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“Diz-se que, mesmo antes de um rio cair no oceano, ele treme de medo. Olha pra
trds, para toda a jornada: os cumes, as montanhas, o longo caminho sinuoso
através das florestas, através dos povoados e vé a gente um oceano tdo vasto que
entrar nele nada mais é que desaparecer para sempre. Porém, ndo hd outra
maneira. O rio ndo pode voltar. Ninguém pode voltar. Voltar é impossivel na
existéncia. Vocé pode apenas ir em frente. O rio precisa se arriscar e entrar no
oceano. E, somente quando ele entra no oceano, é que o medo desaparece porque
S0 entdo o rio saberd que ndo se trata de desaparecer no oceano, mas tornar-se
»
oceano”.
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RESUMO

CORREA, R. B. Aplicabilidade da fluorescéncia induzida por laser na avaliagao
dos enxertos hepaticos humanos. 2010. 73p. Tese ( Doutorado) — Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

A avaliacdo da funcdo do enxerto nas varias etapas do transplante € importante,
particularmente no momento da captacdo, quando a decisdo deve ser feita
rapidamente na utilizacdo do 6érgdo. A espectroscopia de autofluorescéncia é uma
técnica ndo invasiva utilizada para monitorar as condicdes metabolicas do figado
durante a realizacdo do transplante, na avaliacao inicial no doador, na isquemia fria
durante o transporte e na reperfusdo e reoxigenagcdo no receptor. Resultados sao
apresentados em 31 transplantes desde a captacao até o implante. O espectro de
fluorescéncia induzida pelo laser na excitacdo de 532 nm foi investigada antes da
perfusdo fria ( autofluorescéncia), apés a perfusédo fria, no back-table, e apdés 5
minutos e 1 hora apos a reperfusdao. Os resultados mostraram que a analise da
fluorescéncia apresentou sensibilidade para detectar as mudancas no 6rgao durante
todo o procedimento do transplante. A espectroscopia de autofluorescéncia tem o
potencial de fornecer informacGes sobre o enxerto em tempo real, sendo uma
técnica ndo invasiva para monitorar a funcdo do enxerto hepatico. Essas
informacdes podem ser potencialmente valiosas nas decisdes cirdrgicas e no

sucesso do transplante.

Palavras-chave: Laser, Transplante hepatico, Fluorescéncia, Espectroscopia



ABSTRACT

CORREA, R. B. Applicability of laser-induced fluorescence to the assessment
of human liver grafts. 2010. 73p. Tese ( Doutorado) — Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo Preto, 2010.

The assessment of graft function in the various stages of transplant is important,
especially at the time of retrieval when a rapid decision must be made to use the
organ. Autofluorescence spectroscopy is a noninvasive technique used to monitor
the metabolic conditions of the liver during the transplant procedure, at the time of
initial donor assessment, in cold ischemia during transportation, and during
reperfusion and reoxygenation in the recipient. The results of 31 transplants from
retrieval to implantation are reported. The spectrum of laser-induced fluorescence at
532 nm excitation was investigated before cold perfusion (time 1 — T1), after cold
perfusion (T-2), on the back-table (T-3), and 5 minutes (T-4) and 1 hour (T-5) after
reperfusion. Analysis of the results showed that fluorescence was sensitive in
detecting the changes occurring in the organ throughout the transplant procedure.
Autofluorescence spectroscopy had the potential to provide information about the
graft in real time, representing a noninvasive technique for the monitoring of liver
graft function. This information is potentially valuable for surgical decisions and for a

successful transplant.

Key words: Laser, Liver transplantion, Fluorescence, Spectroscopy
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1.1. ASPECTOS HISTORICOS DO TRANSPLANTE DE FIGADO

Entre os notaveis avangos do século passado, inclui-se a possibilidade de
tratamento da faléncia de alguns 6rgéos pela sua substituicdo, o transplante. Apesar
das tentativas anteriores de transplante de tecidos, a era moderna de estudos
cientificos na area iniciou-se no comeco do século passado com o autotransplante bem-
sucedido de rim, em 1902, por Emerich Ullmann. Alexis Carrel, pouco tempo depois,
verificou que auto-enxertos de rins, em caes, permaneciam sem problemas por tempo
indeterminado. Por outro lado, aloenxertos renais rapidamente param de funcionar
(apud TURKA, 2001). Somente com a compressao das fungdes do sistema imune e o
desenvolvimento dos medicamentos imunossupressores modernos € que se chegou ao
estado atual de transplante de 6rgaos.

O primeiro transplante de figado foi experimentalmente realizado por Welch, em
1955 com Welch, e sua aplicagao clinica deu-se em 1963 com Starzl em Denver nos
Estados Unidos, mas com resultados insatisfatorios. S6 em 1967, Starzl realizou o
primeiro transplante clinico com sucesso em uma crianga, que morreu
aproximadamente doze meses apoés o transplante, de recidiva tumoral (STARZL, 1988).
No Brasil o 1° transplante de figado foi realizado em 1968, no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, pela equipe do Prof. Marcel
Cerqueira César Machado, mas a semelhanca do que ocorrera com Starzl, em sua
primeira série, em 1963, os pacientes morreram no pos-operatorio imediato, com
alteracdes hidroeletroliticas e hiperosmolares mal compreendidas na época.

Em 1978, ocorreu um fato importante para o desenvolvimento dos programas de
transplantes, que foi o aparecimento de uma nova droga imunossupressora, a
ciclosporina.

Outro marco no desenvolvimento do transplante de figado ocorreu em 1983,
quando o Ministério da Saude dos Estados Unidos promoveu uma reunido em
Washington, envolvendo especialistas de diversas areas, onde definiram-se as
principais indicacdes, contra-indicacdes, as necessidades institucionais e, mais do que
isso, talvez o aspecto mais importante do encontro, o posicionamento de que o
transplante de figado deixava de ser um procedimento experimental para ser um

procedimento terapéutico (National Institutes of Health, 1984).
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O primeiro transplante bem sucedido da América latina, com sobrevida a longo
prazo, ocorreu apenas em 1985, no mesmo Hospital, realizado pelo Prof. Silvano Raia e
sua equipe (MIES, 1998).

Outro evento importante na histéria do transplante de figado ocorreu em
Pittsburg, em setembro de 1987. Nessa época, realizou-se um simpdsio internacional
para homenagear Starzl pelos seus 25 anos de dedicagdo aos transplantes. Nesse
simposio, Folker Belzer, da Universidade de Wisconsin, apresentou uma nova solugao
de preservagdo de oOrgaos, chamada de solu¢do de UW-Belzer, ulteriormente
comercializada sob o0 nome de Viaspan. Essa solugao permite preservar o figado por
um tempo muito maior que as solugdes anteriores. Com o tempo de isquemia fria de até
24 horas, o transplante de figado passou a ser realizado de forma semi-eletiva,
facilitando enormemente a logistica do procedimento e a programacdo do centro
cirurgico (JAMIESON, 1987).

No Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-
USP), o Prof. Orlando de Castro e Silva e equipe realizaram o primeiro transplante de
figado no dia dois de maio de 2001, consolidando o programa de transplante hepatico
no interior do estado de Sao Paulo (CASTRO E SILVA, 2001).

O transplante hepatico tornou-se, definitivamente, a terapia de escolha para os
pacientes portadores de doenga hepatica crénica ou aguda, nos quais os tratamentos
conservadores ndo se mostraram efetivos. Objetiva-se assim, a melhora da sobrevida

bem como da qualidade de vida dos pacientes.

1.2. FLUORESCENCIA INDUZIDA POR LASER E TRANSPLANTE DE FIGADO

1.2.1. Introducéao

Técnicas de espectroscopia Optica tém sido investigadas ultimamente em busca
de novos métodos minimamente invasivos ou mesmo nao invasivos para a
caracterizagcao de tecidos ou para investigacdo e analise de diversos parametros
teciduais. Quando comparadas com técnicas de imagem baseadas na radiagao
ionizante ou técnicas de ressonancia magnética, o diagnéstico por fluorescéncia € uma
técnica de inspecao da superficie, uma vez que a luz de excitagcdo da fluorescéncia
penetra apenas nas camadas superficiais dos tecidos biolégicos. Sistemas que

conseguem imagens a partir das superficies teciduais sdo importantes, do ponto de
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vista diagnéstico, por permitirem analisar grandes areas sem remover tecidos. Outra
vantagem das técnicas opticas € a possibilidade de resposta rapida, a informacao é
coletada in situ. O diagnostico histopatologico das biopsias ndo pode ser realizado
localmente, estando a resposta, dependente do processamento do tecido removido, da
sua fixacdo, desidratacdo e coloragéo, podendo o resultado demorar alguns dias. A
base comum de todas as técnicas oOpticas € que alteracgdes fisioldgicas, morfoldgicas ou
mesmo bioquimicas, associadas as lesdes, afetam a interagdo da luz com o tecido e
consequentemente a fluorescéncia emitida. Portanto o aspecto-chave é encontrar os
padroes de sinais Opticos caracteristicos para cada situacao clinica. Esses métodos tém
sido desenvolvidos principalmente na area de oncologia, onde o diagnéstico precoce €
essencial para um bom prognéstico do paciente, mas sua aplicagdo tem sido ampliada
para outras areas (CHEONG, PRAHL, WELCH, 1990).

O fenébmeno da fluorescéncia foi descoberto por Stokes, em 1852, quando notou
esse tipo de emissdo de fluoreto. Ele verificou que, quando iluminadas com luz
ultravioleta (UV), as amostras de fluoreto emitiam radiagdo em comprimentos de onda
maiores, mas foi somente no século 20 que o potencial da fluorescéncia para fins
médicos comegou a ser investigado. Stubel, em 1911, notou que tecidos de animais
emitiam luz fluorescente, quando expostos a radiagcdo UV. A fluorescéncia era

observada a olho nu e classificada com a coloragédo da luz emitida (WANG,1999).

1.2.2. Autofluorescéncia tecidual

Os tecidos biolégicos sdo compostos por diversas biomoléculas e estruturas que
interagem com os fétons (cromoéforos), dependendo do tipo de interagdo observada,
elas podem ser denominadas como absorvedores (grupos quimicos que absorvem a
luz e ndo produzem fluorescéncia), espalhadores (estruturas que alteram a diregdo do
féton incidente, mas conservam sua energia) e fluoréforos (grupos quimicos que podem
converter a luz absorvida em fluorescéncia). As propriedades Oopticas de cada
cromoforo dependerdo do comprimento de onda de excitagao e do tipo de tecido, uma
vez que a maioria dos croméforos é sensivel ao ambiente em que se encontra e, em
particular, ao estado metabdlico tecidual (RAMANUJAM et al, 2000; GEORGAKOUDI
et al, 2003; Da COSTA et al, 2003). O espalhamento da luz nos sistemas biolégicos é
em decorréncia das heterogenidades dos indices de refragdo das estruturas celulares e

teciduais. A autofluorescéncia tecidual, a fluorescéncia decorrente dos fluoréforos
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endogenos, ¢é alterada por fendmenos de absorcao e espalhamento que ocorrem antes
da coleta (medida). Os principais fluoréforos envolvidos na fotodetecgdo estédo
presentes em ceélulas ou na matriz tecidual como colageno, elastina, queratina, NADH e
porfirinas  (RAMANUJAM, 2000). Modificagbes teciduais decorrentes do
desenvolvimento de patologias, como processo inflamatério, alteracdo metabdlica,
mudancas bioquimicas e estruturais induzirdo alteragdes das quantidades totais e
relativas dos fluoroforos, absorvedores e espalhadores, modificando o comportamento
da interacao luz/ tecido normal.

