticos avaliaram as
cicatrizes (Avaliador 1 e Avaliador
2), por fotografias feitas com quatro
dias, um més, trés meses e 12
meses apos a cirurgia. Resultados:
Houve concordancia quanto a melhor
cicatriz, com aplicagdo de PRP,
em 70%, aos quatro dias de pos-
operatério repetida aos trés meses.

As avaliagdes foram estatisticamente
proximas da concordéncia além do
acaso, com indice Kappa moderado
(significativo, acima de 0,40).
Nao houve concordéncia no pés-
operatério de um més. No entanto,
voltaram a apresentar concordancia
aos 12 meses, com indice kappa
precario (abaixo de 0,20), néo
indo além do acaso. Quanto aos
escores, manteve a tendéncia dos
quatro dias iniciais, com avaliagdes
moderadamente e acentuadamente
melhores com PRP, porém sem
significancia estatistica, com p
igual a 0,82 para avaliador 1 e p
igual a 0,070 para avaliador 2. Com
um més de pods-operatorio sem
significancia. Aos trés meses, as
cicatrizes tratadas com PRP foram
consideradas melhores. Aos 12
meses, o avaliador 1, classificou em
torno de 40% das cicatrizes com PRP
como acentuadamente melhores
e 17,7% das cicatrizes sem PRP
como acentuadamente melhores.
Conclusédo: O uso intradérmico do
PRP, apresentou-se  promissor,
contribuindo  beneficamente  na
evolugao do processo cicatricial, com
melhores resultados aos 4 dias e 90
dias de pés-operatério.

PALAVRAS-CHAVE: Sangue; Pla-
quetas; Plasma rico em plaquetas;
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Cicatrizacao; Fator de crescimento derivado das plaquetas; Abdominoplastia;
Mamoplastia; Cirurgia plastica.
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1. INTRODUGAO

A alta incidéncia de feridas crénicas e as consequentes sequelas,
tém um custo social relevante. A cada ano cerca de 100 milhdes de
pessoas adquirem cicatrizes, que podem ter repercussoes fisicas, estéticas,
psicoldgicas e sociais, graves. Para a Cirurgia Plastica, em especial, os
aspectos relativos as cicatrizes, sao relevantes, para o sucesso ou fracasso
de um procedimento cirurgico com finalidade estética. Uma cicatriz disforme,
hipertrofica, ou queloidiana pode ser causa de desconforto e insatisfacéo
quanto ao resultado estético esperado. Entende-se como Plasma Rico em
Plaquetas, concentragdes de plaquetas superiores a 1000.000/ul, como
preconizaram Marx'2 em 1998 e Lemos et al.® em 2002. Em 2008, Witlow et
al.*, consideraram também com o PRP, as concentragdes de plaquetas trés a
cinco vezes superiores aquelas encontradas no sangue. Da mesma forma os
chamados Fatores de Crescimento, produzidos pelas plaquetas ativadas, se
apresentam em niveis elevados apds a centrifugacéo.

Os Fatores de Crescimento atuam em diversas fases do processo
cicatricial (Quadro 1) Plasma rico em plaquetas, comegou a ser utilizado no
inicio da década de 70. Knighton et al.> em 1986, utilizaram PRP em feridas
crénicas, em pacientes diabéticos. Lynch et al.® em 1987, do mesmo modo
utilizaram o PRP, em diversas reparacdes teciduais. Marx et al."? No Brasil,
os trabalhos de Rossi et al.” e Lemos et al.® contribuiram para o emprego
do PRP, na Odontologia. Na Cirurgia Plastica Estética, Man® em 2001,
Rumalla et al.® em 2001, Bhanot et al." em 2002, Chajchir'? em 2005, entre
outros descreveram novas aplicagdes do PRP em areas cruentas em 1988
publicaram o artigo que foi a principal base tedrica para a utilizagdo do PRP.
Os trabalhos publicados por Marx'? em 2004, dando impulso as pesquisas
de engenharia de tecidos e sobre a liberagdo dos fatores de crescimento
plaquetarios, presentes nos alfa-granulos neoangiogénese, atividade
mitogénica e quimiotaxica.
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Quadro 1 - Principais Fatores de Crescimento liberados pelas plaquetas
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PDGF- Fator de crescimento derivado das plaquetas. FGF- Fator de crescimento fibrobléstico
IGF- Fator de crescimento semelhante a insulina. TGF- Fator de crescimento transformador .
EGF- Fator de crescimento epidérmico. VEGF- Fator de crescimento do endotélio vascular.

2. OBJETIVOS

Através de um estudo randomizado e controlado, verificar a seguranga
da aplicacgao intradérmica de PRP em feridas cirurgicas de abdominoplastias
e mamoplastias. Observar se havera ocorréncia de efeitos colaterais locais
e sistémicos. Avaliar sua eficacia em promover uma cicatrizagdo de melhor
qualidade, aos quatro dias, um més, trés meses, e 12 meses, de pos-
operatério.

3. METODOS

Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de ética em Pesquisa da
UFMG-COEP, em 12 de agosto de 2013. Os pacientes foram informados
quanto aos aspectos éticos e receberam esclarecimentos quanto a pesquisa,
participando de forma espontanea, assinando o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

3.1 Populagdo e amostra

Participaram da pesquisa 48 pacientes, sendo 46 do género feminino
e 2 do género masculino, com idades variando de 22 a 68 anos, média de
35 anos. Os critérios de inclusao para este estudo foram mulheres e homens
que se submeteram a mamoplastias e abdominoplastias respectivamente.

3.2 Local do estudo

Esta pesquisa foi realizada em clinica privada de cirurgia plastica,
STK Nucleo de Cirurgia Plastica, em BH.
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3.3 Coleta do Sangue e Preparo do Plasma Rico em Plaquetas

O método utilizado para o preparo do PRP foi aquele descrito por
Vendramin et al."" em 2009. Com o paciente no bloco cirurgico, realizou-se
a puncdo de uma veia periférica com cateter calibre 22G (Descarpack®) e
coletou-se 40ml de sangue total em duas seringas de 20ml, com agulha 25 x
7 mm (BD Plastipack ®), O sangue foi transferido para tubos a vacuo de 4,5 ml
(Vacuontainer®) contendo citrato de sodio a 3,2%. Em seguida, foi realizada
uma primeira centrifugacdo do sangue a 400g (gravidade), equivalente a
1300 rpm (rotagdes por minuto), durante 10 minutos. (Centrifuga de 8x15 ml,
modelo Centribio 80 2B), O plasma foi coletado até o limite da zona de névoa
e transferido para um tubo seco.

Realizou-se uma segunda centrifugagdo a 800g (2600 rpm) por 10
minutos. Em seguida de cada tubo foi retirado e descartado 50% do plasma
sobrenadante, correspondente ao Plasma Pobre em Plaquetas. O plasma
restante e o sedimento (pellet) depositado no fundo do tubo constituiu o
Plasma Rico em Plaquetas

Cinco minutos antes da inje¢cdo do volume obtido na ferida cirurgica,
para desencadear a agregacao plaquetaria, o PRP foi ativado com gluconato
de calcio a 10% (Gluconato de Calcio 10% ©) na proporgédo de 1:10. Em
seguida, imediatamente apds o término da sintese cirurgica, para cada 1 cm
da cicatriz, previamente marcada com azul de metileno, foi injetado 0,5 ml
de PRP na margem superior e inferior da cicatriz. Para aplicagdo do PRP,
utilizou-se uma seringa de 1 ml (BD ultrafine-fine™ acoplada a uma agulha
de 12,7 mm). No segmento oposto, homolateral, nada foi injetado. A escolha
do lado a ser aplicado foi feita de modo aleatério.
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3.4 Aplicagcao do PRP

Nas abdominoplastias, foi aplicado em um dos segmentos da cicatriz
supra-pubica horizontal, previamente demarcada. Aplicou-se cerca de 0,5 ml
de PRP, por cm de cicatriz, em ambas as bordas, do segmento escolhido,
num total de 6 ml de PRP. Nas mamoplastias, a aplicacéo foi feita na cicatriz
vertical, com cerca de 0,5 ml de PRP, num total de 6 ml, no segmento vertical
de uma das mamas;

3.5 Avaliacao das cicatrizes

A maquina fotografica utilizada para fotografar as cicatrizes foi da
marca Canon, EOS Rebel T21,18 megapixels. As cicatrizes foram avaliadas
por 2 cirurgides plasticos, (aqui denominados avaliador 1 e avaliador 2), com
4 dias, 1 més, 3 meses, 12 meses de pods-operatorio.