A discriminacao tecidual a ser alcangada dependera das alteragcbes associadas a

patologia investigada e pode ser realizada em trés niveis: molecular, celular e tecidual.

1.2.3. Principios basicos

Moléculas biologicas sao em geral configuragdes eletrébnicas muito complexas.
Quando uma molécula em seu estado fundamental absorve energia suficiente, a partir
da luz incidente, ela é excitada para um estado eletrbnico de maior energia. Essa
transicao eletrbnica das moléculas ocorre tdo rapido que o nucleo ndo muda suas
posi¢cdes relativas no movimento vibracional. Isso leva a uma excitagdo que nao
necessariamente € o menor nivel vibracional no estado excitado, mas frequentemente
um nivel maior. Uma vez que os estados excitados sao instaveis, a molécula tende a
perder o excesso de energia e a retornar ao nivel de menor energia. Segue-se um
rapido relaxamento para o menor nivel rotacional-vibracional do estado excitado. Esse
processo chama-se conversao interna (Cl). O tempo de relaxamento é da ordem de um
picossegundo (0s). A energia perdida nesse relaxamento pode ser absorvida pelas
moléculas vizinhas e convertidas em calor, em um processo nao radioativo, isto €, sem
emissao de luz. Apds as perdas de energia pela Cl no estado excitado, a molécula
tende a retornar para o estado fundamental e esse processo pode ocasionar a emissao
de fétons. Esse processo chama-se fluorescéncia e a luz emitida, quando comparada a
luz de excitagcdo, se move em dire¢do ao espectro vermelho (conhecido como
deslocamento de Stokes), devido a energia perdida pela CI (Figura 1) (REDMOND,
2003). O tempo de fluorescéncia é da ordem de nanossegundos (ns) (KLINTERBERG,
1999; WANG, 1999).
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Figura 1: Diagrama de Jablonski, representando esquematicamente a transicdo de uma molécula do
estado fundamental (Sp) para um estado excitado (S,) e o retorno para o estado fundamental por
fluorescéncia (F) ou conversao interna (CI).

1.2.4. Principios de detecc¢éao otica

A detecgao optica foi chamada por varios autores como “biopsia optica” na
hipotese de substituicdo da bidpsia convencional e histopatologia por métodos opticos.
Basicamente, a avaliagdo é feita iluminando e coletando a luz re-emitida pelo tecido
alvo. A informacéao coletada através das técnicas 6pticas sera decorrente da resposta
de um tecido biolégico apds as interagdes com uma luz incidente. Tipos distintos de
interacdo resultam em técnicas diferentes de investigacdo. A forma dominante de
interacao luz/tecido bioldgico € o retro-espelhamento elastico, ou seja, a luz reemitida
pelo tecido e coletada para analise, apresenta comprimento de onda semelhante ao da
luz incidente (excitagédo). Esse tipo de medida traz informagéo das caracteristicas de
absorcgéo e espalhamento do tecido alvo. Existem diversos componentes bioldgicos que
sdo absorvedores e/ou espalhadores. Cada biomolécula, em funcdo de sua estrutura
quimica, absorve fotons de determinados comprimentos de onda. Ao utilizar uma luz
incidente correspondendo a uma das bandas de absorcdo de uma biomolécula, é
possivel identifica-la por auséncia de luz re-emitida na area iluminada. Em uma
imagem, por exemplo, areas com alta absorgéo poderéo ser identificadas como regides

escuras. Nos tecidos existem também biomoléculas que funcionam como centros
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espalhadores de luz; o caminho dos fotons € alterado, a direcdo de propagacéo é
modificada, mas o féton ndo é absorvido. Maior espalhamento difuso resulta em uma
menor quantidade de luz coletada em uma unica dire¢gdo e assim pode levar a
determinacado de uma maior quantidade relativa de estruturas espalhadoras.

Quando um tecido é iluminado, parte da luz é refletida pela superficie (reflexao
especular), parte € espalhada no interior do tecido (espalhamento difuso), parte
transmitida (os fotons ndo tém seu caminho alterado), e parte € absorvida (absorgao).
Parte da luz espalhada e da fluorescéncia podem ser re-emitidas e coletadas na
superficie do tecido.

A fluorescéncia € um tipo de interagcao que pode ser observada. Basicamente, a
energia luminosa absorvida excita as biomoléculas que passam a um estado energético
maior. A tendéncia da biomolécula é retornar ao estado fundamental, ou seja, de menor
energia. A liberagao desse excesso de energia pode ocorrer por fenbmenos de vibragao
(ndo-radioativo), mas também resultar na emissao de fétons, isto é, fluorescéncia. As
biomoléculas que emitem fluorescéncia sdo denominadas fluoréforos, e apresentam
bandas de emissao caracteristicas em fungdo do comprimento de onda empregado na
excitagao, possibilitando a sua discriminagao 6ptica. Um mesmo componente biolégico
pode funcionar como absorvedor/fluoréforo ou espalhador dependendo do comprimento
de onda empregado para a excitagao.

Os tecidos biolégicos sdo opticamente turvos, os fenébmenos de espalhamento e
absorcédo tém maior probabilidade de ocorrer do que a conversdo em fluorescéncia.
Uma Iluz monocromatica incidente na superficie do tecido sera espalhada
intersticialmente, podendo ser absorvida ou difusamente espalhada. A luz absorvida
pode ser convertida para fluorescéncia, que por sua vez sera espalhada e podera ser
reabsorvida ou sair pela superficie do tecido. A fluorescéncia re-emitida detectada na
superficie tecidual é resultado da contribuicdo ndo apenas dos fluoréforos, mas também
dos absorvedores e espalhadores teciduais (GEORGAKOUDI et al , 2003; RICHARDS-
KORTUM et al, 2003). A complexidade e variabilidade das estruturas celulares e dos
componentes teciduais fazem com que seja muito dificil prever o comportamento da luz
no interior dos tecidos biolégicos, e consequentemente da fluorescéncia produzida
(GEORGAKOUDI et al , 2003).

Para a excitacdo do tecido usualmente sdo empregados fontes de luz com
banda de emissao bastante estreita, como no caso das lampadas de xendnio e

mercurio, ou sistema laser. A monocromaticidade possibilita uma maior seletividadede
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na excitacdo dos fluoréforos, absorvedores e/ou espalhadores, tornando o processo
mais eficiente e, portanto, mais evidente a sua identificacdo. A regido mais usada para
excitagao de tecidos bioldgicos € a regido ultravioleta do espectro eletromagnético, com
fétons de alta energia e com alta absorgao pelos tecidos bioldgicos. A regido inicial do
espectro visivel - violeta, azul e verde — também pode ser empregada com ligeiro
aumento do volume tecidual excitado uma vez que a profundidade de penetragdo no
tecido bioldégico € comparativamente maior. Dependendo da luz de excitagao
empregada, a absor¢do pelos componentes teciduais sera diferente e,
consequentemente, havera contribuicdo de biomoléculas distintas para a luz coletada.
Equipamentos usados para a investigacao de fluorescéncia geralmente sao
divididos em duas categorias: espectroscopia e sistemas de imagem. A espectroscopia
de fluorescéncia oferece toda a informagédo espectral para cada ponto investigado,
enquanto nas técnicas de imagem apenas uma fragdo de toda informagéao espectral é
normalmente usada, uma vez que se avalia apenas a diferenciagcdo de coloragcdo do
tecido; assim, a regido do espectro visivel com maior intensidade de emisséo sera
visualizada. A primeira categoria inclui sistemas que s&o usados para caracterizar a
amostra em um unico ponto por meio da captacao da intensidade da fluorescéncia, o
espectro ou o tempo de vida. Geralmente apenas uma pequena area (habitualmente 1
mm?) é investigada por vez; no entanto, pode-se coletar informagdes de diversos
pontos, analisando assim, uma grande area da lesdo. A espectroscopia de
fluorescéncia oferece muita informagao sobre uma pequena area. Para investigar areas
maiores de relevancia clinica, sem fazer uma amostragem aleatéria, € necessaria uma
técnica de imagem (KURACHI, 2005; LANE et al, 2006). A fluorescéncia permite analise
detalhada da luz emitida, com a obtengado da intensidade para cada comprimento de
onda e, neste caso, a investigagdo € por ponto analisado. Usualmente, um sistema
composto por um laser de excitagdo, uma sonda de investigacdo para a entrega e
coleta da luz e um espectrofotdbmetro sdo utilizados. No caso da avaliagado dos tecidos
bioldgicos, o intervalo de leitura espectral € basicamente na regido do visivel. A
avaliagao clinica € realizada posicionando a sonda de investigagdo em contato com a
superficie do tecido. A sonda possui uma fibra dptica conduzindo a luz de excitagao e
uma ou mais fibras de leitura que coletam a luz re-emitida pelo tecido e conduzem para
o espectrofotbmetro. O espectrofotbmetro € um equipamento que possibilita a
quantificacdo da intensidade luminosa em cada comprimento de onda. Usualmente a

luz de excitagdo € um laser, devido ao acoplamento 6ptico e monocromaticidade.
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O estabelecimento dos parametros Opticos de leitura, como o melhor
comprimento de onda de excitagcdo, e das assinaturas espectrais de cada tipo de lesao
deve ser realizado. A partir disso, estudos clinicos sdo necessarios para a determinacao
dos indices de sensibilidade e especificidade da técnica, comprovando ou nao sua

eficacia como método de diagndstico.