Nas abdominoplastias, foi solicitado aos cirurgides plasticos
avaliadores que comparassem ambos os segmentos cicatriciais direito e
esquerdo do abdédmen, previamente demarcado no pré-operatdrio.
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Quanto as mamoplastias, comparou—se o segmento cicatricial
vertical de uma mama com o da mama oposta. Os avaliadores elegeram
a cicatriz que tinha o melhor aspecto, baseando-se nos seguintes critérios:
pigmentacdo, espessura, cooptacdo das bordas, reacao inflamatodria,
presenca de equimoses e hematomas superficiais. O avaliador teve também
a opcao de considerar as duas cicatrizes como iguais (indiferente).
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3.6 Analise estatistica

A analise estatistica envolveu a verificagado da validade da aplicagcao
de Plasma Rico em Plaquetas, frente a avaliagao de dois cirurgides plasticos.
Para avaliar a concordancia entre o lado de aplicacdo do PRP e cada avaliador
em cada um dos tempos de avaliagédo das cicatrizes 4 dias, 1 més, 3 meses, 1
ano (Quadro 2), Concordancia percentual entre avaliador e o lado da cicatriz
em que o PRP foi aplicado, utilizou-se a Estatistica Kappa que avalia se houve
concordancia além do acaso, ou seja, se a concordancia calculada no item a
esta além da aleatoriedade. A Tabela 1 mostra o total de cicatrizes avaliadas,
com ou sem a aplicacéo de PRP, e o percentual de concordancia, discordancia
e de indiferentes segundo dois avaliadores, em 4 momentos diferentes.
A Tabela 2 mostra a concordancia percentual geral e valores de Kappa. A
estatistica Kappa foi significativamente além do acaso, sendo classificadas
como moderadas aos quatro dias. Apds trés meses a concordancia entre o
avaliador e o lado de aplicagéo foi proxima a 70% (66,7%) para o avaliador 1
e o Kappa (0,34) foi considerado razoavel e estatisticamente muito préximo
da concordancia além do acaso (p=0,052). Aos 12 meses, as concordancias
nao foram além do acaso. A Tabela 3 mostra a avaliagdo dos escores
(levemente, moderadamente e acentuadamente melhor), segundo a escolha
da melhor cicatriz por cada avaliador, decorridos quatro dias da intervengao.
A Tabela 4 mostra a avaliagdo dos escores (levemente, moderadamente e
acentuadamente melhor), segundo a escolha da melhor cicatriz por cada
avaliador, decorrido 1 més da intervengao. A Tabela 5 mostra a avaliagdo dos
escores (levemente, moderadamente e acentuadamente melhor), segundo
a escolha da melhor cicatriz por cada avaliador, decorridos trés meses
da intervengdo. A Tabela 6 mostra a avaliagdo dos escores (levemente,
moderadamente e acentuadamente melhor), segundo a escolha da melhor
cicatriz por cada avaliador, decorridos 12 meses da intervengéao.

Valor de p associado a cada estatistica Kappa obtida. Niveis de
Kappa: precarios (iguais ou inferiores a 0,20), razoaveis (entre 0,20 e 0,40),
moderados (de 0,40 a 0,60), substanciais (de 0,60 a 0,80), bons (acima de
0,80).

E importante observar que a estatistica Kappa usualmente é
calculada para concordancia entre avaliadores. Ou seja, ndo é comumente
utilizada para comparar um padréo-ouro (o lado em que o PRP foi aplicado,
que é sabidamente conhecido) e o avaliador (aquele que ndo sabe onde
foi aplicado). Contudo, ela foi utilizada nessa pesquisa e ndo ha restricoes
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quanto a isso, ja que o motivo da avaliagdo é constatar se a concordancia
obtida no item a esta ocorrendo além do acaso. Além disso, o item ¢ propde
o calculo do valor de p associado a avaliagdo desta concordancia além do
acaso.
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Finalmente, cabe observarque a estatistica Kappafoicalculadaapenas
quando o avaliador se manifestou sobre qual o lado a cicatriz estava melhor.
Quando o avaliador se revelou indiferente (ou seja, ndo sabia qual a cicatriz
estava melhor), essa situagéo foi excluida da analise; nos quatro momentos
de observagéao, foram atribuidos escores pelos avaliadores. Para a melhor
cicatriz atribuiu-se o escore um (levemente melhor), dois (moderadamente
melhor) e trés (acentuadamente melhor), independentemente se a cicatriz
considerada melhor tivesse ou nao sido contemplada com a aplicagdo de
PRP. Para essa analise, foram excluidas situagdes nas quais o avaliador ndo
tinha opinido sobre qual a melhor cicatriz entre as duas apresentadas, ou
seja, escore zero (indiferente). Em seguida, a proporgéo dos escores nessas
cicatrizes foi comparada, usando o teste exato de Fisher.

Para efeito de significAncia estatistica, em todas as situagbes
(levemente, moderadamente e acentuadamente) considerou-se o valor de
p menor ou igual a 0,05. As situagdes de concordancias e discordancias
atribuidas as comparagdes.
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Quadro 2: Concordancias, discordancias e escores atribuidos as
comparacgoes, entre cicatrizes com PRP e sem PRP

Descri¢io de concordancias, discordincias e escores atribuidos s comparagdes

aplicacio de PRP ests
melhor

Concordéncia /

Agdes do avaliador frente Di
scordincia | escore Comentérios

_a_si'loa apresentadas atribuido o
Avaliador compara as folos
e diz que cicatriz com Concordancia
aplicacio de PRP esta
melhor N—
Avaliador compara as folos
@ diz que esld indiferente A Indiferente E:::s:a ds: é andult;on;:
qual a cicalriz esta melhor ¥
Avaliador compara folos e
diz que cicatriz sem Discordancia

| Avaliador diz que cicatriz
| que estd avaliando esta
lavemente melhor em

Escore levemente melhor

Se a cicalriz avaliada tiver
recebido PRP, chamamos
de PRP com escore
levemente melhor; caso
contrério chamamos de

acentuadamente melhor em
relacdo a outra

relacio a outra controle com escore
levemente melhor.
So a cicatriz avaliada tiver
recebido PRP, chamamos

Avaliador diz que cicatriz de PRP com escore

que esta avaliando esla moderadamente melhor;

moderadamente melhor em Escore mmmunle caso contrario chamamos de

relacdo a outra controle com escore
moderadamente melhor,
Se a cicatriz avaliada tiver
recebido PRP, chamamos

Avaliador diz que cicatriz de PRP com escore

que esla avaliando esla acentuadamente melhor;

Escore acenluadamenle
melhor

caso contrario chamamos de
controle com escore

acentvadamente melhor.
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4. RESULTADOS

Houve concordancia, em torno de 70%, entre os avaliadores, quanto
a melhor cicatriz, com aplicagcao de PRP, aos quatro dias de pds-operatorio de
abdominiplastias (Figura 1) e mamoplastias (Figura 2) e trés meses (Figura
3) Nao houve diferencgas estatisticamente significativas com 30 dias e 90 dias.
Foram estatisticamente nao significativos quanto a gradagéo dos resultados,
em todos os tempos, porém comprovou-se uma tendéncia a melhor cicatriz
com escores levemente, e moderadamente melhores, naquelas em que foi
aplicado o PRP. Com 12 meses de pds-operatério.com e sem PRP, nao
apresentaram diferengas;

-~

X
Y

L
-

- e

Figum | - Pés-cperatdric oe abdomincolastios em difeentes pacents. COm Qualo
ges (A) ummds (M rés mesres (O) @ 12 meses D

Seomers uuhrh arees 101:“::1&.5.(:.0 SEM PRP Segmenics ccatricss
ssquerdcs (EjemA.B.C.DCOM A ¥ : pele
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Figuro 2 . Cicatnzes de mama de mesma pacenie, com quatro dias
de pos - operatério SEM PRP(A)e COM PRP(8). Cicatnzes de mama de
mesma pacente, com um més de pds-operaténo SEM PRP((C) e COM