1.3. LESAO DE ISQUEMIA E REPERFUSAO DO FIGADO

1.3.1. Introducéao

A perfusdo do sangue em um figado previamente isquémico induz a lesao
tecidual grave, a qual € chamada de injuria de isquemia e reperfusdo (SERRACINO-
INGLOTT et al, 2001). A privagéo de oxigénio para o figado durante a isquemia induz
lesbes graves, mas a lesdes mais graves sao encontradas apoés a reperfusao, quando a
entrada de oxigénio nos tecidos é restaurada (GLANTZONIUS et al, 2005). A isquemia-
reperfusdo (I/R) causa a indugdo de multiplos processos inflamatérios locais e
sisttmicos que definem a complexa fisiopatologia da injuria I/R. Essa injuria é
caracterizada por vasoconstriccdo sinusoidal, acumulo de neutrdfilos, agregacgao
plaquetaria e alteragbes na permeabilidade capilar levando a uma progressiva reagao
inflamatodria com importantes alteragdes na microcirculacido que poderao levar a morte
celular difusa e consequente faléncia do enxerto (SERRACINO-INGLOTT et al, 2001).
A progresssao da injuria I/R depende primariamente da presenca de alteragdes
parenquimatosas pré-existentes, entre as quais esteatose e fibrose hepaticas, bem
como a duragdo do tempo de isquemia (ISOZAKLet al, 1995). Quando o aporte de
oxigénio aos hepatdécitos torna-se insuficiente como resultado da redugao ou auséncia
do fluxo de sangue, ocorre a inibicdo da fosforilagdo oxidativa mitocondrial com a
subsequente reducao na sintese de adenosina trifosfato (ATP). A deplecdo de estoques
celulares de ATP induz a alteragbes no transporte idnico transmembrana pela inibicao
da Na'/K*ATPase dependente de ATP, causando mudangas no influxo de sédio e cloro,
acumulo de sddio intracelular, alteragdes secundarias na homeostase do calcio e,
particularmente, inchago e morte celular (BELZER et al, 1988). A injuria hepatica pode
ser dividida em quente (normotérmica), fria (hipotérmica) e reaquecimento (durante o
periodo de implantagdo do enxerto) (SELZNER et al, 2003). Embora o0 mecanismo

basico dessas categorias de injuria de isquemia seja similar em todos os casos,
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diferengas significativas entre elas podem ser observadas. O principal local onde a
isquemia fria ocorre sdo nas células nao parenquimatosas, que compreende as células
endoteliais sinusoidais (SEC), células de Kupffer (KC), células estreladas e células
biliares epitelias, e a isquemia quente ocorre nos hepatdcitos (IKEDA et al, 1992). O
periodo da isquemia de reaquecimento envolve preferencialmente os hepatécitos. A
isquemia fria & associada com a redugao da fosforilacao oxidativa, baixos niveis de ATP
celular, aumento da glicogendlise, enquanto a isquemia quente leva a uma grande
disfungédo mitocondrial e stresse oxidativo (MOCHIDA et al, 1994). Embora, o insulto
isquémico direto determine um dano significativo as células do figado, a leséo tecidual
originada durante a reperfusao € muito mais grave. Uma intensa resposta inflamatoria
se inicia prontamente apos a restauragcdo do fluxo sanguineo, tendo sido reconhecida
como 0 mecanismo chave da injuria hepatica de reperfusdo (JAESCHKE et al, 2003).
Estudos com modelos experimentais de injuria I/R tém mostrado evidéncias da
deficiéncia da perfusdo na microcirculagao hepatica, da ativacao das KC, neutrdfilos,
SEC, linfocitos T CD4+ e a subsequente geragdo de espécies reativas de O2 (ROS),
citocinas e fatores quimiotaticos como sendo os episédios mais importantes na
patogénese da injuria I/R (JAESCHKE et al, 2003). A ativacdo das KC tem sido
considerada o evento central na fisiopatologia da injuria I/R precoce, levando a geragao
de ROS e outros mediadores inflamatorios, entre os quais, citocinas (TNF-a, IL-1) e
mediadores vasoativos (6xido nitrico, endotelinas) (JAESCHKE et al, 2003). Durante as
primeiras horas de reperfusdo, ROS sdo gerados por KC, os quais podem agir
diretamente como citotoxinas para hepatdcitos e SEC, contribuindo para o progresso da
injuria hepatica. Outras fontes adicionais de ROS sdo as mitocondrias hepaticas e o
sistema xantina/xantina oxidase (JAESCHKE et al, 2003) ( Figura 2).
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INJURIA DA ISQUEMIA E REPERFUSAQO NO FiIGADO

Figura 2: /R ativam KC, as quais podem gerar ROS e citocinas (TNF-a e IL-1). O imbalango entre
endotelinas (ET) e 6xido nitrico (NO) produzidos pelas SEC causam vasoconstric¢do ativa, estreitamento
do limen sinusoidal e subsequente faléncia da microcirculagdo. TNF-a e IL-1 promovem a ativagédo de
neutrofilos (PMN), recrutamento e migragdo transendotelial que culminard na injuria das SEC e
hepatocitos induzida por PMNs, através da liberagdo de ROS e proteases. Estreitamento sinusoidal
também contribui para o acumulo de PMNs no figado (JAESCHKE, 2003).

1.3.2. Faléncia da microcirculagdo nainjuria de I/R

Microcirculagcao hepatica compreende um unico sistema de capilares, chamados
sinusoides, os quais sdo revestidos por um particular endotélio fenestrado com alta
permeabilidade que permite contato maximo entre hepatdcitos e sangue (McCUSKEY
et al, 2000). O disturbio na microcirculagdo € o evento principal da injuria I/R
(CLEMENS and ZHANG, 1999). E bem estabelecido que a severidade das desordens
na microcirculacédo esteja fortemente correlacionada a amplitude da injuria I/R
(VOLLMAR et al, 1994). Na fase precoce da reperfusao (2 horas apés a restauragao do
fluxo sanguineo), a quebra do transporte ativo de ions transmembrana secundario a
deficiéncia de energia induzida pela isquemia, resulta em vacuolizagao e inchago das
SEC, bem como estreitamento do Ilumen sinusoidal, sendo os fatores iniciais
responsaveis pela ocorréncia das desordens na microcirculagdo durante a reperfuséo.

(VOLLMAR et al, 1994). Em adicdo a formagdo do edema intracelular, tem sido
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evidenciado o alargamento do espaco perisinusoidal Disse’s, acumulo microvascular de
neutréfilos, hemoconcentracao intravascular, decréscimo da velocidade dos eritrocitos e
extravazamento de células sanguineas vermelhas devido a perda da integridade
endotelial. (VOLLMAR et al, 1994). Entretanto, alteragcbes como a vasoconstricgao
capilar, secundaria ao imbalaco entre ET e niveis baixos de NO, sao o fator de maior
contribuicdo para a deteriorizagdo da microcirculagao durante o periodo de reperfusdo
(McCUSKEY et al, 1996). A vasoconstricgdo ativa, induz a uma exclus&o progressiva de
sinusodides da perfusdo, contribuindo para uma piora local do fluxo sanguineo e do
suprimento de oxigénio. Certamente, este fato contribui para o prolongamento do
periodo de hipdxia nos lobulos hepaticos, exarcebando entdo a injuria isquémica
tecidual (CLEMENS and ZHANG, 1999; VOLLMAR et al, 1994). Em adigéo, os
disturbios na microcirculacdo, podem ser causados pela ativacdo da cascata de
coagulagéo e deposicéo de fibrina durante a reperfusdo (ARAI et al, 1996). Embora o
dano isquémico celular seja mais pronunciado na zona acinar pericentral (zona 3),
depois da reperfusdo, a falha mais proeminente da perfuséo sinusoidal foi observada na
zona periportal (zona 1) (VOLLMAR et al, 1994). Isto é consequéncia de pelo menos 2
fatos: primeiro, o estreitamento luminal devido ao inchaco das SEC resulta em déficit na
microcirculagao periportal, visto que o0s sinusoides periportais tém normalmente
didmetros pequenos com alta ressisténcia ao fluxo sanguineo quando comparados com
os sinusoides pericentrais (KOMATSU et al, 1990). Segundo, a maior populagéo das
KC (2/3) é localizada na zona 1, mostrando comumente um largo tamanho com relagéo
aqueles localizados na zona 3 (VOLLMAR et al, 1994). Inicialmente, acreditava-se que
o0 acumulo e a adesdo de neutrofilos, bem como de plaquetas, nos sinusdides
hepaticos, poderiam obstruir o lumen, originando disturbios circulatérios chamados de
fenbmeno “no-reflow” (KOO et al, 1992). Entretanto, investigacdes posteriores
argumentaram contra esta hipotese. Entdo, durante a reperfusao in vivo, a estase de
neutrofilos nos sinusdides foi frequentemente evidenciada, mas essa obstrugao
neutrofilica n&do necessariamente ocluia o lumen capilar (VOLLMAR et al, 1996).
Recentes investigacdes tém confirmado que o fator causal principal da piora da
microcirculacédo poés-isquemia € o0 aumento local desse potente peptideo
vasoconstrictor, as ET, as quais s&do produzidas durante estagios precoces da
reperfusdo, causando redug¢do do didmetro sinusoidal com a subsequente indugéo do
desarranjo na microcirculagdo (McCUSKEY et al, 1996; NAKAMURA et al, 1995). ET

sao provavelmente liberadas pelas SEC, KC e células estreladas em resposta a hipdxia,
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espécies reativas de O2 e citocinas pré-inflamatérias (URAMAKI et al, 1997). O NO é
um potente vasodilatador envolvido na regulagdo da microcirculacao hepatica, pois
atenua a piora na perfusédo sinusoidal, melhorando a oxigenagao tecidual hepatica e
contrabalanceia os efeitos transitorios das ET durante as fases precoces da reperfusao
(PANNEN et al, 1998). Em adigdo, a geragao de peroxinitrito, um potente oxidante
formado pela reacdo do NO com anion superdxido, pode causar injuria através da
peroxidacao lipidica, inibicdo direta da respiragdo mitocondrial, inibicdo da atividade da
atividade da Na'/k™ ATPase ou modificagdo de proteinas oxidativas (GLANTZOUNIS et
al, 2005).

1.4. ESTEATOSE HEPATICA E FALENCIA DO ENXERTO

Esteatose hepatica é o resultado do acumulo anormal de triacilglicerol dentro do
citoplasma dos hepatdcitos. A esteatose pode ser quantificada de acordo com a
infiltragdo gordurosa nos hepatocitos, em leve (menos de 30% dos hepatdcitos tém
vacuolos de gordura dentro do citosplasma), moderada (entre 30 a 60%) ou severa
(mais que 60%) (D’ ALESANDRO et al, 1991). Histologicamente, ela é classificada em
micro e macroesteatose. Em 1987, um estudo clinico correlacionou a presenca de
esteatose e faléncia primaria do enxerto (PORTMANN et al, 1987). E bem estabelecido
que a esteatose represente um fator de risco associado a viabilidade do enxerto
hepatico apdés o transplante de figado. Entretanto, devido a falta de érgaos para
transplante, faz com que as equipes utilizem figados com esteatose moderada,
aumentando a vulnerabilidade para a injuria de I/R. Recentes investigagbes
demonstram que ratos com macroesteatose hepatica sdo mais susceptiveis a injuria I/R
do que aqueles com microesteatose (IJAZ et al 2005). O depdsito de triglicérides na
forma de goticulas de gordura intracitoplasmaticas, esta associado ao aumento do
volume hepatocelular, o qual pode induzir a distorgdo e estreitamento dos sinusoides,
com redugao do didmetro luminal de até 50% quando comparado com figados normais
(TERAMOTO et al, 1993). Consequentemente, o aumento na infiltracdo hepatica é
consistente com a aparicéo de alteragbes severas no fluxo sanguineo do figado e na
microcirculagao hepatica. Nesta linha, tem sido sugerido que as alteragbes na perfusdo
sinusoidal na esteatose macrovesicular podem estar associadas a mecanismos de

compressao do espaco sinusoidal pela esteatose e pelo inchago neutrofilico
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(TERAMOTO et al, 1993). O desbalanco entre ET/NO também contribui no desarranjo

da microcirculagao hepatica em figados esteatoticos (IJAZ et al, 2005).

1.5. O DOADOR MARGINAL

O transplante ortotopico de figado passou a ser considerado como um método
terapéutico para doengas terminais hepaticas em meados da década de 80. Desde
entdo, o numero de pacientes na fila por um 6rgdo vem crescendo substancialmente
em relagao ao numero de doadores disponiveis, aumentando-se, consequentemente, o
tempo de espera por esta cirurgia. (ADAM, 1991; ABOUNA, 1997). Muitas opgdes
técnicas tém sido utilizadas para reduzir o tempo de espera em lista, a escassez de
doadores e a mortalidade em lista de espera, como o transplante intervivos, o split-liver
e o transplante dominé. Outra alternativa ¢é a utilizagdo dos doadores marginais. A
dificuldade principal € em caracterizar quais critérios a serem usados na selecao desses
doadores. O termo marginal foi originalmente aplicado no passado para caracterizar
enxertos de doadores “velhos”, mas a definigdo mudou, e agora € usada para se referir
a enxertos de doadores de “alto risco” , com base em critérios demograficos, clinicos,
laboratoriais e histolégicos.

Recentes publicagbes tém sugerido critérios na selegdo desses doadores
marginais: (SCUDERI, 2006)

e BRICENO et al, 2002 : idade > 60 anos,mais de 4 dias em UTI, macroesteatose
moderada e severa, TIF > 14 horas, uso de altas doses de drogas ionotropicas.
SALIZZONI et al, 2003 : idade > 65 anos, macroesteatose > 15%, TIF > 10
horas.

TISSONE et al, 2004 : idade > 50 anos, macroesteatose > 50%, mais de 4 dias

em UTI, hipotensdo por mais de 1 hora e com PAS< 60 mmHg, uso de

dopamina > 14pg/Kg/min, TIF > 14 horas, Na'> 155mEq/L, sepses, infecgbes
virais, alcoolismo, altos niveis de bilirrubinas, TGO(AST) e TGP(ALT), neoplasia
extra-hepatica, obesidade (IMC> 27).
TEKIN et al, 2004 : idade > 60 anos, grau de esteatose, TIF > 12 horas.
MONTALTI et al, 2004 : idade > 70 anos, esteatose leve e moderada , AQHBS+,
anti-HCV+.

ROCHA et al, 2004 :
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- critérios maiores: idade > 55 anos, TGP(ALT) > 150 UI/L, Bb > 2mg/d|, Na* >
150 mEg/L, altas doses de dopamina, parada cardiaca, internagao em UTI por
mais de 5 dias, macroesteatose moderada e severa.

- critérios menores: dopamina < 10 ug/Kg/min, alcoolismo, uso de drogas, menos
de 4 dias em UTI, microesteatose de qualquer grau, macroesteatose leve.

e TOTSUKA etal, 2004 : TIF > 12 horas, TIQ > 45 min, Na* > 155 mEg/L, enxerto
importado.

e RENZ etal, 2005: idade > 65 anos, parada cardiaca, anti-HCV+, AgHBS+, split-
liver, hipernatremia, priorizagdo para hepatocarcinoma, esteatose

e ANGELICO et al, 2005 : idade > 50anos, instabilidade hemodinamica, tempo de
UTIl por mais de 5 dias, hipernatremia, anti-HCV +, AgHBS +, esteatose

macrovesicular > 25%.

O termo doador marginal tem sido frequentemente empregado na literatura nos
ultimos anos, mas até o presente momento, ndo existe uma concordancia na sua
definigdo precisa ou nos parametros utilizados para caracteriza-lo, sendo necessaria
ainda uma padronizagdo mundial, tendo em vista a crescente utililizacdo desses
doadores, mediante a escassez de 6rgaos e a gravidade dos pacientes em listas de

espera.
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Avaliar a aplicabilidade da fluorescéncia induzida por laser na deteccao de
alteragdes morfolégicas e bioquimicas nos enxertos hepaticos humanos, em diferentes

fases de perfuséo (fria e quente).



3. MATERIAIS E METODOS I
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3.1. CONSIDERACOES INICIAIS

Foram avaliados 31 enxertos hepaticos de pacientes submetidos ao
transplante de figado do Grupo Integrado de Transplante de Figado do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, com doador cadaver,
no periodo de abril de 2006 a maio de 2009. Os transplantes foram realizados de
acordo com a Lei Federal n. 9.434 , de 4 de fevereiro de 1997; Decreto n. 2.268 , de
30 de junho de 1997; Portaria GM n. 3.407 , de 5 de agosto de 1998; e Lei Federal
n. 10.211 , de 23 de margo de 2001.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Médica da FMRP-USP. A familia
do receptor foi comunicada e esclarecida sobre a realizagdo deste estudo clinico,
autorizando sua realizagao através da assinatura do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido.

As analises bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Bioquimica e
Transplante de Figado, Setor de Cirurgia Experimental e Técnica Cirurgica do
Departamento de Cirurgia e Anatomia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto — USP.

As analises histologicas foram realizadas pelo Departamento de Patologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP.

A analise 6ptica foi realizada pelo Instituto de Fisica da USP-S&o Carlos.
3.2. INCLUSAO DO PACIENTE

A avaliacdo do paciente com doenca hepatica foi realizada pelos médicos do
Grupo Integrado de Transplante de Figado, analisando-se criteriosamente a
necessidade da indicagdo do transplante hepatico (TH), sendo todos os casos
discutidos em reunido do Grupo.

3.3. INDICACAO DO TRANSPLANTE

Os critérios minimos para o cadastramento de receptores potenciais no

Cadastro Técnico Unico para transplante de figado — doador cadaver, foram:

e Hepatopata crénico, com pelo menos uma das seguintes complicagdes:
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Hemorragia digestiva de repeticdo, com dois ou mais episodios distintos
Ascite de dificil controle clinico

Encefalopatia hepatica ou porto-sistémica refrataria

Peritonite bacteriana espontanea de repeticao

Sindrome hepato-pulmonar

Queda significativa do estado geral

Letargia

Osteodistrofia metabdlica

e Hepatopata crénico classificado como Child-Pugh B ou C

(por pontuacao), independente de complicagbes (Tabela 1).

Tabela 1 : Classificacdo de Child-Pugh

PONTOS 1 2 3
ENCEFALOPATIA AUSENTE 1-2 3-4
Ascit A ¢ Leve ou Controlada Ao Menos Moderada
scite usente por Diurético Apesar d Terapia cm
Diuréticos
Bilirrubina <2 2-3 >3
Albumiina
>3,5 28-3,5 <28
(MG/DL)
T. Protombina
<1,7 1,70-2,3 >2,3
INR

CHILD A:

5-6 pontos CHILD B: 7-9 pontos  CHILD C: 10-15 pontos

Cirrose biliar primaria, com pelo menos uma das seguintes condi¢des:
- Prurido;

- Deterioracdo da qualidade de vida;

Colangite esclerosante primaria, com pelo menos uma das seguintes
condigdes:
- Colangite recorrente com mais de um episodio;

- Deterioracdo da qualidade de vida;
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Outras doencas colestaticas, pelos mesmos critérios para cirrose biliar

primaria.

Deficiéncia de alfal — antitripsina — seguem a mesma indicagdo que o0s

hepatopatas cronicos: complicagdes ou pontuagao de Child- Pugh.

Atresia de vias biliares — segundo critérios da equipe descutidos em reuniao.

Outros defeitos congénitos do metabolismo — segundo critérios da equipe

descutidos em reunido.

Polineuropatia amiloidética familiar (PAF);

Carcinoma hepatocelular com um ndédulo de até 5 cm ou até trés nédulos
bilobares menores de 3 cm segundo os citérios de Mildo, com estadiamento
obrigatério, através de tomografia ou ressonédncia magnética de torax,

mapeamento ésseo.

Colangiocarcinoma intra-hepatico, periférico, pelos mesmos critérios no

inciso anterior;

Duplo figado e rim a critério das equipes envolvidas.

A indicacdo do TH respeitou quatro pontos basicos definidos pela Secretaria

de Saude:
a) Estabelecimento de diagndstico especifico da doenca
b) Demonstracdo inequivoca da gravidade da doenga mediante provas
documentadas
c) Identificagdo de possivel complicagdo que podera prejudicar a sobrevida

do paciente

Estimativa da sobrevida do paciente submetido ou ndo ao transplante
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3.4. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Nao foram cadastrados receptores potenciais com:
| — Colangiocarcinoma de grandes ductos
Il — Doenca alcodlica com menos de seis meses de abstinéncia
[I-Tumores metastaticos de qualquer origem com excegao dos
neuroendocrinos
IV — Infeccdo extra-hepatica n&o controlada;

V — Polineuropatia amiloidédica familiar avangada grau IV

Apos preencher os critérios clinicos para o TH, o paciente € avaliado pelas
equipes de cirurgia, de enfermagem, de servigo social e pela psicologia. Apds estas
avaliagdes e discussédo do caso em reunido multidisciplinar conjunta, o paciente é
esclarecido sobre os riscos do transplante através da leitura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, que entdo assinado pelo paciente e duas
testemunhas e entdo o paciente é incluido na lista de espera para o TH.

A sua classificagcdo é de acordo com o grupo sanguineo e depende dos
valores da escala MELD (Model for End-Stage Liver Disease).

A escala MELD é uma férmula matematica disponivel que pode ser calculada
rapidamente na Internet, no site abaixo: WWW.unos.org/
resources/medcalculator.asp, e que leva em consideragcdo o INR (Internacional
Normalized Ratio), a creatinina e a bilirrubina.

Uma vez listado, o paciente € acompanhado no ambulatério de transplante
hepatico da FMRP-USP e parametros clinicos e bioquimicos sdo analisados durante
0 seguimento, a fim de avaliar as alteragcbées das fungbes metabdlicas e atualizar os
dados da escala MELD e sua classificagao na fila.

Durante o acompanhamento do paciente na lista de espera da Secretaria de

Saude foram consideradas as contra-indica¢des absolutas e relativas.

- Absolutas
Interrupgdo da abstinéncia alcodlica; replicagdo do VHB; Anti-HIV (+);
infeccdo bacteriana extra-hepatica; doenca extra-hepatica descompensada;

neoplasia extra-hepatica; falta de adesdo ao acompanhamento clinico.
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- Relativas
Idade acima de 65 anos; trombose da veia porta; desnutricdo grave;

insuficiéncia renal; doenga hepatica em estadio final; cirurgias abdominais prévias.