PRP (D). Fonte  Elaborada oelo autor
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Figura3 - Catrires de mama (D) de mesma paciente
com 3 mews de pos-operatorioc SEAl PRP(A), mama
eiquerda (E) COM PRP(B).Cicatrizes com 12 meses de
mama D, SEM PRP(C) ¢ de mama E COM PRP (D)
Fonte: Elaborada pelo autor
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Tabela | - Total e percentual de concordéncia, discordancia e indiferentes pela avaliagio, em
4 momentos dififqn:es. de acams com e sem a_apicacao de PRP
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Avaliadores 4 dias 1 més 3 meses 12 meses
Total (%) Total (%) Total (%) Total {ﬂ

Avaliador 1 ' ' " B
Concordantes 34(70,83) 16 (51.61) 14 (66,66) 10 (34.48)
Discordantes 14 (29,16) 15 (48,38) 7(33,33) 17 (58.62)
Indiferentes 0(0,00) 0 (0.00) (0.00) 2(6,89)
Total de cicatrizes 48(100,00) 31 (100,00) 21 (100,00) 29 (100,00)
Avaliador 2
Concordantes 26,5416 17 (54.83) 11(52,38) 10 (34,48)
Discordantes 10 (20,83) 6(19,35) 3(14,28) 11(37.93)
Inarferentes 12 (25,00) 8 (25,80) 7(33.33) 8(27,58)
Total de cicatrizes 48 (100,0) 31 (100,0) 21 (100,0) 29 (100,0)

Tabela 2- Conncordiincia percentual geral e valores de kappa para avaliacdes
cm 4 momentos diterentes de cicatnzes que tiveram ou ndo aplicagdo de PKP

“Tempo de observagio |  Concorrdincia % | Kappa (valor de p)

4 dias

PRP ¢ avaliador 1 70,8 1,42(),002)
PRP ¢ avaliador 2 70,3 0,41(0,006)
Avaliador 1 Avaliador 2 80,4 0,36(0,001)
1 més

PRP ¢ avaliador 1 51,6 0,02(0,451)
PRP ¢ avaliador 2 73,9 0,49 (0,006)
Avaliador 1 e Avaliador 2 452 0,087( 0,232)
3 meses

PRP e avaliador 1 66,7 0,34(0,052)
PRP ¢ avaliador 2 78,6 0,57(0,009)
Avaliador 1 e Avaliador 2 52.4 0,29 (0,016)
12 meses

PRP avaliador 1 37,0 -0,14(0,81)
PRP avaliador 2 47,6 0,18(0,551)
Avaliador 1 Avaliador 55,2 0,28(0,011)
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Tabela 3 - Avaliag8o dos escores (levemente, moderadamente @ acentuadamente melhor),
segundo a escolha da melhor cicatriz por cada avaliador, apés 4 dias da intervengio.
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'Escore atribuido aos 4

—— Tota  SemPRP ComPRP VAlOrde
Avaliador1 i . '
Taotal 48 (100,0) 14 (100,0) 34(100,0)

Levemente Melhor 18 (33.3) 5(35.7) 11(32.4) 0,842
Moderadamente melhor 10 (20.8) 2(14,3) 8023.5)
Acentuadamente meinor 22 (45.8) 7 (50.0) 15(14,1)

Avaliador 2

Total 36 (100,0) 10 (100,0) 26 (100,0) 0,070
Levemente melhor 22 (82.1) 9 (90.0) 13 (50.00

Moderadamente nelhor 13 (36.1) 1(10,0) 12 (46,1)
Acentuadamente nelhor 1(2.8) 0 (0,0) 1(3.9)

Tabela 4 - Avaliagio dos escores (levemente, moderadamente @ acentuadamente melhor)
para a melhor cicatriz, segundo a escolha de cada avaliador, apés 1 més da intervengdo.