3.5. FASES DO TRANSPLANTE
3.5.1. Do doador
O enxerto foi proveniente unica e exclusivamente de doador cadaver, apds
confirmacao de morte encefalica e notificagao pela Central de Transplantes.
Os critérios de inclusdo e exclusao do doador séo os do protocolo do grupo

de transplante de figado deste hospital, que estao abaixo relacionados:

Critérios de inclusao:

Doadores cadaveres com idade entre 15 e 60 anos

Uso de dopamina (EV) com dose menor que 10 mcg/kg/min

Internacdo em Unidade de Terapia Intensiva menor que trés dias

Parada cardio-respiratéria prévia revertida menor que 15 minutos

» Auséncia de historia pregressa de uso de alcool e/ou drogas

» Auséncia de histéria prévia de neoplasias malignas tratadas

= Auséncia de infecgdo ativa

= Aminotransferases (ALT e AST) com valores menores que 4 vezes os valores

normais (valor de referéncia de ambas: 40 U/L)

Critérios de excluséo:
» Doadores cadaveres com idade menor que 15 anos ou maior que 60 anos
» Uso de dopamina (EV) com dose superior a 10mcg/kg/min
» Internagcdo em Unidade de Terapia Intensiva maior que trés dias
» Parada cardio-respiratéria prévia revertida maior que 15 minutos
= Histéria prévia de neoplasias malignas tratadas
» Infeccao ativa
» Aminotransferases (ALT, AST) com valores maiores que 5 vezes os valores
normais (valor de referéncia de ambas: 40 U/L)

» Pacientes soropositivos para HIV, Hepatite B (AgHbs + ) e Hepatite C (anti-HCV + )
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- Da captacéao e preparo do 6rgéo

O doador é encaminhado ao centro cirurgico para a retirada do enxerto onde
€ mantida sua estabilidade hemodinédmica e realizadas assepsia pré-operatéria,
monitorizacdo adequada e profilaxia antibidtica.

A avaliacdo do figado € subjetivamente feita pelo cirurgido, levando-se em
conta o aspecto macroscoépico e a presenga de eventuais variagdes anatdbmicas
onde se descartaram figados com esteatose acentuada

Inicia-se a fase de canulacido da artéria aorta abdominal pré-iliaca e da veia
porta. Apds a canulacao dos vasos, duas solugdes de preservacao, entre 0 - 4°C sao
utilizadas: a solugdo da Universidade de Wisconsin (UW) ou solugcao de Celsior,
2000 ml da solugao na veia porta e a solugado Eurocollins, sendo 2000 ml da solugao
na artéria aorta, que é clampeada na transicdo toracoabdominal e realizado a
exsanguinagdo com a secgao da veia cava proximo ao atrio direito. Nesse momento
o figado é envolto em grande quantidade de gelo, iniciando-se o periodo
denominado Tempo de Isquemia Fria (TIF) que ira durar até o inicio da anastomose
da veia cava supra-hepatica do receptor.

O figado retirado do doador é colocado em uma bandeja, onde € perfundido
com mais 1000 ml de solugdo U.W ou Celsior, divididos entre a veia porta e artéria
hepatica .

O o6rgao é embalado em sacos plasticos estéreis e transportado em caixas
térmicas com gelo até ao HC-RP, onde ja estard ocorrendo a hepatectomia do
receptor.

Apos a chegada ao HC-RP, o figado € encaminhado a outra sala cirurgica

onde é desembalado e devidamente preparado para as anastomoses.

3.5.2. Do receptor

O receptor é avaliado na enfermaria e encaminhado ao centro cirurgico, apos
a realizacao de exames pré-operatorios complementares, como:
= Jejum VO
= Scalp heparinizado em veia periférica
= Ceftriaxona, 1,0 g EV
» Vancomicina, 500 mg, EV
» Nistatina, 500.000 Ul, bochechar e engolir
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» Diazepan, 10 mg, VO
= Clister glicerinado

= Tricotomia

No centro cirurgico o paciente € devidamente monitorado com ao menos, uma
puncgao arterial e dois acessos venosos de calibre maior que 8 Fr, sendo um para
posicionamento do cateter de Swan-Ganz.

E administrado Metilprednisolona (Solu-medrol®), 1,0 g, EV no inicio da
laparotomia e Ceftriaxona, 1,0 g, EV a cada 6 horas, durante o ato.

Na inducdo anestésica € administrado propofol ou barbiturico associado a
opidide, e feito bloqueio neuromuscular com succinilcolina. Na manutencédo da
anestesia deve-se evitar o0 uso de anestésicos inalatérios. A anestesia é
complementada com opidides e bloqueadores neuromusculares de farmacocinética
menos comprometida pela doenga hepatica terminal, como fentanil ou sufentanil,
associado a atracurio ou, preferencialmente, cisatracurio, pela sua menor liberagcéo
de histamina, ambos de eliminagc&o orgdo-independente.

A cirurgia, para fins didaticos, compreende trés fases. A fase | ou pré-
anepatica se inicia na inducdo anestésica e compreende a hepatectomia, portanto
finaliza com a exclusao vascular hepatica e retirada do 6rgao nativo. A fase Il ou
fase anepatica se estende da excluséo vascular hepatica até a re-vascularizagao do
enxerto. A fase lll ou neo-hepatica se inicia com a reperfusdo hepatica e com o
restabelecimento do retorno venoso ao coracéao e finaliza no fechamento da parede
abdominal.

A incisdo é a subcostal direita ampliada a Mercedes e a técnica da
hepatectomia utilizada no receptor € a com preservagao da veia cava, ou seja, sem
a utilizagdo de circulacao extracorpérea, também chamada de “piggyback”.

Apds a hepatectomia, o enxerto é colocado no mesmo local do figado
extraido e inicia-se o periodo denominado de Tempo de Isquemia Normotérmica
(TIN), que vai do inicio da anastomose da veia cava supra-hepatica até o término da
anastomose da veia porta e reperfusao exclusivamente venosa do enxerto.

Ao final da anastomose da veia porta e momentos antes da reperfusao, deixa-
Se apenas um pequeno espago para a colocagcdo de uma sonda que € acoplada a
um equipo de soro e conectada a dois frascos de Ringer lactato gelado (total de

2000 ml), para a lavagem do enxerto mantendo-se a veia cava supra-hepatica ainda
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clampeada. Apos a lavagem completa do enxerto, conclui-se a anastomose da veia
porta, com uma exanguinagao de mais ou menos 100 ml propositadamente para
desprezar-se o sangue de estase esplancnica e dai entdo é liberado o clamp da veia
cava e da veia porta para a reperfusao venosa do enxerto.

As anastomoses arterial e biliar sao realizadas consecutivamente.

A cavidade abdominal é revisada, assim como, a hemostasia € devidamente

drenada antes do fechamento.
3.6. DELINEAMENTO DO TRABALHO

O estudo foi realizado durante todas as etapas de transplantes de figado
realizados nesta Instituicdo, no periodo de abril de 2006 a maio de 2009 e incluiu 31
pacientes.

O aparato experimental utilizado para a leitura por auto-fluorescéncia foi
composto por um laser de excitaggo em 532 nm (Nd:YAG dobrado), um
espectrofotometro (350 a 850 nm), notebook com um programa de aquisi¢céo Light
View® e uma sonda de aplicacdo do tipo “Y”, composta por duas fibras: uma
entregando a luz do laser ao tecido-alvo, e outra coletando a luz emitida pelo tecido
e conduzindo-a ao espectrofotdbmetro. A poténcia do laser € de aproximadamente 5
mW, insuficiente para causar uma reagao térmica no tecido alvo. O laser de
excitacdo, acoplado a sonda, é entregue a superficie do tecido o mais
perpendicularmente possivel. A outra extremidade da sonda é conectada ao
espectrofotdbmetro e conduz a luz coletada do tecido. O espectrofotbmetro esta
conectado ao computador e o programa Light View® fornece os resultados obtidos
da intensidade luminosa em fungao do comprimento de onda. Para proteger a fibra e
evitar a contaminagcao de uma medida para outra, utilizou-se um filme transparente,

estéril (Tegaderm ®) e flexivel entre a ponta da fibra e o tecido hepatico (Figura 3).
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Figura 3: O aparato experimental utilizado para a leitura do por auto-fluorescéncia foi composto por
um laser de excitacdo em 532 nm (Nd:YAG dobrado@), um espectrofotdbmetro (350 a 850 nm),
notebook com um programa de aquisi¢do Light View™ e uma sonda de aplicagdo do tipo “Y”,
composta por duas fibras: uma entregando a luz do laser ao tecido-alvo, e outra coletando a luz
emitida pelo tecido e conduzindo-a ao espectrofotdmetro.

Neste trabalho, a investigagdo foi concentrada em excitacédo de 532 nm. Foi
obtido o espectro de cinco pontos, de modo aleatério, nos segmentos medial e
lateral direitos e no segmento lateral esquerdo, durante a fase de captagao
(imediatamente apds a abertura da cavidade do doador e apds a perfuséo fria
(momentos 1 e 2 respectivamente), no final do back-table (momento 3), 5 minutos e
1 hora apés a perfusdo quente (momentos 4 e 5 respectivamente). Desse espectro,
em cada um dos 5 momentos, a média da leitura sera obtida de todos os pontos
coletados em cada lobo. Um novo espectro sera tracado com essas meédias. A
intensidade de fluorescéncia na regido de maxima emissao do espectro (em torno de
600 nm), a cada fase do transplante, sera utilizada para comparacdo com as
bidpsias realizadas em cada um desses 5 momentos. A bidpsia foi realizada em
cunha com lamina do bisturi frio 11, em um dos bordos do figado iluminados pelo
laser. Também foi realizada coleta de sangue venoso na fase de abertura do doador,

com 5 minutos e 1 hora apés a perfusdo quente, para dosagens de TGO (AST), TGP
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(ALT), DHL e bilirrubina direta (Bb D), as quais utilizamos também para comparagao

com as médias do espectro de emissao de fluorescéncia.

3.7. DOSAGENS BIOQUIMICAS

Foram dosadas as concentragdes das aminotransferases (ALT e AST),
bilirrubina direta (BbD) e desidrogenase lactica (DHL) na corrente sanguinea
(séricas) no inicio da captagdo, com 5 minutos e 1 hora ap6s o implante e do
primeiro ao sexto pos-operatorio.

As aminotransferases (ALT e AST) foram determinadas por método cinético a
340nm, e os valores obtidos foram expressos em U/L (HENRY,1996) .

A desidrogenase lactica (DHL) foi determinada por método cinético a 340nm ,
e os valores obtidos foram expressos em U/L (PESCE,1989).

A bilirrubina direta foi determinada por método colorimétrico a 525 nm e os

valores obtidos foram expressos em mg/dL (SIMS, 1958).

3.8. ANALISE HISTOLOGICA

Apos a coleta das bidpsias, o material foi fixado em frasco contendo formol
tamponado, no minimo 24 horas de fixagdo e logo em seguida as mesmas foram
incluidas em parafina. Destas foram obtidos fragmentos com espessura de 5
micrometros (um), utilizando o micrometro da marca MICROM. Esses fragmentos
foram processados e corados com hematoxilina-eosina para analise microscépica.
Foram analisados através microscopio ZEISS utilizando lentes ocular 10 e objetiva
25, onde em 10 campos microscopicos foram analisados capsula e subcapsula
hepaticas. Tomou-se o cuidado da capsula e subcapsula serem analisadas na zona
equatorial do campo do microscépio. Nas fases 1, 2 e 3 foram feitas uma analise
semi-quantitativa da autdlise em 1, 2 e 3 cruzes, respectivamente em leve,
moderada e grave. Nas fases 4 e 5 foram também analisadas necrose e hemorragia,
utilizando a mesma semi-quantificagao anterior.