EB:GFO atribuido apos 1 Total* Sem PRP Com PRP Valordep
::alslador 1
Total 31 (100,0) 15(100,0) 16 (100,0)
Levemente Melhor 10 (32,3) 7 (46.7) 3(18,8)
Moderadamente Melhor 1135,5) 5(33,3) 6(37.5) 0,451
Acestusdamente Melhor 10 (32.3) 3(20,0) 7(43,7)
Avaliador 2
Total 23(100,0)  6(100,0) 17 (100,0)
Levemente Melbor 19 (82.6) 5(83.3) 14 (82,3)
Moderadamente Melhor 2(8.7) 1(16.7) 1(5.9) 0,731
Acentusdamenre  Melhor 2(8.7) 0(0.0) 2 (11,8)
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Tabela § - Avaliagio dos escores (levemente, moderadamente e acentuadamente melhor)

para a melhor cicatriz, segundo a escolha de cada avaliador, apés 3 meses da intervengo.

Escore atribuido aos 3
meses

Total*

Sem PRP

Com PRP Valor de p

Avaliador 1

Total 21(1000)  7(100,0) 14 (100,0)

Levemente Melhor 10 (47.6) 4(57,1) 6 (42.8) 0.417
Moderadamente Melhor 7(33.3) 3(42,9) 4(28.6)
Acentuadamente Melhor 4 (19.1) 0(0.0) 4(286)

Avaliador 2

Total 14 (100.,0) 3(100,0) 11 (100.0)

Levemente Melhor 12 (85,7) 3(100,0) 9(81,8) 0,999
Moderadamente Melhor 2(14,3) 0(0.0) 2(11,8)
Acentuadamente Mcelhor — 0(0,0) 0(0.0) 0 (0,0)

Tabela 6 - Avaliacio dos escores (levemente, moderadamente e acentuadamente melhor)
para a melhor cicatriz, segundo a escolha de cada avaliador, apdés 12 meses da

intervencao.
Escore atribuido aos
S Total Sem PRP Com PRP Valor de p
* Avaliador 1
Total 27 (100.0) 17 (100,0) 10 (100.0)
Levemente Meihor 11 (40,7) 7(41.2) 4 (40,0
Moaeradamente Melhor 9(333) 7141.2) 2(20,0) 0,420
Acentuadancbte Melhor 7 (25.9) 317D 4 (40,0)
Avaliador 2
Total 21 (100,0) 11 (100,0) 10 (100,0)
Levemente Melhor 15 (71.4) 8(72.7) 7 (70.0)
Moderadamente Melhor 6(28,6) 3(27.3) }(30.0) 0,999
Acentuadamente Melhor 0(0.0) 0(0,0) 2(0,0)

RICO EM PLAQUETAS AUTOLOGO
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5. DISCUSSAO

Uma grande quantidade de trabalhos tem sido publicada nessa area
relatando uso do PRP em processos inflamatorios tendinosos, ligamentares e
processos degenerativos osteomusculares30,33. No entanto, ainda existem
controvérsias quanto aos beneficios de seu emprego. Embora o PRP venha
sendo utilizado em larga escala, principalmente na Medicina Esportiva, as
bases cientificas para sua aplicagdo ainda nao foram totalmente elucidadas.
Revendo a literatura, utilizando como base de pesquisa, Cochrane Library e
PubMed, encontramos apenas doze protocolos de pesquisas randomizadas
relacionadas ao uso do PRP em experiéncias clinicas controladas7,33,38.

Shan et al.12 Em 2013 e Saad et al.13 em 2011 mostraram
resultados satisfatérios com a aplicagdo do PRP em ulceras de membros
inferiores, em pacientes diabéticos, portadores de vasculopatia periférica
grave. Ramos —Torrecillas J et al.14 em 2014, numa revisédo da literatura,
sobre a agdo do PRP e fatores de crescimento, em odontologia, cirurgia
plastica, ortopedia e dermatologia, encontraram diferentes resultados, os
quais atribuiram a auséncia de padronizagdo nos protocolos. Alsousou J.
et al.15 em 2013, com base em revisédo da literatura, mostraram resultados
encorajadores, como maior velocidade de recuperagéo e melhor cicatrizago.
Marques LF et al.16 em 2015, afirmaram que, apesar do grande potencial de
aplicabilidade, a implementagéo terapéutica do PRP, torna-se dificil, devido a
falta de pesquisas relacionadas a padronizagao das técnicas, e a insuficiente
descricado dos procedimentos adotados. Recomendaram maior nimeros de
estudos para determinar a concentragcdo apropriada de plaquetas para as
diferentes condigdes clinicas. Prado R et al17 em 2015, relataram diferentes
protocolos para obtencao dos fatores de crescimento.

Obtivemos o PRP com protocolo descrito por Vendramin et al.'"'® em
2009. Esses autores analisaram sete formas de preparagao do PRP, variando
a forga de centrifugacdo, em gravidade (g) e o tempo de centrifugacao (T).
O melhor protocolo obtido por esses autores foi adotado em nossa pesquisa
que consistiu em dois tempos de centrifugacéo. A primeira centrifugagéo foi a
400 g (gravidade) equivalente a 1300 rpm (rotagbes por minuto) e a segunda
a 800 g (gravidade) equivalente a 2600 rpm (rotagdes por minuto).

A pesquisa avaliou cicatrizes com 4 dias, 1, 3, e 12 meses apoés a
aplicacdo do PRP. As diferengas mais evidentes favoraveis a aplicagédo foi com
4 dias de poés-operatério. Essa observagao foi corroborada principalmente
pelos resultados do avaliador 1, que escolheu como melhor cicatriz aquela
na qual houve aplicagdo do PRP em 70% das vezes. O fato do avaliador 2
ter tido opinido coincidente em apenas 53,4% das vezes pode ser explicado
pelo maior nimero de cicatrizes nomeadas por ele como iguais (indiferente).

Ambos apresentaram P<0,05 e indice Kappa moderado. Os
resultados mostraram que a intensidade na gradacdo da qualidade das
cicatrizes nao foi predominantemente acentuada, porém os avaliadores
foram capazes de discernir as diferengas entre as mesmas. Vale salientar
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que, a diferenca nas cicatrizes foi observada pelos proprios pacientes que,
muitas vezes manifestaram sua opinidao sobre o lado com melhor resultado
estético, coincidindo com o lado em que o PRP foi aplicado.

Também aos 3 meses, a concordancia entre avaliador 1 e o lado
no qual o PRP foi aplicado foi préxima a 70% (66,7%) e o Kappa (0,34),
considerado razoavel e estatisticamente, muito préximo da concordancia além
do acaso (p=0,05). Quando se comparou os avaliadores, os indices Kappa
foram classificados como razoaveis e as concordancias, estatisticamente
além do acaso, para todos os meses, exceto para o primeiro més.

Aos 12 meses, as concordancias nao foram além do acaso. Nessa
fase da cicatrizagdo houve um equilibrio na qualidade das cicatrizes, pois néo
foram observadas diferengas significativas entre os segmentos com e sem
PRP, por ambos os avaliadores.

Para graduar a intensidade das diferencgas entre as cicatrizes com e
sem aplicagdo de PRP, optou-se pela atribuicdo de escores na avaliagdo da
melhor cicatriz. Demonstrou-se que, apesar de uma proporcao de cicatrizes
com a aplicacéo de PRP ter sido apontada como melhor em relagéo as que
nao receberam PRP, a gradacéo na intensidade dessa diferenga observada
ndo foi estatisticamente significativa nos dois grupos de cicatrizes.

Aos 4 dias de avaliagdo, observou-se que o avaliador 1 nomeou maior
porcentagem de cicatrizes com PRP como moderada ou acentuadamente
melhor (23,5% e 44,1% respectivamente), totalizando 67,6%. Quanto
as cicatrizes sem PRP encontrou-se 14,3% e 50,0%, respectivamente,
totalizando 64,3% para o avaliador 1. A mesma tendéncia foi encontrada
para o avaliador 2 nessas cicatrizes, cujos percentuais foram 50,0% e
10,0% respectivamente. Ou seja, as cicatrizes com PRP, foram em maior
medida avaliadas como moderada ou acentuadamente melhor aos 4 dias,
comparadas aquelas sem PRP.

Na avaliagdo de um més de pos-operatorio, manteve-se a tendéncia
observada aos 4 dias. Aproporgao de cicatrizes com PRP, tanto para o avaliador
1 quanto para o avaliador 2, foram classificadas como moderadamente melhor
ou acentuadamente melhor, comparativamente aquelas sem PRP.