A esteatose dos hepatocitos foi avaliada de acordo com a classificagao de
ADAMS, 1991 que consiste em:

e ausente

e discreta: até 30% de hepatdcitos com vacuolos de gordura
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e moderada : 30 a 60% de hepatdcitos com vacuolos de gordura

e grave: mais 60% de hepatdcitos com vacuolos de gordura

3.9. ANALISE OTICA

Os espectros de fluorescéncia coletados durante as cinco fases do
transplante, foram tratados com o software Origin®. Para cada transplante, médias
dos cinco espectros coletados em cada lobo do figado e em cada etapa foram
obtidas. Assim cada procedimento contou com um espectro médio de cada porgao
(segmentos lateral esquerdo, medial e lateral direitos) do figado, em cada etapa,
num total de trés médias por etapa e quinze médias no total para cada
procedimento.

Cada um dos espectros médios foi analisado da seguinte forma: removeu-se
a linha de base dos espectros (a qual inclui um sinal de ruido relacionado ao
equipamento) de forma a obter-se informagdo apenas da luz de fluorescéncia
coletada. Uma vez que o espectro de emissao de fluorescéncia do figado com
excitacdo de 532 nm é composto por uma uUnica banda, foi medida a amplitude
maxima de cada espectro médio, e a meia-altura (metade da amplitude maxima) da
banda, mediu-se a largura do espectro. Isso foi feito para obten¢do de informagao
relacionada as alteracbes no formato do espectro, as quais dizem respeito as
alteracdes fisicas e metabdlicas do tecido (Figura 4). Estas alteragbes podem levar a
aumento/diminuicdo da intensidade de emissdo de fluorescéncia, aumentando ou
diminuindo, portanto, a amplitude da banda. Além disso, o surgimento ou
desaparecimento de porcdes do espectro na forma de bandas adicionais ou
ausentes também pode indicar a ocorréncia destas alteragdes, modificando a
relacdo entre altura e largura espectral, o que se reflete na largura do espectro
medida a meia-altura. Assim estas informacdes foram comparadas entre si e
analisadas de acordo com as diferentes fases do transplante em que foram
observadas e com as condi¢des fisicas e metabdlicas tanto do paciente quanto do

orgao enxertado.
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Figura 4: Analise do espectro de fluorescéncia do figado com excitagdo de 532 nm. B representa a
linha base; A é a amplitude maxima do espectro (distancia entre o maximo de emissao e a linha de
base); e L representa a largura da meia-altura, ou seja, a largura espectral na metade da amplitude
observada.

3.10. ANALISE ESTATISTICA

A comparagao dos grupos foi feita utilizando o teste estatistico de Mann-

Whitney, com nivel de significAncia de 5% (p< 0,05).



4. RESULTADOS I
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No presente trabalho foram avaliados 31 enxertos hepaticos de pacientes
submetidos ao transplante de figado do Grupo Integrado de Transplante de Figado
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, com
doador cadaver, no periodo de abril de 2006 a maio de 2009, sendo 18 enxertos
conservados com solugao de Celsior (58,06%) e 13 pacientes com solugao de
Belzer (41,94%).

Com relacdo a analise da fluorescéncia (amplitude e largura) coletadas no
momento 1, nos 2 grupos Celsior e Belzer, demostradas nas figuras 5 e 6, ndo se

observou diferencgas estatisticas (p> 0,05).
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Figura 5: Amplitude da fluorescéncia expressa em UA (unidade arbitraria) coletada no momento 1,
com excitagdo de 532 nm, nos 2 grupos Celsior e Belzer.
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Figura 6: Largura da fluorescéncia expressa em UA (Unidade arbitraria) coletada no momento 1, nos
grupos Celsior e Belzer.

Quanto a andlise da fluorescéncia (amplitude e largura) coletadas no
momento 2, nos 2 grupos Celsior e Belzer, demostradas nas figuras 7 e 8, ndo se

observou diferengas estatisticas (p> 0,05).
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Figura 7: Amplitude da fluorescéncia expressa em UA (unidade arbitraria) coletada no momento 2,
nos 2 grupos Celsior e Belzer.
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Figura 8 : Amplitude da fluorescéncia expressa em UA (unidade arbitraria) coletada no momento 2,
nos 2 grupos Celsior e Belzer.

A analise da fluorescéncia (amplitude e largura) coletadas no momento 3,
nos 2 grupos Celsior e Belzer, e que estdo demostradas nas figuras 9 e 10, néo se

identificou diferencas estatisticas (p> 0,05).
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Figura 9: Ampiltude da fluorescéncia expressa em UA(unidade arbitraria) coletada no momento 3,
nos 2 grupos Celsior e Belzer.
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Figura 10: Largura da fluorescéncia expressa em UA (unidade arbitraria) coletada no momento 3,
nos 2 grupos Celsior e Belzer.

Com relacdo a analise da fluorescéncia (amplitude e largura) coletadas no
momento 4, nos 2 grupos Celsior e Belzer, demostradas nas figuras 11 e12, ndo se

observou diferencgas estatisticas (p> 0,05).
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Figura 11: Ampiltude da fluorescéncia expressa em UA (unidade arbitraria) coletada no momento 4,
nos 2 grupos Celsior e Belzer
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Figura 12: Largura da fluorescéncia expressa em UA (unidade arbitraria) coletada no momento 3,
nos 2 grupos Celsior e Belzer

Quanto a analise da fluorescéncia (amplitude e largura) realizada no momento
5, nos 2 grupos Celsior e Belzer, demostradas nas figuras 13 e 14, ndo se observou

diferencgas estatisticas (p> 0,05).
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Figura 13: Amplitude da fluorescéncia expressa em UA (unidade arbitraria) coletada no momento 5,
nos 2 grupos Celsior e Belzer
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Figura 14: Largura da fluorescéncia expressa em UA (unidade arbitraria) coletada no momento 5,
nos 2 grupos Celsior e Belzer.

Nas figuras 15 A e B foi analisada a amplitude de espectro da fluorescéncia a
laser nos momentos 1, 2, 3 4 e 5, apds diferentes periodos de isquemia
hipotérmica (M2 e M3) comparada com momentos de 5 minutos e 1 hora apds a
perfusdo quente (M4 e MS5), nos grupos Celsior e Belzer. Observou-se haver

diferenca estatisticamente significante entre M2 e M3 vs M4 e M5 (p < 0,05).
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Figuras 15 A e B : Amplitude do espectro de fluorescéncia a laser, com excitagao de 532 nm, nos
momentos 1, 2, 3, 4 e 5, inicio da operagédo no doador, apds a perfusdo hipotérmica, apds diferentes
periodos de isquemia hipotérmica, 5 minutos e 1 hora apds revascularizagdo arterial do figado,
respectivamente. M2 e M3 vs M4 e M5 (p<0,05).

Nas figuras 16 A e B analisamos a largura do espectro da fluorescéncia a
laser nos momentos 1, 2, 3 ,4 e 5 apoés diferentes periodos de isquemia hipotérmica
(M2 e M3) comparados com momentos de 5 minutos e 1 hora apos a perfuséo
quente (M4 e M5), nos grupos Celsior e Belzer. Observamos ndo haver diferenga

estatisticamente significante entre M2 e M3 vs M4 e M5 (p > 0,05).
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Figuras 16 A e B : Largura de espectro de fluorescéncia a laser, com excitagdo de 532 nm, nos
momentos 1, 2, 3, 4 e 5, inicio da operagédo no doador, apds a perfusdo hipotérmica, apds diferentes
periodos de isquemia hipotérmica, 5 minutos e 1 hora apds revascularizagdo arterial do figado,
respectivamente. A comparacdo estatistica entre os diversos grupos nao apresentou diferenga
significante (p> 0,05).

Foram comparados os tempos de isquemia hipotérmica e normotérmica, nos
2 grupos Celsior e Belzer, demonstradas respectivamente nas figuras 17 e 18, onde

observamos nao haver diferengas estatisticas entre os 2 grupos. (p > 0,05).
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Figura 17: Tempos de isquemia hipotérmica, expressos em horas, nos grupos Celsior e Belzer. Nao
houve diferencga estatistica entre os grupos (p > 0,05).
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Figura 18: Tempos de isquemia normotérmica, expressos em horas, nos grupos Celsior e Belzer.
Nao houve diferenca estatistica entre os grupos (p > 0,05).

A andlise histologica do grau de esteatose hepatica, cujas bidpsias foram
coletadas todas no mesmo momento (1) e classificadas em ausente, discreta (até
30%), moderada (30-60%) e severa (mais que 60%), foram realizadas nos 2 grupos,

Celsior e Belzer, e demonstradas na figura 19.
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Figura 19: Graus de esteatose hepatica (ausente, discreta , moderada e severa), coletadas no
momento 1, nos grupos Celsior e Belzer.

O grau de injuria hepatica nos momentos 1, 2 e 3, foi avaliado pelo grau de
autdlise, em leve, moderada e grave, e analisada nos 2 grupos Celsior e Belzer e

estdo demonstradas nas figuras 20, 21 e 22.
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Figura 20: Graus de autdlise no momento 1, expressos em leve, moderada e grave, nos grupos
Celsior e Belzer.
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Figura 21. Graus de autdlise no momento 2, expressos em leve, moderada e grave, nos grupos
Celsior e Belzer.
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Figura 22: Graus de autdlise no momento 3, expressos em leve, moderada e grave, nos grupos
Celsior e Belzer.

A lesado de reperfusdo hepatica, ocorrida nos momentos 4 e 5, foi avaliada
histologicamente através do grau de necrose hepatica, a qual foi classificada em
leve, moderada e grave. Nas figuras 23, 24 e 25 avaliamos conjuntamente o grau de
necrose nos momentos 4 e 5, nos grupos da solugédo de Celsior, Belzer e na

totalidade dos 2 grupos, respectivamente.
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Figura 23: Graus de necrose hepatica, expressos em leve, moderada e grave, nos momentos 4 e 5,
do grupo Celsior.

NECROSE BELZER

100
= LEVE
=1 MODERADA
B GRAVE
X  50F
ok 1

M4 M5

Figura 24: Graus de necrose hepatica, expressos em leve, moderada e grave, nos momentos 4 e 5,
do grupo Belzer.
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Figura 25: Graus de necrose hepatica, expressos em leve, moderada e grave, nos momentos 4 e 5,

do total de 31 pacientes.

Neste estudo também avaliamos a fungdo do enxerto, apos 5 minutos e 1

hora da revascularizagao arterial, através das dosagens bioquimicas da ALT, AST,

DHL e Bb D, comparando os 2 grupos, através das figuras 26 a 33. Observamos

através da analise estatistica que nao houve diferencas significantes entre os grupos

(p > 0,05).
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Figura 26: Niveis da ALT apds 5 minutos da revascularizagao arterial, expressos em unidades por

litro, nos grupos Celsior e Belzer.* Vivos vs ébitos  (p< 0,05)
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Figura 27: Niveis da ALT apés 1 hora da revascularizagao arterial, expressos em unidades por litro,
nos grupos Celsior e Belzer.
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Figura 28: Niveis da AST ap6s 5 minutos da revascularizagédo arterial, expressos em unidades por
litro, nos grupos Celsior e Belzer.
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Figura 29: Niveis da ALT ap6s 1 hora da revascularizagao arterial , expressos em unidades por litro,
nos grupos Celsior e Belzer.
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Figura 30: Niveis da DHL ap6s 5 minutos da revascularizagao arterial , expressos em unidades por
litro, nos grupos Celsior e Belzer.
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Figura 31: Niveis da ALT ap6és 1 hora da revascularizagao arterial , expressos em unidades por litro,
nos grupos Celsior e Belzer.
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Figura 32: Niveis da Bb D apds 5 minutos da revascularizagéo arterial , expressos em unidades por
litro, nos grupos Celsior e Belzer.
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Figura 33: Niveis da Bb D apds 1 hora da revascularizagdo arterial expressos em miligramas por
cento, nos grupos Celsior e Belzer.