Apods 3 meses da intervencdo, manteve-se a tendéncia observada
anteriormente: escores com melhor avaliagdo entre aquelas cicatrizes com
PRP. Os avaliadores 1 € 2 ndao nomearam quaisquer cicatrizes com PRP
como acentuadamente melhor. O avaliador 2 ndo nomeou qualquer cicatriz
sem PRP como moderadamente melhor, sendo este percentual diferente de
zero entre cicatrizes com PRP (18,2%).

Constatou-se uma tendéncia dos avaliadores, a nhomearem como
melhores, as cicatrizes nas quais foi aplicado o PRP. Em dois tempos distintos
(aos 4 dias e 3 meses), a qualidade da cicatriz com PRP foi significativamente
melhor.

O uso intradérmico de PRP autélogo pré-operatério nas margens
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cirdrgicas mostrou-se promissor e benéfico na evolugdo do processo
cicatricial.
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6. CONCLUSAO

A aplicagdo do PRP em feridas cirdrgicas de abdominoplastias
e mamoplastias demonstrou-se segura, sem efeitos colaterais de ordem
sistémica ou locais que pudessem comprometer prejudicar o paciente e o
processo cicatricial.

A melhor eficacia com a aplicacdo do PRP foi observada aos quatro
dias de avaliagdo, quando as melhores cicatrizes foram aquelas que tiveram
a aplicagcdo do PRP. Apesar de o PRP ter se mostrado mais eficaz na fase
inicial de cicatrizagdo, a sua acgéo foi indiferente nos periodos tardios da
cicatrizacdo. Aos doze meses de avaliagdo, houve uma homogeneizacao
na qualidade das cicatrizes, ndo sendo possivel observar-se diferencas
macroscopicas significativas entre os lados com e sem aplicagdo de PRP.

Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas nas
cicatrizes quanto a gradacgao levemente, moderadamente e acentuadamente
melhores nos grupos com e sem aplicagdo do PRP, em nenhum tempo da
pesquisa.
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EVALUATION OF SCARS OF AESTHETIC BREAST AND ABDOMEN SURGERIES
AFTER APPLICATION OF RICH PLASMA IN AUTOLOGOUS PLATELETS

ABSTRACT - Introduction: Platelet Rich Plasma (PRP) is defined as a volume fraction
of autologous blood plasma with concentration above 1000,000 platelets / microl,
Platelets, with Growth Factors (CF) released by them playing an important role in
scar. Methods: We've selected 48 patients after abdominoplasty and mammoplasty
(aged between 22 and 68 years), an experimental, randomized, prospective work.
The PRP was applied on the edges of a scar, for comparison with the opposite scar
segment without the application of PRP. It was assigned a score to the best scar with
values ranging from zero to three corresponding respectively to: indifferent, mildly,
moderately and markedly better. The scars were evaluated by two plastic surgeons
(Evaluator 1 and Evaluator 2), using photographs taken four days, one month, three
months and 12 months post-operatively. Results: There was agreement among raters
in 70% as the best scar being the one with PRP application in the fourth day after the
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operation repeated at three months. Both assessments were statistically very close to
agreement beyond chance, with moderate Kappa index (statistically significant above
0,40). There was no agreement between the two raters in the one-month postoperative
evaluation. However, the two evaluators again present agreement at 12 months, with
poor kappa index (below 0,20), not going beyond chance. As for the scores, there was
the continuing trend of the first four days, with assessments moderately and markedly
better for scars with PRP for both evaluators, but not statistically significant, with p
equal to 0,82 for evaluator 1 and p equal to 0,070 for evaluator 2. One month after
surgery, were considered without significance.

At three months, the scars treated with PRP were considered better. At 12 months, the
evaluator 1 ranked around 40% of scars with PRP as markedly better and 17,7% of the
scars without PRP as markedly better. Conclusion: The intradermal use of PRP was
presented as promising, beneficially contributing in an evident way in the evolution of
the healing process, with best results at 4 days and 90 days after surgery.

KEYWORDS: Blood; Platelet; Platelet-rich plasma; Wound healing; Platelet-derived
growth factor; Abdominoplasty; Mammoplasty; Plastic surgery.
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