Avaliamos neste trabalho a evolugdo bioquimica do enxerto hepatico nos
primeiros 6 dias do pds-operatério, através das dosagens bioquimicas da ALT, AST,
DHL e Bb D, comparando os pacientes dos 2 grupos, respectivamente através das
figuras 34, 35, 36 e 37, e notamos nao haver diferengas estatisticas significativas

nessas dosagens laboratoriais nos 2 grupos (p>0,05).
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Figura 34: Niveis séricos da ALT, expressos em unidades por litro, nos primeiros 6 dias de poés-
operatério, nos grupos Celsior e Belzer. Perfil das curvas dos pacientes vivos e dos 6bitos foram
semelhantes do ponto de vista estatistico.(p > 0,05).
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Figura 35: Niveis séricos da AST, expressos em unidades por litro, nos primeiros 6 dias de pés-
operatério, nos grupos Celsior e Belzer. O perfil das curvas dos pacientes vivos e dos ébitos foram
semelhantes do ponto de vista estatistico.(p > 0,05).
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Figura 36: Niveis séricos da DHL, expressos em unidades por litro, nos primeiros 6 dias de po-
operatorio, nos grupos Celsior e Belzer. O perfil das curvas dos pacientes vivos e dos 6bitos foram
semelhantes do ponto de vista estatistico.(p > 0,05).
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Figura 37: Niveis séricos da Bb D, expressos em miligramas por cento , nos primeiros 6 dias de pos-
operatério, nos grupos Celsior e Belzer. O perfil das curvas dos pacientes vivos e dos 6bitos foi
semelhantes do ponto de vista estatistico (p > 0,05).

Comparamos também a evolugdo bioquimica do enxerto hepatico nos
primeiros 6 dias do pds-operatério, através das dosagens bioquimicas da ALT, AST,
DHL e Bb D , agora dividindo os pacientes conjuntamente dos grupos Celsior e
Belzer, em vivos e mortos, demonstradas nas figuras 38, 39, 40 e 41, e observamos

que nao houve diferencas estatisticas significativas entre os 2 grupos (p> 0,05).
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Figura 38: Niveis da Alanino-aminotransferase (ALT) no pds-operatorio, expressos em unidades por
litro, do primeiro ao sexto dia. O perfil das curvas dos pacientes vivos e dos ébitos foram semelhantes
do ponto de vista estatistico.(p > 0,05). * Vivos vs 6bitos (segundo dia de pds-operatdrio), p < 0,05.
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Figura 39: Niveis séricos da aspartato-aminotransferase expressos em unidades por litro, no pés-
operatério, do primeiro ao sexto dia. O perfil das curvas dos pacientes vivos e dos 6bitos foram
semelhantes do ponto de vista estatistico.(p > 0,05). * Vivos vs o6bitos (segundo pés-operatério), p <
0,05.
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Figura 40: Niveis séricos do DHL , expressos em unidades por litro, nos primeiros 6 dias de poés-
operatério, nos 2 grupos vivos e mortos. O perfil das curvas dos pacientes vivos e dos ébitos foram
semelhantes do ponto de vista estatistico.(p > 0,05). * Vivos vs 6bitos (segundo dia pés-operatério),
p< 0,05.
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Figura 41: Niveis séricos da Bb D, expressos em miligramas por cento, nos primeiros 6 dias de pés-
operatério, nos 2 grupos vivos e mortos. O perfil das curvas dos pacientes vivos e dos ébitos foram
semelhantes do ponto de vista estatistico.(p > 0,05).
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As técnicas Opticas para diagnostico sao extremamente atrativas,
principalmente por serem procedimentos nao invasivos € com potencial de fornecer
resultado em tempo real. Varios grupos de pesquisa vém investigando a eficiéncia
das técnicas na detecgédo e no diagnostico de diversos tipos de cancer, buscando
um método que possa melhorar a detecgao precoce de lesdes malignas (BAGNATO
et al, 2006; BAGNATO, 2008; BAGNATO et al, 2010).

Ao realizarmos analise da fluorescéncia, durante todo o procedimento de
transplante, é preciso inicialmente construir um quadro fisico-quimico do que esta
ocorrendo. Com este quadro em mente, é possivel visualizar tudo que a
espectroscopia de fluorescéncia mostra a cada passo do processo.

Vamos iniciar descrevendo o que ocorre durante o procedimento.
Inicialmente, temos o 6rgdo no doador, na chamada condi¢do inicial (Momento 1).
Este 6rgao pode apresentar uma diversidade de condi¢gdes que envolvem diferentes
graus de esteatose, injurias teciduais associadas. (MALHI and GORES, 2008;
VANDARNIAN et al, 2008; CASTRO E SILVA, 2002; IMBER et al, 2002) Do ponto
de vista tecidual, cada érgédo tem uma vasta variabilidade de destruicdo de vasos,
bem como pequenas variancias na distribuicdo dos l6bulos e também variancias
relacionadas com a razao superficie-volume. Essa razdo superficie-volume é
essencialmente dependente da forma geométrica de sua massa (VOLLMAR and
MENGER, 2009).

A visao externa do 6rgao, ou mesmo coletas de bidpsias sdo observacgdes
estritamente superficiais. A vitalidade e a funcionalidade do érgéo sao, no entanto,
grandemente dependentes das condigdes volumétricas do 6rgao, muito mais do que
das condicdes superficiais. Os procedimentos de acompanhamento e avaliagdo do
orgao sao, portanto, indiretas, ja que temos que inferir sobre condi¢des internas.
Mais do que isto, temos que relacionar as condi¢des de funcionamento, e as
probabilidades de falhas, com estas condicdes e observacgdes superficiais.

Com base nestas observacdes, devemos iniciar nossas consideragées com
as caracteristicas observadas durante a bidpsia 6ptica ou fluorescéncia. Sendo
observacdes de superficie elas revelam as caracteristicas de periferia do 6rgao.
Entretanto, os aspectos observados estdo intimamente relacionados com o todo.

Em particular, a fluorescéncia fornece indicios sobre a superficie, através de
um feixe de luz (no caso um comprimento de onda de 532 nm). Ao incidir no 6rgao,

esta luz € absorvida e parcialmente reemitida. A absor¢céo ocorre simultaneamente
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com o espalhamento (mudanca aleatéria de propagacao da luz), de modo que, a
medida que a luz do feixe inicial propaga-se pelo 6rgao, ela vai atingindo uma
distribuicdo tecidual. Uma parte da luz absorvida € devolvida na forma de
fluorescéncia. Assim, a fluorescéncia ocorre ao longo da regido iluminada. Uma vez
que a absorgado € muito grande, a quantidade de tecido atingida pela luz é pequena
e, consequentemente ha redugcao na fluorescéncia. Ao fluorescer, a luz proveniente
dos varios pontos fluorescentes deve percorrer de volta o caminho para poder ser
observada na superficie (BAGNATO, 2008).

A figura 42 mostra de forma simplificada a situagdo da medida da

fluorescéncia quando temos grande absorg¢ao ou pequena absorgao:
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Figura 42: Niveis de fluorescéncia na presenga de maior ou menor absorgao.

O sangue € um grande absorvedor da luz verde (comprimento de 532 nm).
Desta forma, sua quantidade e aproximacdo da superficie interferem de forma
marcante na amplitude da luz de fluorescéncia.

A constituigcdo bioquimica tecidual e sanguinea é a grande responsavel pelas
caracteristicas espectrais da fluorescéncia. Isto €, enquanto a amplitude tem grande
relacdo com a absorgdo e penetrabilidade, a forma do espectro (picos e largura)
tem a ver com a constituicdo quimica do 6rgao estudado (VO-DINH et al, 1998).

Assim, discutiremos a auto-fluorescéncia, o espectro obtido em condi¢des

normais do orgao (figura 43).
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Figura 43: Padrao de autofluorescéncia obtido em condigbes normais do figado.

Excitando o tecido com 532 nm, observamos um grande pico de fluorescéncia
com maximo em torno de 620 nm estendendo-se além de 750 nm. Enquanto a
amplitude geral do espectro depende grandemente das condigcdes de absorgédo e
penetrabilidade da luz, a forma do espectro que aqui sera caracterizada pela sua
largura, €& fortemente representativa de sua composi¢cdo bioquimica. Devido as
variabilidades existentes no proprio 6rgdo, cada posi¢cao pode ter uma amplitude
levemente diferente. Se considerarmos todas medidas realizadas de auto-
fluorescéncia, observamos que, enquanto temos uma grande variabilidade de
amplitudes num mesmo 06rgdo, independendo de estarmos olhando Iébulos
diferentes, notamos uma baixa, ou estreita variagdo de largura. Este resultado nos
mostra que as condigdes fisicas de penetrabilidade da luz variam mais fortemente
de parte a parte do figado humano, enquanto sua constituicdo bioquimica, por outro
lado é bastante homogénea. Uma possibilidade para esta observagédo € a
concentragdo de vasos periféricos em cada localidade levando a diferentes
concentracbes de sangue (principal elemento absorvedor), o que resulta em
variagdo de amplitude. Apesar dessa variabilidade do 6rgao, o padréao geral de auto-
fluorescéncia corresponde a forma descrita na figura 43.

Grandes variagbes no padrao de fluorescéncia apresentadas na figura 43

podem indicar condi¢gbes diferenciadas do figado. A presenca de uma excessiva
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variagcdo na largura espectral ou a presengca de uma deformagdo na banda de
emissao pode ser um indicativo forte de anomalias no 6rgao. Esta situagao deve ser
vista como possibilidade de complicagdo, ja que representa uma condigédo
bioquimica distinta da esperada. De todos os o6rgdos estudados neste trabalho,
advindos de doadores pré-selecionados, nao foram observadas grandes anomalias
no momento 1 (auto-fluorescéncia), as quais merecem ser mencionadas. A largura
espectral de meia- altura permaneceu ao redor de (100 +/- 15 nm).

O préximo estagio no procedimento é a perfusao a frio (momento 2). Nesta
situagdo, ambas as solugdes usadas tém a fungao de substituir o sangue presente
no orgao, bem como evitar a ocorréncia de grande troca de substancias que possam
comprometer a viabilidade do 6rgdo durante o procedimento (CAVALLARI et al,
2003). Todos os espectros mostram um aumento da amplitude de fluorescéncia ao
se fazer a perfusédo a frio. Este aumento de fluorescéncia de cerca de 100% esta
associado ao fato de que grande parte do meio, predominantemente absorvedoras
(sangue), foi removido do 6rgao. Como resultado disto, e de acordo com o que foi
discutido inicialmente (figura 42), ha um consideravel aumento do volume de tecido
excitado pela luz verde, com consequente aumento do retorno da luz fluorescente e,
portanto, um aumento global da amplitude. Este aumento representa uma adequada
perfusdo fria, mesmo nas regides mais periféricas do 6rgdo. Sua ocorréncia € um
indicativo da adequada perfusao a frio. Os espectros com ambas as solugdes, tanto
Belzer como Celsior, devem sofrer aumento semelhante de amplitude. Um aumento
excessivo de amplitude pode representar excessiva pressao na inje¢cao da solugao
de preservacdo, com possiveis consequentes danos aos microvasos periféricos.
Como nesta etapa houve apenas substituicio do meio fortemente absorvedor, a
largura espectral ndo deve ser fortemente alterada. Isto é, de fato, comprovado
pelas medidas dos espectros em ambas as solugdes. Nesta fase, o tecido ndo deve
sofrer grandes altera¢des bioquimicas (JAESCHKE, 2003). Embora se espere que o
procedimento de perfuséo fria consiga atingir todas as partes do 6rgao de forma
uniforme, isto ndo necessariamente ocorra, gerando certa dispersao dos dados.

ApOs esta fase, vem a fase do back-table (momento 3). Nela, o 6rgdo comeca
a ser refrigerado para o transporte, e o espectro de fluorescéncia sera aferido ao
final, momentos antes do implante. Esta € uma fase onde ocorre acomodacgao da
solugéo de preservagao no 6rgao. Os vasos de menor calibre poderdo durante este

periodo sofrer uma continuidade de substituicdo do seu conteudo de sangue, bem
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como diluicdo pelo meio preservador. Em ambos os casos, uma nova diminui¢gdo do
meio absorvedor devera ocorrer. Como consequéncia, ocorrera também uma
capacidade de absorg¢do de luz do 6rgdo ainda mais intensa, com aumento de
fluorescéncia. Este segundo aumento, dependera consideravelmente de diversos
fatores. A viscosidade do meio preservador determina sua capacidade de atingir os
vasos mais superficiais, que normalmente sdo menores. Enquanto uma solugao
mais viscosa promovera nesta fase um maior aumento da amplitude de
fluorescéncia, ja que néo teve tempo, anteriormente, de penetrar completamente no
tecido. Uma solugdo menos viscosa representara pouco aumento, ja que
provavelmente tera atingido os limites possiveis ja na perfusao inicial. Isto explica a
razao pela qual a solugéo de Belzer (maior viscosidade) mostra um maior aumento
de fluorescéncia no momento 3 quando comparada com a solugao de Celsior
(menos viscosa). Embora isto seja o esperado com maior frequéncia, representando
normalidade do procedimento, € possivel que, dependendo da densidade dos vasos
superficiais, a sua contracdo com o meio gelado possa apresentar uma pequena
diminuicdo de fluorescéncia no momento 3, como ocorreu em diversos casos. De
qualquer forma, esta diminuicdo entre 2 e 3 ndo deve ser severa. Uma diminuicao de
amplitude de fluorescéncia severa pode significar uma “folga” ou “falha” da solugao
de preservagao, ou causada por rompimentos ou algum tipo de embolia.

Ao se registrar a medida no momento 3, certamente houve tempo suficiente
para que alguma alteragao bioquimica possa ter ocorrido. Apesar das solugdes de
preservacao serem desenvolvidas para diminuir ao maximo o metabolismo do 6rgéao,
evitando danos oxidativos, mantendo o trifosfato sobre condicdes anaerdbicas, e
prevenindo assim alteragdes intracelulares, sempre ocorrera um pouco dessas
alteragdes (LOPEZ-ANDUJAR et al, 2009). O controle homeostatico sera levemente
alterado pelas mudangas introduzidas pelo meio preservador como consequéncia,
ocorrera uma pequena alteragcao bioquimica indicada na fluorescéncia pela alteragao
da largura espectral. Isto de fato é notado com o emprego de ambas as solugdes.
Uma exagerada variacdo da largura de fluorescéncia nesta fase podera significar
alteragbes bioquimicas excessivas, com possiveis consequéncias nos estagios
posteriores. De fato, alteragdo significativa na largura espectral nos momentos 2
e/ou 3 devem ser consideradas como sinal de alerta.

Ao se atingir o momento 4, onde a reperfusdo é feita, ocorre o caminho

inverso. Nesta fase o sangue do receptor, sob agdo da prépria pressao sistémica,
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devera reocupar todo o espaco anteriormente ocupado pela solugdo preservadora
ou pelo soro fisioldgico utilizado no flushing. Esse flushing é realizado a temperatura
ambiente, j& promovendo por si sO consideravel variacdo de temperatura, mas a
grande massa corporea do figado ainda representa capacidade térmica suficiente
para que a variagao global da temperatura do érgéo ocorra numa escala de tempo
mais lenta. Ao se permitir a reperfusdo do sangue no receptor, o 6rgao comeca a ser
trazido rapidamente a temperatura corporea, causando uma repentina dilatacédo dos
vasos com subsequente aumento da permeabilidade do sangue. Isto faz com que,
num tempo bastante curto, haja um consideravel aumento do fluxo sanguineo nas
regides periféricas. O aumento da absor¢gao neste caso causa um decréscimo subito
da fluorescéncia, podendo mesmo atingir niveis inferiores ao da autofluorescéncia
inicial. Uma queda muito acentuada da amplitude de fluorescéncia, relativa a
autofluorescéncia, pode significar dano ao sistema de capilares periféricos. Como
apods este choque térmico a nivel vascular a recuperagdo do érgao pode ser lenta,
espera-se que, apos algumas horas, uma situagdo de amplitude muito proxima a da
autofluorescéncia deva ocorrer. Ao reperfundir sangue, diversas alteragdes
bioquimicas deverao ocorrer (VARDANIAN et al, 2008), e uma variagao perceptivel
na largura espectral devera ser observada. A diminuicdo da largura significa que
uma quantidade menor de moléculas fluorescentes é observada. A restituicdo deste
equilibrio é esperada, podendo, contudo, demorar tempos bastante longos de horas
a dias, uma vez que os exames laboratoriais costumam a normalizar-se apenas
ap6s aproximadamente 1 semana. Com estas observacdes, podemos determinar
um “padrdao” de fluorescéncia que deva ocorrer durante o procedimento de

transplante (figura 44).
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FIGURA 44: “Padrao” de fluorescéncia esperado durante o procedimento do transplante.

Chamando de “1” (momento 1) a amplitude de fluorescéncia inicial, espera-se
um aumento no momento 2 com possibilidade de continuidade do aumento no
momento 3. Como no momento 3 ha uma acomodacgao do liquido preservador, a
qual é fortemente dependente da distribuicdo de vasos e outras consideragdes
anatbmicas, podem ocorrer uma variabilidade de comportamentos aceitaveis. O
momento 4 muito freqientemente representara uma queda da amplitude abaixo
daquela observada no momento 1. Esta queda pode ser maior ou menor
dependendo também de diversas condi¢gdes anatdmicas.

Com relacdo a largura espectral, o padrdo esperado envolve pequena
alteracdo da largura inicial nos momentos 2 e 3 com leve queda nos momentos 4 e 5
(figura 45).



Discuss3o 61

160

140 4

120 H

100 4+ -

80

60

Largura espectral
na meia-altura

40 4

20

Fases do Transplante

FIGURA 45: Variag6es da largura espectral nos 5 momentos do transplante de figado.

Os pacientes analisados para o estabelecimento deste padrdao de
fluorescéncia tiveram em cada momento um acompanhamento histologico e
bioquimico, mostrando que o padrdo desenhado deve representar a normalidade
como padrao de qualidade para o procedimento de transplante. Anomalias neste
quadro podem representar alteragbes do 6rgao que podem ou nao serem
recuperaveis. A variagdo do padrao de normalidade deve ser acompanhada de
forma muito mais cuidadosa.

Um exemplo de anormalidade pode ser observado no padrao de fluorescéncia
do paciente LRO (figura 46). Ao se realizar o procedimento observa-se que, na
perfusao fria do lado direito, ocorreu uma severa queda da fluorescéncia, seguida de
uma recuperagdo no momento 3. Este comportamento da regido superficial do orgao

pode mostrar problema na perfusao,com consequéncias subsequentes.
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FIGURA 46: Padrao de fluorescéncia alterado no lobo direito do figado, sugerindo uma perfusao fria
inadequada neste lobo.

A maioria dos pacientes analisados obedeceu ao padrao de fluorescéncia, o
que nos permite associar como “procedimentos adequados” nos varios momentos.
Apesar disto, a percentagem de 6Obitos de 23% observada no trabalho, acreditamos
que possam ter sido causadas por complicagdes pos-operatorias, ndo associadas ao
procedimento cirurgico “per se”. Isto nos mostra que segundo o critério adotado de
padrées de fluorescéncia observado e desenvolvido neste trabalho, o ponto crucial
de insucesso esta associado ao pds-operatorio.

Com relagado a comparacéao entre as duas solugdes usadas, observamos que
a maior variagao entre elas ocorre no momento 3, com um comportamento médio
representando menor acomodagédo do meio no tecido. Isto deve ser principalmente
associado com a viscosidade do meio.

Uma vez que podemos associar as variacdes da fluorescéncia com alteracdes
fisico-quimicas no 6rgao durante os varios procedimentos, criamos uma nova janela
de observagao, que nos permite acompanhar o procedimento em tempo real. Esta
capacidade de “graduar’ o procedimento ao longo de seu acontecimento amplia o
poder de observagcao e monitoramento do transplante e assim, o aumento das
chances de sucesso.

Com base nos 31 casos onde os procedimentos foram monitorados, podemos
observar que, na maioria dos casos, a equipe cirurgica conseguiu manter o padréao

de fluorescéncia superficial, classificado como estando dentro da normalidade.
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Obviamente que pela natureza da medida, é observar a superficie e concluir a
respeito do 6rgdo como um todo. Detalhes sdo extremamente importantes. A
possibilidade de excitar o tecido hepatico em diferentes comprimentos de onda (no
momento so6 foi utilizado o comprimento de 532 nm) podera ampliar o leque de
detalhes observaveis, e criar condigdes ainda mais seguras para quantificacdo da
qualidade do procedimento. Mesmo que ainda necessitando de aperfeicoamento, a
técnica ja permitiu estabelecer um padrao de normalidade do procedimento, dentro
do qual pode-se descartar determinadas causas para complicagdes pds-operatorias.

A comprovagao disto nos permite investir mais nos cuidados e procedimentos
pos-operatorios, para que, quando possivel, estas complicagbes possam ser

evitadas, promovendo assim melhorias no indice de sucesso.



6. CONCLUSAO I
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Os resultados em 31 pacientes submetidos ao transplante de figado
demonstram o potencial do uso da espectroscopia de fluorescéncia para monitorar a
funcdo do enxerto. A injuria tecidual induzida pela isquemia e reoxigenagao pode ser
detectada por mudangas na emissao da fluorescéncia quando comparada com o
espectro da autofluorescéncia. Esta técnica pode ser importante na aplicagéo
clinica devido a caracteristica de poder fornecer informacbes de maneira nao
invasiva e em tempo real, uteis no auxilio dos cirurgides e para o sucesso do

transplante.
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